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1. UVOD

Engleski prirodoslovac, istrazivac i putopisac Charles Darwin poc¢etkom 19. st. utemeljio je
suvremeno shvacéanje evolucije tezom o bioloskoj determiniranosti, prema kojoj je evolucija
vrste trajan, progresivan i ireverzibilan proces koji gotovo uvijek vodi k sve vecoj sloZenosti,
odnosno usavrsenosti organizma. Darwinova je teorija omogucila da se i covjek smjesti u
veliko drvo zZivota, pokazujuéi njegovo mjesto u prirodi 1 povezanost sa svim drugim vrsta-

ma.

Kraljeznjacima pripadaju zivotinje koje su svojom gradom dosegle najvisi stupanj u zivo-
tinjskom svijetu. Sa stajalita evolucije Zivotinjskog carstva to su najviSe organizirane Zivo-
tinje, ¢iji se postupni razvoj moze pratiti po pojedinim razredima tog potkoljena (plastenjaci,
bezlubanjci, kraljeznjaci). Evolucija u toj skupini dovela je do snaznog razvoja Ziv€anog

sustava.

Voda je bila kolijevka zivota tijekom najveceg dijela njezine 4,6 milijardi godina stare po-
vijesti. Najraniji oblici Zivota, jednostavna zbirka organskih spojeva, razvili su se 1 zadrzali
u vodi. Kostunjace (7eleostei) najbrojnija su skupina kosStanih riba (Osteichthy) koja ima
oko 25000 vrsta (1). To ih ¢ini najbrojnijom skupinom kraljeznjaka. Budu¢i da su najranije
kostunjace Zivjele davno prije najranijih kopnenih kraljeznjaka, a takoder i zbog toga Sto
se jedna skupina koStanih riba (Sarcopterygii) drzi pretkom kopnenih kraljeznjaka, koStane
ribe, ukljucujuci kostunjace, Cesto se oznacavaju kao »primitivne«. S gledista filogenetskog
razvoja to nije sasvim to¢no jer su sve sada zivuce vrste koStunjaca imale mnogo vise vre-
mena za diferencijaciju 1 adaptaciju nego svi kopneni kraljeznjaci.

Zbog svega navedenog, istrazivanje srediSnjega ziv€anog sustava koStunjaca poti¢e kompa-
rativni pristup u istrazivanju, odnosno komparativnu, diferencijalnu neuroanatomiju i zoo-

psihologiju, ¢ime se istice pristup filogenetske ekvivalencije.



1.1. Zivcani sustav koStunjaca

Mozak koStunjaca anatomski se sastoji od 1) velikog ili prednjeg mozga (telencephalon),
2) medumozga (diencephalon), 3) srednjeg mozga (mesencephalon) i 4) zadnjeg ili malog
mozga (metencephalon, cerebellum) te 5) produZene moZdine (myelencephalon, medulla

oblongata) (slika 1) (2, 3, 4).

—
- / Telencephalon

Slika 1. Model saranskog mozga.

Dijelovi mozga oznaceni u zagradi nisu vidljivi na modelu.

Veliki ili prednji mozak (telencephalon) riba razvijen je slabije od ostalih dijelova mozga
(5). Na njemu razlikujemo dorzalno pallium, tanku epitelnu membranu koja odvaja prostor
zajedni¢ke mozdane komore (ventriculus communis) od lubanjske Supljine te ventralni dio,
corpora striata (6). Corpora striata sastoji se od dva dijela, dorzalnog i bazalnog dijela, koji
¢ini kaudalni produzetak njusnog zivca (bulbus olfactorius) (7). Prednji mozak je centar za

njuh.

Medumozak (diencephalon) je u vecine riba malen 1 pokriven srednjim mozgom. Njegova
je struktura prili¢no sloZena. Sastoji se od epitalamusa, talamusa 1 hipotalamusa (8, 9).
Na epitalamusu se nalazi parni ganglion habenulare iznad lezece epifize (glandula pinea-
lis) (10). Pokraj epifize nalazi se Zljezdasta paraepifiza (glandula parapinealis) (11, 12). U
znatnog broja vrsta riba epifiza ima utjecaj na pigmentne stanice i reakcije ribe na svjetlo

i tamu (13). Ona je rudiment optickog organa. Ispred talamusa nalazi se mjesto krizanja
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vidnog zivca (chiasma opticum). Osobito je dobro razvijen hipotalamus, koji se sastoji od
membrane (infundibulum) na koju se nastavlja hipofiza. Lateralno se nalaze donji reznjevi
(lobi inferiores). Medumozak je tijesno povezan s hipofizom, i u njemu postoje mjesta kroz
koje se obavlja sekrecija (14). Smatra se da medumozak vrsi korelaciju dolazecih i odlazeéih

impulsa, posebice onih koji se odnose na endokrini sustav i autonomni Ziv¢ani sustav (12).

Srednji mozak (mesencephalon) sastoji se od ventralnog dijela koji ¢ini nastavak talamu-
sa, a nastavlja se kaudalno u produzenu mozdinu (basis ili tegmentum) (15). Dorzalni dio
(tectum opticum) poduzom je brazdom podijeljen na dva reznja koji se nazivaju lobi optici
ili corpora bigemina (8, 15). Ispod njih nalazi se torus longitudinalis, koji se kod nekih vr-
sta, primjerice Sarana, moze vidjeti kaudalno (16). Nakon krizanja u opti¢koj hijazmi vecina
vlakana vidnog zivca zavrSava u tektumu, centru za vid (4). Ovdje se stvara slika nakon
prenosenja podrazaja primljenih u oku. Iz baze izlaze dva mozdana Zivca koji inerviraju oko
1 o€ne miSice (n. oculomotorius i n. trochlearis). Srednje mozak je povezan sa svim okolnim

dijelovima mozga.

Tektum riba nije povezan samo s funkcijama vida. Osim funkcije vida on provodi i koordina-

ciju informacija dobivenih ostalim osjetilima te na taj na¢in utjece na kretanje i polozaj (17).

Zadnji ili mali mozak (metencephalon, cerebellum) tvori kaudodorzalni dio mozga (4).
Smjesten je iznad produzene mozdine. Sastoji se od tijela (corpus cerebelli) 1 postrani¢nih
izbocCina (auriculae cerebelli) koje su u sredini odvojene jednom dubokom brazdom. Mali
mozak kranijalno ulazi ispod opti¢kog tektuma u tre¢u mozdanu komoru kao valvula cere-
belli. Mali mozak ima istu gradu kao kod sisavaca (18). Vanjski sloj tvore Ziv€ane stanice, a
unutrasnji sloj ziv€ana vlakna. Izmedu ta dva sloja nalaze se Purkynéove stanice. Brojna afe-
rentna i eferentna vlakna povezuju mali mozak s receptorima i efektorima. Mali mozak ima
funkciju odrzavanja ravnoteze, odnosno uskladivanja pokreta, odrzava tonus misic¢a, reguli-
ra funkcionalnu sposobnost organa vida, sluha i dr. (19). Tijelo malog mozga povezano je s
lednom mozdinom, a time i s osjetima i muskulaturom tijela. Postrani¢ne izboCine povezane
su s vestibularnim aparatom i s organom boc¢ne linije. Nedavna istrazivanja pokazala su da je

mali mozak teleosta prijeko potreban u klasi¢nom kondicioniranju motornih odgovora (20).

ProduZena moZdina (myelencephalon, medulla oblongata) povezuje mozak s lednom moz-
dinom, u koju prelazi bez jasne granice (21). Produzena mozdina je kontinuirani nastavak

bazalnog dijela srednjeg mozga u kaudalnom smjeru. Na dorzalnoj i ventralnoj strani na njoj
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se nalaze mediane brazde. Dorzalna brazda kranijalno ogranicuje ¢etvrtu mozdanu komoru
(fossa rhombidae). Stranice ove komore su zadebljale, 1 u njima se nalaze jezgre X moz-
danog Zivca (n. vagus). Kranijalno od lobi vagales nalazi se parno zadebljanje u kojem je
smjesten centar za slusne zivce (lobi acustici). Kod ciprinida i silurida lobi vagales posebno

su razvijeni (22).

Kao i ledna mozdina, produzena mozdina ima dorzalne i ventralne korijene iz kojih izlazi 6
pari mozdanih Zivaca. Preko njih produzena je mozdina povezana s cijelim nizom osjetnih i
ostalih organa tijela. Osim toga, kroz nju prolaze motoricki i senzorni putovi izmedu ostalih

dijelova mozga i ledne moZzdine.

Ledna mozdina (columna vertebralis) znatno je jace razvijena od mozga (23). Ona se na-
stavlja na produzenu mozdinu i seze do zadnjeg kraljeska. Dorzalno i ventralno nalaze se
udubljenja, sulcus medianus dorsalis i fissura mediana ventralis. U centru mozdine u sivoj
tvari smjesten je centralni kanal obloZen ependimskim stanicama. U centralnom kanalu na-
lazi se likvor. Ledna mozdina sastoji se od sive i bijele tvari. Siva tvar nalazi se u unutras-
njosti mozdine i tvori Cetiri roga, dva dorzalna (columna dorsalis) 1 dva ventralna (columna
ventralis) iz kojih izlaze korijeni Zivaca (24). Zivci imaju segmentalni raspored: iz svakog
segmenta izlazi po jedan zivac (25). Segmentalno rasporedeni dorzalni i ventralni ziv¢ani
korijeni u riba spajaju se u jedan Zivac koji se dijeli na tri grane: ramus dorsalis, ramus
ventralis 1 ramus visceralis. Dorzalna i ventralna grana segmentalno inerviraju kozu, misice
1 pigmentne stanice. Visceralna grana inervira unutrasnje organe i krvne zile te sudjeluje u

stvaranju simpatickoga ziv€anog sustava.

MoZdane komore (ventriculi) su prostori ili Supljine u mozgu ispunjeni mozdanom tekuci-
nom (liguor cerebralis) (4). Zajednicka komora (ventriculus communis) nalazi se u pred-
njem mozgu i sastoji se od dva dijela: prve i druge komore. Tre¢a komora je razmjerno
velika. Ona ulazi u sve izdanke medumozga, u infundibulum, ascus vasculosum i Supljine,

lobi inferiores. Kaudalno se preko mozdanog vodovoda povezuje s ¢etvrtom komorom.

MoZdane ovojnice (meninges) obavijaju cijeli mozak. Mozdana ovojnica riba jednostavne
je grade. Izmedu ovojnice i periosta, odnosno perihondrija, nalazi se rastresito vezivno tkivo

bogato masnim stanicama, perimeningealno tkivo (26).
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Ribe imaju deset pari moZdanih Zivaca (n. olfactorius, n. opticus, n. oculomotorius, n. troc-
hlearis, n. trigeminus, n. abducens, n. facialis, n. acusticus, n. glossopharyngeus, n. vagus)

(27, 28).

Autonomni Zicani sustav dio je perifernog ziv€anog sustava i kod visih se kraljeznjaka sa-
stoji od simpatickog i1 parasimpatickog sustava. U koStunjaca je parasimpaticki sustav slabo

razvijen i malo poznat.

1.1.1. Komparativna neurobiologija i evolucija mozga riba

Evoluciju kraljeznjaka obiljezava postupni razvoj ziv€anog sustava koji ide usporedno sa
sve jace izraZzenim razvojem glavene regije. S osvajanjem kopnene sredine razvoj mozga je
ubrzan, skrzne pukotine postoje samo u zametku, repni predio postupno gubi svoje znace-
nje, a parne peraje nadomjestavaju udovi (autopodi), ¢iji se op¢i plan grade ne mijenja od
vodozemaca pa sve do ¢ovjeka (29) (slika 2). Svi kraljeznjaci od vodozemaca nadalje su

¢etveronosci.

Slika 2. Usporedba ljudskog mozga i mozga pastrve (Salmo trutta).
A. Ljudski mozak. Hemisfera velikog mozga oznacena je tamno sivo, a mozdano deblo svijetlo sivo. B. Mozak
pastrve. Hemisfera velikog mozga (tamno sivo) vrlo je mala u usporedbi s mozdanim deblom (svijetlo sivo).
Regija oznacena bijelim je olfaktorni bulbus koji procesuira informacije njuha. Olfaktorni bulbus u ¢ovjeka

relativno je malen. C. Usporedba veli¢ine ljudskog mozga i mozga pastrve (31).
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Evolucijski put riba razreda zrakoperki (Actinopterygii), medu njima i kostunjaca (7eleostei),
tekao je odvojeno od evolucijskog puta kopnenih zivotinja (7etrapoda) (30). Tijekom zasebne
evolucije mozak koStunjaca stekao je vrlo kompleksnu makroskopsku strukturu; neki dijelo-
vi mozga nemaju ekvivalente u tetrapodnih kraljeznjaka (primjerice valvula cerebelli i torus
longitudinalis) ili imaju razli¢it oblik, primjerice telencephalon, koji je podlegao tzv. »ever-

zivnom« razvoju, za razliku od »inverzivnog« razvoja koji se uobicajeno nalazi u tetrapoda.

U visih kraljeznjaka i covjeka prednji mozak znatno je razvijeniji; u kori se nalaze ziv€ane
stanice, za razliku od kostunjaca u kojih ne postoji siva tvar u homolognom dijelu (pallium)
(32). Zaribe, koje se drZe najprimitivnijim kraljeZnjacima i imaju slabo razvijen telecefalon,
smatra se da imaju ograni¢ene kapacitete u¢enja, medutim, novija razvojna, neuroanatomska
1 funkcionalna istrazivanja ukazuju na to da je evolucija mozga i ponasanja mnogo vise kon-
zervirana nego §to se to ranije mislilo. Eksperimentalni podatci upuéuju na to da osobine i
neuralna osnova ucenja i pam¢enja medu teleostima 1 viSim kraljeznjacima pokazuju znatne
sli¢nosti. Primjerice, lateralni telencefalicki palij u teleosta, koji je homologan hipokampu-
su, selektivno je ukljucen u prostorno ucenje i pamcenje, kao 1 u klasi¢no kondicioniranje
(6). Za razliku od njega, medijalni palij, koji se drzi homolognim amigdalima, odgovoran je
za emocionalno kondicioniranje teleostnih riba (33). Neopallium se prvi put pojavio u moz-
gu naprednih reptila kao Sto su krokodili (34). U mozgu sisavaca neopalij je znatno povecan

1 naziva se neocortex.

Tektum, multisenzorna i topoloSki mapirana struktura u kranijalnom dijelu srednjeg mozga
primjer je vaznog stupnja konzerviranosti u svih kraljeznjaka (30). Svojstvo ucenja, tj. stva-
ranje refleksa, u riba je povezano s tektumom srednjeg mozga koji obavlja jedan dio funkcija

Sto ih u viSih kraljeznjaka obavlja kora velikog mozga.

Komparativna neurobiologija upucuje na to da se mali mozak najprije pojavio u riba kao
specijalizirana struktura sustava lateralne linije, koja sluzi za orijentaciju organizma. Pri-
mitivne ribe, kao sljepulja i paklara, nemaju strukturu malog mozga. Za razliku od njih,
kostunjace imaju dobro definiran mali mozak. U hrskavi¢nih riba prva se javlja struktura
anatomski i funkcionalno slicna malom mozgu sisavaca (35). Mali mozak ima istu gradu

kao kod sisavaca (36).
Struktura i funkcija ledne mozdine u riba vrlo je sli¢na onima u visih kraljeznjaka (37).
Ribe imaju deset pari mozdanih Zivaca, za razliku od sisavaca koji ih imaju dvanaest (27).

Mozdana ovojnica riba jednostavne je grade, za razliku od visih kraljeZnjaka u kojih se ona

diferencira u dvije do tri ovojnice (38).
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1.2. Krvno-moZdana barijera

Ve¢ prije vise od 100 godina Paul Ehrlich (1885) zamijetio je da odredene farmakoloski
aktivne molekule 1 boje injicirane u krvotok brzo difundiraju u veéinu organa, s iznimkom
sredi$njega Zivéanog sustava (SZS) (39). Ehrlich je na temelju tih zapaZanja ustvrdio da
okolina srediSnjega Ziv€anog sustava ima specijalizirana svojstva koja omogucuju selektivni
ulazak samo odredene frakcije cirkuliraju¢ih ¢imbenika. Od toga se vremena pa do danas
temeljni koncept funkcioniranja i uloge krvno-mozdane barijere nije bitno promijenio. Krv-
no-mozdana barijera membranska je struktura s primarnom ulogom zastite srediSnjega zZiv-
¢anog sustava od potencijalno Stetnih tvari koje se nalaze u krvi, uz istodobno propustanje
tvari koje su potrebne za fizioloske metabolicke funkcije. Prema suvremenim shvacanjima,
krvno-mozdana barijera kontrolira tijek molekula izmedu krvi i mozga (mozga, ledne moz-

dine i retine), ali 1 pridonosi regulaciji (homeostazi) mikrookolisa mozga.

Krvno-mozdana barijera najvise je istrazivana u sisavaca. Svojstvo propusnosti te specifi¢éne
stani¢ne barijere u ljudskom mozgu u osnovi je regulirano kapilarnim endotelnim stanica-
ma (40, 41). Te cerebralne kapilare inervirane su Ziv€anim zavrSetcima intracerebralnog ili
ekstracerebralnog podrijetla (42). Razli¢ite komponente paracelularnih i transcelularnih pu-
tova zajedno upravljaju obiljem fizioloskih osobina transportnog epitela kraljeznjaka. Tran-
scelularni putovi koriste se apikalnim i bazolateralnim transporterima/kanalima, vezanima
za membranu, koji provode tvari kroz samu epitelnu stanicu, dok je paracelularna propu-
snost regulirana medustani¢cnom »gusto¢om«, odnosno selekcijom molekula na temelju nji-
hova naboja i veli¢ine. Osobinama paracelularnog prolaza tvari ponajviSe upravlja kompleks
tijesnih veza (engl. tight junctions) koji je smjeSten izmedu epitelnih stanica na najapikalni-
joj regiji lateralne stanicne membrane (43). Nagy i autori zakljucili su da endotelne stanice
mozdanih kapilara imaju najkompleksnije ¢vrste spojeve od svih endotelnih kapilara u tijelu
(44). Susjedne epitelne stanice oblikuju proteinske niti tijesnih veza koje prijanjaju jedna na
drugu tvoreéi polupropusnu barijeru. Osim toga, tijesne veze polariziraju epitelne stanice
tako da okruzuju apikalno-lateralnu regiju stanice i oblikuju »obrambeni zid« koji razdvaja
apikalne i bazolateralne proteine vezane uz membranu. Kompleks tijesnih veza sastavljen je
od integralnih transmembranskih proteina tijesnih veza, kao i perifernih proteina-podupiraca
tijesnih veza (43). Do danas je opisano vise od 40 proteina tijesnih veza sisavaca. Dijele se
na integralne proteine (klaudine, okludine 1 JAM) 1 periferne proteine (ZO-1, ZO-2, ZO-3,
cingulin, simplekin, 7H6 antigen, AF6, ASIP, Sec6/8 kompleks, VAP-33, ZAK, ZONAB,

Rab 3B, Rab 13, Ga.,, PKC i dr.) (45, 46). Drzi se da postoji logaritamski odnos izmedu

12°
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broja ¢vrstih spojeva i transcelularnoga elektricnog otpora (47). Takoder se drzi da se kom-

pleksnost ¢vrstih spojeva moze koristiti kao parametar propusnosti (48).

Danas se zna da osim endotelnih stanica postoje jo§ najmanje Cetiri druge stani¢ne vrste
koje takoder pridonose regulaciji propusnosti krvno-mozdane barijere (41). Dokazano je da
astrociti, neuroni 1 periciti, uz izvanstani¢ni matriks, na odreden nacin pridonose jedinstve-
nom fenotipu krvno-mozdane barijere (49, 50, 51, 52). Ustroj endotelnih stanica, pericita,
astrocita, neurona i izvanstani¢nog matriksa u novije se vrijeme definira kao neurovaskular-
na jedinica (53). Endotelne stanice i periciti dijele zajedni¢ku kapilarnu bazalnu membranu,
dok je vise od 99% mozdane kapilarne povrSine opkoljeno zavr§nim noZicama astrocita
(54). Prostor ispunjen bazalnom membranom 1 smjestaj izmedu endotela/pericita i zavrSnih
nozica astrocita zapravo oblikuje meduodnos krvi i mozga. Udaljenost izmedu zavrsnih no-
Zica astrocita, kapilarnih endotelnih stanica 1 pericita samo je 20 nm, Sto ¢ini odnos izmedu
endotela, pericita i zavrSnih nozica astrocita jednim od najintimnijih stani¢nih interakcija u
biologiji uopce (55). Periciti pridonose stabilnosti malih krvnih Zila: opcenito, interakcija
pericita s endotelom potrebna je za tvorbu, sazrijevanje i odrzavanje krvno-mozdane barijere
(56). Astrociti su lokalizirani izmedu neurona, pericita i endotelnih stanica sa svojim nastav-
cima i potrebni su za odrZavanje i sazrijevanje krvno-mozdane barijere (57). Dokazano je da
posreduju u regionalnom mozdanom protoku (58) te da imaju visoku gustocu akvaporin-4
(AQ-4) vodenih kanala, povezanih s ubrzanim unosom vode za vrijeme nastajanja mozda-
nog edema (59). Malo je dokaza o tome na koji nacin neuroni pridonose ustrojstvu krvno-
mozdane barijere. Funkcije izvanstanicnog matriksa jesu podrzavanje i usidravanje stanica
kroz adhezijske receptore, odvajanje stanica jedne od druge te reguliranje medustani¢ne
komunikacije. Izvanstani¢ni matriks sastavljen je od strukturnih proteina kolagena, lamini-
na, fibronektina, elastina, trombospondina 1 proteoglikana (60). Ti su proteini osjetljivi na
enzimsku razgradnju. Razgradnja strukturnih proteina izvanstani¢nog matriksa i adhezijskih
receptora povezuje se s povecanom propusno$cu krvno-mozdane barijere pri mozdanom

udaru (61, 62).

1.2.1. Komparativna neurobiologija i evolucija krvno-moZdane barijere u riba

Iako je krvno-mozZdana barijera opisana u svih kraljeznjaka, najbolje je istraZzena u sisavaca,
a slabo karakterizirana u nizih kraljeznjaka. Komparativno-anatomske studije pokazale su
da postoje odredene razlike medu pojedinim vrstama kraljeznjaka, kao i razlike u pojedinih

vrsta tijekom razvoja. Krvno-mozdanu barijeru u nekraljeznjaka i u nekih nizih kraljeznjaka,
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poput precnoustih riba, €ini interakcija neurona i glijalnih stanica (63, 64, 65). Pre¢nouste
ribe od ostalih kraljeznjaka su se odijelile prije 400 milijuna godina (66, 67). No, u vecine
kraljeznjaka, pa tako 1 u riba nadreda teleosta, ustrojstvo 1 funkcija krvno-moZdane barijere
koordinirani su interakcijama izmedu neurona, astrocita i endotelnih stanica. Prema novi-
jim radovima Bundgaarda i Abbotta (2008.), »glijalna« krvno-mozdana barijera predstavlja
pleziomorfno obiljeZje, dok je »endotelna« krvno-mozdana barijera apomorfno obiljezje (66).
Poznato je da se endotelijalna barijera pojavljivala nezavisno nekoliko puta tijekom evolucije
te se drzi sekundarnom evolucijskom razvojnom karakteristikom. Selektivna prednost moze

djelomicno potjecati iz veceg razdvajanja funkcije izmedu endotela i astrocitne glije (67).

Mehanizmi ionskog transporta preko transcelularnih putova u riba relativno su dobro karak-
terizirani (68, 69). Endotelna barijera ribljeg mozga istrazivana je na ultrastrukturnoj razini u
mnogih teleostnih vrsta (70). Na ultratankim rezovima pod elektronskim mikroskopom i na
smrznutim rezovima prikazani su ¢vrsti spojevi smjesteni na mjestu kontakta izmedu stanic-
nih membrana susjednih stanica (71, 72, 73). Ultrastrukturna istrazivanja kompleksa tijesnih
veza (74), kao 1 elektrofizioloska istrazivanja koja su koristila ionoregulacijski epitel (69,
75, 76), snazno podrzavaju heterogenost tijesnih veza kao kriticnu komponentu sveukupne
fizioloske strategije koja omogucuje ribama da dominiraju u vodenim uvjetima. Na temelju
istrazivanja na zivim embrijima transgeni¢nih japanskih riba rize (Oryzios latipes) saznaje-
mo da su klaudini kljuéne molekule koje diktiraju funkciju ¢vrstih spojeva (77). Duplikacije
genoma u riba kao i tandemske duplikacije gena, posebice u odgovoru na posebne fiziolos-
ke izazove povezane s raznolikoS¢u u vodenim uvjetima, dovele su do osobite ekspanzije
obitelji klaudina u ovoj skupini Zivotinja (78, 79, 80). Primjerice, ¢ak 35 gena koji kodiraju
klaudine teleostnih riba vrste Fugu rubripes odgovara broju od 17 gena koje nalazimo u

sisavaca, Sto preostali 21 gen ¢ini specificnim za riblje vrste (81).

Jos$ uvijek se, medutim, nedovoljno zna o paracelularnim putovima i njihovim sastavnicama
u ovoj skupini kraljeznjaka, a, osim klaudina, vrlo malo se zna 1 o proteinima tijesnih veza
u riba te kako ti proteini odgovaraju na fizioloSke izazove povezane sa zivotom u vodenim

uvjetima (82, 83, 84).

Jos jedna osobitost koja se vezuje uz funkciju krvno-mozdane barijere u teleosta jesu protei-
ni izvanstani¢nog matriksa ependimini. Do sada nisu u potpunosti karakterizirani homologni
slijedovi ependimina u sisavaca. Nakon sinteze u unutraSnjem endomeningealnom sloju,
topivi ependimini distribuiraju se putem sustava cerebrospinalnog likvora. Dio ependimina
povezan je s kolagenim vlaknima izvanstani¢nog matriksa krvno-mozdane barijere i drze se

modulatorom njezine funkcije (85).
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Mozak riba, kao i u drugih naprednijih vrsta kraljeznjaka, izdvojen je iz sistemske cirku-
lacije krvno-mozdanom barijerom koja omogucuje transport glukoze, monokarboksilata 1
aminokiselina. Postoje izvjeS¢a o nekim jasnim razlikama u propusnosti krvno-mozdane
barijere zamijeCenima u teleosta i sisavaca, primjerice da monoamini mogu prolaziti krv-
no-mozdanu barijeru u teleosta, ali ne 1 u sisavaca (86). Jedno od istrazivanja propusnosti
krvno-mozdane barijere s pomoc¢u odredenih standardnih tvari pokazalo je da tvari tzv. 1.
klase, koju ¢ine tripansko plavilo, bromfenolno plavilo, natrijfenolsulfonftalein i natrijfluo-
rescein, ne prolaze krvno-mozdanu barijeru zlatnog karasa, no natrijtiocijanat, koji ubrajamo
u 2. klasu tvari, nakon intraperitonealne injekcije zauzima ve¢i mozdani prostor od klorida,
kojega drzimo 3. klasom tvari (87). Rezultati tog istrazivanja upucuju na to da postoji bitna
razlika u mehanizmu krvno-mozdane barijere teleostnih riba i sisavaca (87). Ipak, jos uvi-
jek se ne zna dovoljno o strukturnim i1 funkcionalnim razlikama u barijeri izmedu pojedinih
vrsta kraljeznjaka; velika varijabilnost anatomije krvno-mozdane barijere u kraljeznjaka u
odredenom smislu otezava izu¢avanje njezine funkcije, kao 1 interpolaciju rezultata tih istra-

Zivanja s jedne vrste na drugu.

1.2.2. Funkcija i vainost krvno-moZdane barijere

Pojednostavnjeno mozemo re¢i da je jedan od najvaznijih razloga postojanja barijere izme-
du krvi 1 mozga njegova zastita. Neki bakterijski toksini, primjerice toksin bacila difterije,
tetanusa 1 dr., osobito su neurotoksi¢ni. Potpuna ili barem djelomic¢na zastita srediSnjega
ziv€anog sustava stoga je nedvojbeno iznimno vazna tijekom infekcije takvim bakterijama.
U istom kontekstu €ini se nevjerojatnim da krvno-mozdana barijera, prisutna u svih zivotinj-
skih vrsta, 1 nekraljeznjaka i kraljeznjaka koji imaju znatno razvijen i kompleksan Ziv¢ani
sustav, moze imati samo ulogu zastite protiv infektivnih agensa i drugih Stetnih okoli$nih
utjecaja. Naime, jedna od temeljnih funkcija krvno-mozdane barijere, u kraljeznjaka kao i u
nekraljeznjaka, jest uspostavljanje stabilne ionske mikrookoline koja osigurava odgovara-
juce aktiviranje neurona i Sirenje akcijskog potencijala (88). U tom je smislu barijera ucin-
kovita, ili mozda ¢ak ucinkovitija, u blokiranju izravne izmjene tvari koje iz intersticijskog
prostora dolaze u krvotok nego u obrnutom smjeru. Svi su neurotransmiteri polarne prirode
te stoga imaju vrlo ogranic¢enu propusnost kroz krvno-mozdanu barijeru (89). Regije mozga
koje su bogate sinapsama imaju visoku metaboli¢ku razinu i zbog toga pojacan protok krvi
za vrijeme aktivnosti. Bilo bi neekonomi¢no odmah nakon sekrecije neurotransmiter »ispra-

ti« u kapilarnu mozdanu cirkulaciju. Takvo zatvaranje unutraSnjeg okoliSa podupire kon-
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cept aktivne regulacije homeostaze cerebralnoga intersticijskog prostora (90, 91). Op¢enito,
prisutnost te barijere izmedu krvi 1 intersticijskog prostora potrebna je za omogucavanje
mehanizama ulaska tvari koje su potrebne, odnosno izlaska tvari koje se trebaju ukloniti.
Individualne komponentne neurovaskularne jedinice funkcioniraju tako da reguliraju mikro-
vaskularnu permeabilnost, ionski gradijent, unos nutrijenata, uklanjanje toksina i cerebralnu
hemodinamiku (88, 92). Bilo koja od individualnih komponenata moze pridnijeti promjeni

propusnosti krvno-moZzdane barijere (92).

Propusnost krvno-mozdane barijere moze se mijenjati na tri razine. U prvom redu, uc¢inkovi-
tost transporta ovisi o koli¢ini 1 odistribuciji protoka krvi u mozgu. Potom su tu tijesne veze
koje mogu biti djelomic¢no ili potpuno otvorene, ¢ime omogucuju ili povecavaju »vodeni
put« za prolaz otopina u mozdani intersticijski prostor. Na posljetku, postoje specifi¢ni tran-

sportni mehanizmi, ¢ija se propusnost moze regulirati (88).

Danas se intenzivno ispituju metode za sigurno i reverzibilno otvaranje krvno-mozdane bari-
jere u svrhu primjene dijagnostickih 1 terapijskih tvari (93, 94). Takoder, izniman znanstveni
interes usmjeren je k istrazivanju krvno-mozdane barijere u patoloskim uvjetima, posebice

njezine uloge u vazogenom mozdanom edemu, odnosno povecanoj propusnosti (95, 96, 97).

Usprkos brojnim istrazivanjima, neka temeljna pitanja vezana uz stani¢ne i molekularne
mehanizme, koji kontroliraju ustrojstvo, integritet 1 funkcioniranje krvno-moZdane barijere,

jos uvijek ostaju otvorena.

1.3. Bioloska uloga i vaznost dusSik (II) oksida

Dusik (IT) oksid (NO), u pocetku poznat kao relaksirajuci ¢imbenik iz endotela (engl. en-
dothelium-derived relaxing factor, EDRF), plinovita je signalna molekula koja ima vaznu
ulogu u razli¢itim bioloskim procesima u kraljeznjaka, slobodno difundira kroz membrane
1 ne veze se za specificne receptore (98). Jedna je od najmanjih 1 najjednostavnijih bioloski
aktivnih molekula u prirodi. U razli¢itim fizioloskim i patoloskim uvjetima endogeni NO
otpustaju razlicite vrste stanica, poput endotelnih stanica, neurona, astrocita, fagocita (mo-
nociti, makrofagi i neutrofili) i trombocita (99, 100, 101, 102). NO se biosintetizira iz L-argi-
nina s pomoc¢u enzima sintaze dusikova oksida (NOS). NOS postoji u tri izoforme, od kojih
su dvije konstitutivne (¢cNOS) i ovisne o kalciju, a jedna je inducibilna (iNOS) i nije ovisna
o kalciju (103). Endotelna NOS (eNOS) 1 neuronska NOS (nNOS) dvije su konstitutivne
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izoforme. Kao jedna od najraSirenijih signalnih molekula u sisavaca, NO je glavni ¢imbenik
u kontroliranju gotovo svake stani¢ne 1 organske funkcije u tijelu. NO je jedina endogena
molekula koja ima funkciju neurotransmitera, autakoida, konstitutivnog medijatora, indu-
cibilnog medijatora, citoprotekcijske molekule i citotoksicne molekule. Endotelni NO od-
govoran je za tonus krvnih Zila, dok neuronalni NO vjerojatno ima ulogu neurotransmitera,
odnosno dio je sustava drugog glasnika (104). NO mozZe poticati biolosko djelovanje putem
molekularnih mehanizama ovisnih 1 neovisnih o ciklickom gvanozin monofosfatu (cGMP).
NO uzrokuje vazodilataciju time da aktivira drugi glasnik, cGMP. Budu¢i da NO ima mnogo
fizioloskih uloga u reguliranju brojnih i razli¢itih organskih funkcija, poremecaji u NO putu
dovode do razvoja mnogih razliCitih patofizioloskih stanja. Trec¢a izoforma NOS je induci-
bilna, a moZze se stimulirati u uvjetima stresa, upale i infekcije (103). Pod tim uvjetima NO se
moZe stvarati u velikim koli¢inama te imati $tetan u¢inak na SZS. Takva oste¢enja ukljucuju
arterijsku hipertenziju, aterosklerozu, koronarnu arterijsku bolest, sr€ano zatajenje, pluénu
hipertenziju, mozdani udar, impotenciju, vaskularne komplikacije u Se¢ernoj bolesti, ulkuse
gastrointestinalnog trakta, astmu 1 druga sistemska oboljenja i oboljenja srediSnjega ZivcCa-

nog sustava (99).

Usprkos tome §to je rije¢ o jednostavnoj tvari, NO je vazna molekula na podrucju neurozna-
nosti, u fiziologiji 1 imunologiji, te je stoga 1992. godine proglasena »molekulom godine«,
a trojica istrazivaca Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro i Ferid Murad, zbog otkri¢a ovoga
novog nacela signalnog mehanizma u bioloskim sustavima dobila su Nobelovu nagradu iz

podrucja medicine za 1998. godinu (105).

1.3.1. Uloga dusik (II) oksida u mijenjanju propusnosti krvno-moZdane

barijere

Pokusima na sisavcima dokazano je da NO povecava propusnost krvno-mozdane barijere
omogucavaju¢i tvarima da ulaze u mozak na pasivan nacin. In situ perfuzijske studije na
modelu Stakora pokazale su da NO posreduje otvaranje krvno-mozdane barijere do odrede-
ne mjere, ovisno o donoru NO koji se koristio (106, 107). Precizni molekularni mehanizam
povecane propusnosti krvno-mozdane barijere kompleksan je i nije u potpunosti razjasnjen,
no moze se zakljuciti da je ovisan o koncentraciji (108). NO sam po sebi uzrokuje umjereno
oStecenje propusnosti krvno-mozdane barijere. Rezultati istrazivanja na sisavcima upucuju
na to da donori NO uzrokuju poveéanje propusnosti krvno-moZzdane barijere, koje se moze

povezati s nastajanjem peroksinitrita (108, 109, 110).
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Reakcija nastajanja hidroksilnih radikala iz superoksida i NO: (111, 112)
U ovoj reakciji superoksid (O,") reagira s duSikoksidnim radikalom (NO-)

(k=3,7x10"m" - s (113)) te nastaje potencijalno toksi¢ni peroksinitritni anion (ONOO;
reakcija 1) (114). Peroksinitrit ima pK, 6,5 (115, 116) i, kada je protoniran, pretvara se u
peroksidusikastu kiselinu (HONOO), koja se vrlo brzo homoliti¢ki razgraduje te nastaje
hidroksilni radikal (-OH) 1 duSikov dioksid (NO,; reakcija 2).

O, + NO* — ONOO- (reakcija 1)

ONOO" + H" — HONOO — -OH + NO, (reakcija 2)

No, precizna biokemija NO jos$ uvijek nije jasno definirana. U Sirem kemijskom smislu NO
moze osim duSikoksidnog radikala (NO-) proizvesti i druge redoks vrste s razli¢itim osobi-
nama reaktivnosti: NO™ (nitrozilni kation) i NO- (nitroksilni anion) (117). Prema istrazivanju
Boje 1 Lakhmana, najteze oSteCenje krvno-mozdane barijere u Stakora bilo je uzrokovano

donorima NO koji su proizveli viSe razli¢itih redoks vrsta (NO-, NO*, NO") (106).

Mehanizam S$tetnog ucinka na krvno-mozdanu barijeru najvjerodostojnije je povezan sa
stvaranjem peroksinitrita (118, 119). Posljedi¢no dolazi do mozdanog edema, pa i do ra-
zvoja upalne reakcije, odnosno otpustanja citokina, kao §to su ¢imbenik nekroze tumora ili
interleukin 1, te do sekundarnog ostecenja mozga. Takoder je zamijeceno da otpustanje tih
medijatora upale moZe imati i odredeni neuroprotekcijski uc¢inak (120). NO takoder nastaje i
kao posljedica upalnog procesa te poput modulatora upale sudjeluje u mozdanom ostecenju
(121, 122). Stvaranje peroksinitrita moze dovesti 1 do nitrotirozinacije proteina, §to pak mo-

Ze utjecati na stani¢ne funkcije 1 na vijabilnost stanica (123).

Takoder je opazeno da inhibicija aktivnosti gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze s pomocu
NO uzrokuje smanjenje koncentracije adenozin trifosfata (ATP) u endotelnim stanicama, §to

moze potaknuti pojacanu propusnost tijesnih veza (124).

Neka su istrazivanja razmatrala povezanost NO i metaloproteinaza matriksa (MMP) u otva-
ranju krvno-mozdane barijere. NO moze aktivirati neke MMP, a dokazano je da MMP raz-
graduju brojne supstrate, medu ostalim i komponente bazalne lamine poput laminina, tipa [V
kolagena i dr. (125). Zamijeéeno je da je nakon ishemije ili traume smanjena koncentracija
laminina, tipa IV kolagena 1 proteina ZO-1 tijesnih veza (126). Dokazano je da NO aktivira
MMP-9 s pomocu transkripcijskih ¢imbenika osjetljivih na NO (nuklearni ¢imbenik kB, NF-

kB, aktivirani protein 1, AP-1), koji su takoder transkripcijski ¢imbenici za sintezu MMP-9
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(127, 128). Povecana aktivnost MMP-2 opaZena je tijekom inicijacije ishemijskog procesa
1 dokazano je da je povezana s prvim razdobljem bifazicnog otvaranja krvno-mozdane bari-
jere (129, 130, 131). Drugo razdoblje bifazi¢nog otvaranja korelira s pove¢anom aktivno$éu
MMP-9, povezanom s poveéanim vazogenim edemom i hemoragijskom transformacijom u

ljudskom kao i u zivotinjskom modelu (132, 133, 134).

Takoder postoje i studije koje pokazuju da NO modulira ionske kanale u ekscitacijskim sta-

nicama i tako utjece na povecanje propusnosti krvno-mozdane barijere (135).

Utjecaj NO na propusnost krvno-mozdane barijere za sada nije istrazivan u nizih kraljeznjaka.

1.3.2. Gliceriltrinitrat kao donor dusik (Il) oksida

Tvari koje daju NO (bilo spontano ili interakcijom s komponentama tkiva) ¢esto se kori-
ste u istraZivanju jer oponasaju endogeno otpustanje NO. Primjeri takvih donora NO su
natrijev nitroprusid, S-nitrozo-N-acetil-penicilamin, 3-morfolinosidnonimin, NO aspirini 1
gliceriltrinitrat (GTN) (136). GTN je organski nitrat koji otpusta NO biotransformacijom u
ciljnom tkivu u metabolickoj pretvorbi organskog nitrata u NO s pomoc¢u enzima glutation
S-tranferaze, citokroma P450 i tiolnih reakcija (137). GTN je visoko lipofilna molekula koja
lako prolazi krvno-mozdanu barijeru (138, 139). Reuter 1 suradnici dokazali su povecanje
ekspresije iNOS mRNA u mozdanim strukturama 2 sata nakon primjene GTN, kao i pove-
¢anje ekspresije iNOS proteina 4, 6 1 10 sati nakon infuzije (140). Istjecanje proteina plazme
iz arteriola i kapilara uoceno je 4 sata nakon infuzije GTN, §to se moZze potisnuti primjenom
specificnog inhibitora iNOS. Isti autori pokazali su i da primjena GTN potice ekspresiju pro-
upalnih gena kao Sto su geni za interleukin-6 i interleukin-1, odnosno da aktivira mastocite 1

makrofage, Sto dovodi do odgodene upalne reakcije nakon 4 do 6 sati (140).

1.3.3. Uloga i vainost NO u teleosta

Za sada se vrlo malo zna o regulaciji cerebralne cirkulacije povezane s NO u nizih kralje-
Znjaka, posebice u riba. NOS je eksprimirana u srediSnjem Ziv€éanom sustavu svih istraziva-
nih teleostnih riba. Otkriven je donekle jednoznacan obrazac distribucije aktivnosti NOS u
istrazivanim dijelovima mozga razli€itih vrsta riba: u Sarana (Cyprinus carpio L.), zlatnog
karasa (Carassius auratus) 1 kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiis) su telencephalon,

hipotalamus 1 mesencephalon pokazali najvise NOS aktivnosti; u antarktickih teleosta NOS

22



se moze dokazati u Purkynéovim stanicama malog mozga, dok se u malom mozgu zlatnog
karasa NOS nije mogao uociti (141, 142, 143, 144, 145, 146). Ekspresija nNOS 1 iNOS opa-
zena je u nekih ribljih vrsta, dok su za eNOS dobiveni nepodudarni podatci (147).

U svjetlu povezanosti NO 1 srediSnjega ziv€anog sustava ribe najvise je pozornosti posve-
¢eno istrazivanju utjecaja hiperkapnije/anoksije na mozdanu cirkulaciju. U sisavaca hiper-
kapnija uzrokuje cerebralnu vazodilataciju 1 povecanje protoka krvi kroz mehanizme koji
ukljucuju povecéanje stvaranja NO (148). Poznato je da mozak vecine kraljeznjaka, s obzi-
rom na visoke metaboli¢ke potrebe i odredene biokemijske specifi¢nosti, slabo podnosi pro-
duljeno stanje anoksije. [znimka od toga pravila su sve ektotermne vrste (149). Regulacija
cerebralne cirkulacije povezana s NO donekle se razlikuje u pojedinih vrsta riba. U riba koje
dobro podnose hiperkapniju/anoksiju, kao $to su zlatni karas i Saran, smatra se da je regula-
cija cerebralne cirkulacije ograni¢eno povezana s NO (150). Aktivnost NO sintaze povezana
je s pH te u uvjetima produljenog stanja anoksije prestaje biti aktivna (151). Kalifornijska
pastrva izlozena pCO, od 22,5 mmHg pokazuje 80% povecanje brzine cerebralnog protoka,
dok karas ne pokazuje promjene cerebralnog protoka koje bi bile vezane uz NO (152). Istra-
zivanja cerebralne cirkulacije provedena na zlatnom karasu pokazala su slican obrazac kao
u karasa, bez odgovora na hiperkapniju (153). Ista istrazivanja nisu potpuno iskljucila NO
u regulaciji cerebralne cirkulacije te upucuju na to da NO regulira cerebralni protok krvi u
zlatnog karasa u normoksi¢nim uvjetima, dok je adenozin glavna vazoregulacijska molekula
koja povecava cerebralni protok potreban za anaerobnu glikolizu za vrijeme anoksije (151).
Takoder je dokazano da NO sintaza u sisavaca nije ovisna o temperaturi, za razliku od nekih
istrazenih ribljih vrsta u kojih je aktivnost NOS ovisna o temperaturi kao u Sarana i zlatnog

karasa (142, 154).
U posljednje vrijeme istrazivanja na podru¢ju neuroendokrinologije i imunologije isti¢u vaz-
nost NO u teleosta. Pokazalo se da u teleosta NO sudjeluje u modulaciji sekrecije hormona

na sli¢an nacin kao u sisavaca (155), dok imunoloske studije upucuju na vaznu ulogu NO u

imunosnom odgovoru organizma riba razreda teleosta (156).
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2. CILJEVIISVRHA RADA

Koncept vaznosti krvno-mozdane barijere u regulaciji unutras$njeg okoliSa mozga ve¢ je
odavna Siroko prihvacen. Svi kraljeznjaci imaju krvno-mozdanu barijeru, specijalizirani sloj
stanica koji kontrolira transport/prolaz molekula izmedu krvi i mozga (mozga, ledne moz-
dine 1 retine) 1 pridonosi regulaciji (homeostazi) mikrookolisa mozga. Krvno-mozdana bari-
jera, ranije shvacena kao stati¢ki, rigidni zid izmedu SZS i periferije, zapravo je dinami¢na,

kompleksna struktura sposobna za brzu modulaciju pod odredenim uvjetima (92, 157).

Mehanizmi signalnih putova krvno-mozdane barijere jos nisu dovoljno jasni i istrazeni. Sig-
nalni putovi i procesi povezani s ¢vrstim spojevima podrazumijevaju signale koji polaze
iz unutraSnjosti stanice, a usmjereni su na cvrste spojeve u smislu da mijenjaju njihovo
ustrojstvo i reguliraju medustani¢nu propusnost, kao i signale usmjerene od ¢vrstih spojeva
do stani¢ne unutrasnjosti koji moduliraju gensku ekspresiju, stani¢nu proliferaciju i diferen-
cijaciju (158). Istrazivanja na sisavcima nedvojbeno su potvrdila da postoje mnogi kaskadni
putovi, medu ostalima i oni posredovani s pomoc¢u NO, koji mogu dovesti do otvaranja krv-
no-mozdane barijere, a eventualno posljedi¢no i do razvoja vazogenog edema i sekundarnog
oSte¢enja mozga (109). Krvno-mozdana barijera danas je u zariStu znanstvene pozornosti s
krajnjim ciljem iznalazenja naCina mijenjanja propusnosti ove na prvi pogled nepremostive
zapreke za prolaz lijekova, ili obratno, zastite integriteta barijere u svrhu sprje¢avanja nekih
neuroloskih bolesti kao $to su multipla skleroza, AIDS, Alzheimerova bolest i Parkinsonova
bolest, za koje se danas zna da su povezane s pove¢anom propusnoS¢u krvno-mozdane ba-
rijere (109, 159). Osim NO, i za mnoge druge kemijske medijatore, npr. glutamat, aspartat,
taurin, ATP, endotelin-1, makrofagni upalni protein-2 (MIP-2), Cimbenik nekroze tumora-a
(TNF-a), interleukin-f (IL-B) i dr., do sada je u in vitro i in vivo pokusima utvrdeno da sudje-
luju u otvaranju krvno-mozdane barijere (160, 161, 162, 163, 164). NO u sisavaca sudjeluje

u mnogim fizioloskim i patoloskim procesima u velikom broju ciljnih tkiva, a poglavito
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u zivéanom tkivu. Cini se da bazalno stvaranje NO ima vaznu biolosku ulogu u organizmu,
dok povecano stvaranje NO moze, uz neke druge medijatore, pridonositi ekscitotoksi¢nosti.
U posljednjih je 20-ak godina znatno porastao interes za istrazivanja uloge i1 djelovanja NO u
razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Histoloska ispitivanja potvrdila su prisutnost NOS u srediSnjem
zivéanom sustavu svih istrazivanih kraljeznjaka, od paklare do sisavaca, no uloga i funkci-
ja NO pokazala se razli¢itom u razli¢itih Zivotinjskih vrsta (165). U sisavaca hiperkapnija
uzrokuje cerebralnu vazodilataciju i povecanje protoka krvi putem mehanizama koji ukljucuju
porast stvaranja NO (148). Iznimka od toga pravila pojedine su ektotermne vrste kraljeznjaka
(149, 166, 167). Na temelju danas dostupnih istrazivanja moZze se re¢i da se uloga i funkcija
NO u cerebralnoj cirkulaciji razlikuju u pojedinih vrsta riba (165). U riba koje dobro podnose
hiperkapniju/anoksiju kao $to su zlatni karas (C. auratus) 1 Saran (C. carpio L.), drZi se da je
regulacija cerebralne cirkulacije ograni¢eno povezana s NO (150). Aktivnost NO sintaze pove-

zana je s pH te u uvjetima produljenog stanja anoksije prestaje biti aktivna (151).

Na temelju navedenoga moze se zakljuciti da je jos$ uvijek nedovoljno komparativno-fizi-
oloskih istrazivanja funkcije NO u mozgu nizih kraljeznjaka. Stoga je potrebno provoditi
istraZivanja na niZim kraljeZnjacima sve dok se precizno ne utvrde uloga NO u mozdanoj

cirkulaciji kao i njegova evolucijska uloga i vaznost.

Primarni cilj istraZivanja:

1. utvrditi djelovanje NO na propusnost krvno-mozdane barijere in vivo u Sarana (C.

carpio L.) uporabom gliceriltrinitrata kao donora NO.

Sekundarni ciljevi istrazivanja:

1. utvrditi dolazi li u Sarana do razvoja mozdanog edema nakon primjene gliceriltrini-

trata;

2. prikazati patohistoloSke promjene karakteristicne za mozdani edem i vazodilataciju

nakon primjene gliceriltrinitrata;

3. ustanoviti 1 vremenski odrediti reverzibilnost procesa povecane propusnosti krvno-

mozdane barijere;

4. utvrditi sli¢nosti mehanizma povecanja propusnosti krvno-mozdane barijere, u ko-

jem sudjeluje NO na nizim kraljeznjacima u odnosu na dosad istraZivane vrste;

5. utvrditi moguénost uporabe Sarana kao modela za istraZzivanje krvno-mozdane bari-

jere u riba.
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2.1. Ocekivana Kkorist od rezultata istraZivanja

IstraZivanja kojima je cilj pridonijeti utvrdivanju promjene propusnosti krvno-mozdane
barijere zbog prekomjerne koncentracije NO imaju mnoge prakti¢ne i potencijalno vazne
implikacije. Povecana propusnost krvno-mozdane barijere, povezana s NO, dokazana je u
mnogim patoloskim stanjima koja zahvacaju sredisSnji ziv€ani sustav, dok se regulacija pro-
pusnosti krvno-mozdane barijere danas intenzivno istraZzuje takoder i zbog moguénosti pri-

mjene dijagnostickih i terapijskih tvari u srediSnji ziv€ani sustav.

Molekularni mehanizam kojim NO posreduje u oStecenju tkiva i u poveéanju propusnosti

krvno-mozdane barijere kompleksan je 1 dosad nije u potpunosti razjasnjen.

Istrazivanja ove vrste pridonose preciznom utvrdivanju uloge NO u regulaciji propusnosti

krvno-mozdane barijere.

U svih je kraljeznjaka opisana krvno-mozdana barijera koja je najbolje istraZena u sisavaca,
a slabo je karakterizirana u nizih kraljeznjaka. Ovim bismo istrazivanjem mogli procijeni-
ti mogucnost uporabe modela Sarana za istraZivanje krvno-mozdane barijere te pridonijeti
sadasnjim spoznajama o ulozi NO u cerebralnoj cirkulaciji ribljih vrsta koje su otporne na
oksidacijski stres. Nadalje, poznato je da u sisavaca krvno-mozdana barijera postaje relativ-
no nepropusna tijekom razvoja, u postnatalnom razdoblju. Jedna od najvaznijih prednosti
uporabe Sarana kao modela jest moguénost pruzanja modela istraZivanja prolaza tvari na
relativno propusnoj krvno-mozdanoj barijeri u usporedbi sa sisavcima. U svjetlu aktualnih
spoznaja o odredenim razlikama anatomskog ustroja krvno-mozdane barijere u pojedinih
vrsta kraljeznjaka, ¢ini se vaznim utvrdivanje filogenetske konzerviranosti sudjelovanja NO

u regulaciji njezine propusnosti.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Pokusne Zivotinje

U pokusu se koristila dvogodisnja Saranska mlad (C. carpio L.) podrijetlom s ribniCarstva
Topli¢ica. Neposredno po izlovu iz ribnjaka obavljen je zdravstveni pregled mlada, a potom je
prenesen do laboratorija u plasticnim vre¢ama. U plasti¢nu vreéu volumena 50 | stavljeno je
15 1 vode s ribom. Prostor iznad vode do 50 1 ispunjen je s Cistim kisikom pomocu posebnog
uredaja, tako da je pritisak u vre¢i bio 1 bar. Pokus na Saranskom mladu provoden je u mokrom
laboratoriju Zavoda za biologiju i patologiju riba i pcela Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, a mikroskopske pretrage i odredivanje koncentracije nitrita 1 nitrata u drugim labo-
ratorijima, navedenima u odgovaraju¢im poglavljima. Po dopremi u laboratorij ribe su prije
izvodenja pokusa bile podvrgnute 4-tjednom privikavanju u bazenima s proto¢nom deklori-
ranom vodom. Za to vrijeme hranile su se uravnoteZzenom krmnom smjesom za riblju mlad.

Pokusi su provedeni na 148 komada Saranske mladi, tjelesne mase od 500 do 1000 g.

3.2. Odredivanje koncentracije serumskih nitrita, nitrata i ukupnih
nitrita i nitrata

Saranima (ukupno 120 komada) intraperitonealno je apliciran gliceriltrinitrat u dozi od 1
mg/kg tjelesne mase (Trinitrosan amp., Merck Pharma, Njemacka). Po primjeni preparata

tretiranoj skupini Sarana je po primjeni preparata u odredenim vremenskim razmacima (15
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minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati 1 24 sata) vadena krv iz kaudalne vene. Paralelno
je vadena krv i kontrolnoj skupini $arana. Uzorci krvi centrifugirani su 15 minuta na 2500
okretaja u minuti na temperaturi od 4 °C, serum profiltriran kroz 10 kDa filtar (Millipore

Company, SAD). Uzorci su do izvodenja analize bili pohranjeni u zamrzivacu na -20 °C.

Za odredivanje koncentracija nitrita, nitrata te ukupnih nitrita i nitrata koriSten je komer-
cijalni test paket (Cayman Chemical Company, SAD). Svako je mjerenje bilo izvedeno u

triplikatu.

Navedeno istrazivanje provedeno je u Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju Far-

maceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.3. Utvrdivanje propusnosti krvno-moZdane barijere na temelju
istjecanja Evan plavila

Ovaj pokus provodio se na 32 komada $aranskog mlada. Sarani su biti podijeljeni na Getiri
skupine po 8 komada. U tri skupine Saranima je intraperitonealno apliciran 1 mg glice-
riltrinitrata/kg tjelesne mase. Saranima kontrolne skupine intraperitonealno je primijenjena
fizioloska otopina za ribe (0,63% otopina NaCl). Sest, dvanaest i dvadeset Getiri sata nakon
tretiranja Sarani su anestezirani. Anestezija Sarana obavljena je preparatom MS-222 (Sigma
Aldrich Chemie, Njemacka). Saranima je po anesteziranju intrakardijalno aplicirana 2% oto-
pina Evans plavila (Sigma Aldrich Chemie, Njemacka) u dozi od 2 mg/kg tjelesne mase.
Nakon nekoliko minuta cirkuliranja otopine, kirurski je otvorena perikardijalna Supljina 1
preko arterijske lukovice u krvotok aplicirana fizioloska otopina. Poslije primjene fizioloske
otopine u krvotok je apliciran 4% formaldehid. Potom su Sarani anestezirani, Zrtvovani, a

mozak im je izvaden i fiksiran u 4% formaldehidu.

3.3.1. Utvrdivanje propusnosti krvno-moZdane barijere na makroskopskom preparatu

mozga Sarana

Fiksirani uzorci mozga Sarana fotografirani su, a obojenje Evans plavilom pojedinih dije-
lova srediSnjega ziv€anog sustava Sarana [prednji mozak (telencephalon), medumozak (di-

encephalon), srednji mozak (mesencephalon), mali mozak (metencephalon), ledna mozdina
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(medulla spinalis)] stupnjevano je ljestvicom od 0 do 3. Stupanj »0« oznacava neobojenje,

»1« lagano obojenje, »2« jaCe obojenje, a »3« oznacava jako obojenje.

3.3.2. Utvrdivanje propusnosti krvno-moZdane barijere na mikroskopskom

preparatu mozga Sarana

Fiksirani uzorci mozga Sarana uklopljeni su u parafin te rezani mikrotomom na 5 pm debele
rezove. Od svakog uzorka mozga nasumce je odabrano 8 rezova koji su stavljeni na pred-
metno stakalce i analizirani pod fluorescentnim mikroskopom. Istjecanje Evans plavila kao
pokazatelja povecanja propusnosti krvno-mozdane barijere vidljivo je kao svijetle¢i prsten u

neposrednoj okolini kapilare, odnosno intenzivno crveno obojenje perikapilarnog prostora.

Ekscitacijsko podrucje fluorescencije Evans plavila je od 470 do 540 nm, a emisija na 680

nm (168).

Ovo istrazivanje izvedeno je u Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga Medicinskog fa-

kulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.4. Utvrdivanje mozdanog edema gravimetrijskom metodom

U pokusu smo analizirali 3 skupine riba. Svaka skupina sastojala se od 15 $arana. Sest i
dvadeset Cetiri sata po primjeni gliceriltrinitrata Sarani iz tretiranih skupina te iz kontrolne
skupine kojoj je intraperitonealno aplicirana fizioloska otopina za ribe (0,63% otopina NaCl)
uspavani su povec¢anom dozom anestetika. Potom je iz Sarana izdvojen mozak, odlozen od-
vojeno na prethodno izvagane Petrijeve zdjelice i zajedno sa zdjelicom izvagan da se utvrdi
teZina mokre tvari. Potom su uzorci isuSeni u suhom sterilizatoru 24 sata na 105 °C te izva-
gani na Petrijevoj zdjelici da se utvrdi teZina suhe tvari. Udjel vode u mozgu izrazili smo na

sljedeci nacin:

udjel vode u mozgu (%) = [mokra tvar — suha tvar/mokra tvar] x 100 (169).

29



3.5. Utvrdivanje moZdanog edema i vazodilatacije na hemalaun-eozin
obojenim preparatima mozga pod svjetlosnim mikroskopom

U ovom su pokusu koriStena 23 komada Sarana podijeljena na 3 skupine. Kontrolna skupina
sadrzavala je 13 komada. Svaka skupina (2 ukupno) tretirana s 1 mg GTN/kg tjelesne mase
sadrzavala je po 10 komada. Ribe su zrtvovane 6 sati i 24 sata nakon primjene donora NO.
Mozgovi Sarana tretiranih gliceriltrinitratom i mozgovi kontrolne skupine fiksirani su nakon
zrtvovanja u 4% puferiranom formalinu. Fiksirani materijal je uklopljen u parafin, izrezan mi-
krotomom na 5 um debele rezove i obojen standardnim hemalaun-eozin bojenjem (HE). Pod

svjetlosnim mikroskopom analizirane su promjene karakteristicne za vazodilataciju 1 edem.

Ovo je istrazivanje provedeno u Zavodu za patologiju Opcée bolnice Zabok.

3.6. Obrada podataka

Dobiveni podatci statisticki su obradeni s pomocu standardnoga statistickog racunalnog pro-

grama (SPSS for MS Windows, ver. 11.5) (170).

Rezultati podataka koji su slijedili normalnu distribuciju prikazani su u obliku srednje vri-
jednosti (x) i1 standardne pogreske artimeticke sredine (engl. standard error of the mean,
SEM), a rezultati podataka koji nisu slijedili normalnu razdiobu prikazani su u obliku medi-

jana (M) i interkvartilnog raspona (engl. interquartile range, IQR).

Koncentracija nitrita, nitrata i ukupnih nitrita i nitrata statisticki je obradena s pomocu para-
metrijskih testova. Podatci su prezentirani kao x £ SEM. Za ispitivanje normalnosti distribu-
cije podataka primijenjen je Kolmogorov Smirnovljev »Goodness of fit« test. Za ispitivanje
statistiCke znacajnosti razlika izmedu promatranih skupina primijenjeni su ANOVA i1 »Tu-

key post« test multiple komparacije na razini znacajnosti p < 0,05.

Stupanj obojenja mozga Evans plavilom na pojedinim dijelovima makroskopskog uzorka
mozga statisticki je evaluirans pomo¢u Mann-Whitneyevog testa. Razina p < 0,05 drzi se

statisticki znacajnom.

Podatci o udjelu vode u mozgu Sarana u kontrolnoj 1 tretiranoj skupini prikazani su kao M

sa zadanim kvartilama (engl. quartiles, Q) od 25% do 75%. Za ispitivanje normalnosti dis-
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tribucije podataka primijenjeni su Kolmogorov Smirnovljev »Goodness of fit« test i Shapiro
Wilks test. Za ispitivanje statistiCke znacajnosti razlika izmedu promatranih skupina primije-
njen je neparametrijski test, Kruskal Wallis neparametrijska ANOVA. Za ispitivanje razlika
izmedu parova primijenjen je Mann Whitney U neparametrijski test za nezavisne uzorke.

Razina p < 0,05 dr7i se statisti¢ki znacajnom.

Rezultati mikroskopske analize istjecanja Evans plavila (analiza pod fluorescentnim mikro-
skopom) 1 utvrdivanja mozdanog edema i vazodilatacije na HE preparatima (analiza pod

svjetlosnim mikroskopom) prikazani su opisno.

Za utvrdivanje znacajnosti medusobne povezanosti ispitivanih varijabli (ukupnih nitrata i
nitrita, nitrata 1 nitrita, stupnja obojenosti Evans plavilom, udjela mokre tvari u mozgu) ko-
riStena je Spearmanova korelacijska analiza za neparametrijske uzorke. Razine p < 0,01 1 p
< 0,05 drze se statisticki znacajnima. Spearmanov koeficijent korelacije (r): r = 0 do £ 0,25:
nema povezanosti, r =+ 0,26 do + 0,50: slaba povezanost, r =+ 0,51 do + 0,75: umjerena do

dobra povezanost, r ==+ 0,76 do £ 1: vrlo dobra do izvrsna povezanost.
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4. REZULTATI

Mortalitet $arana nije zabiljeZen ni u jednoj eksperimentalnoj skupini. Cetiri $arana (dva iz
kontrolne skupine, jedan iz skupine koja je analizirana 6 sati nakon primjene GTN, jedan iz
skupine koja je analizirana 12 sati nakon primjene GTN) iz pokusa utvrdivanja propusnosti
krvno-mozdane barijere na temelju istjecanja Evans plavila isklju¢ena su iz istrazivanja.
Kod tih zZivotinja nije bila vidljiva plava obojenost u Skrgama neposredno nakon injiciranja

boje punkcijom srca, te je stoga postupak provedbe tog pokusa smatran neuspjesSnim.

4.1. Rezultati odredivanja koncentracije serumskih nitrita, nitrata i

ukupnih nitrita i nitrata

4.1.1. Ukupna koncentracija serumskih nitrita i nitrata

Ukupna koncentracija nitrita i nitrata u kentrolnoj skupini je 109,0 = 2,67 umol/l (srednja
vrijednost + standardna pogreska aritmeticke sredine, standard error of the mean; x £ SEM)
(n = 13). Skupine analizirane 15 minuta (188,1 + 10,65 pmol/l, n = 15), 1 sat (173,7 + 7,27
umol/l, n=16), 6 sati (236,4 = 28,92 umol/l, n = 18), 8 sati (255,2 £ 11,54 umol/l, n = 15),
12 sati (178,2 £ 7,45 umol/l, n = 12) 1 24 sata (148,6 £ 3,41 umol/l, n = 17) nakon primjene
GTN statisticki su znacajno vec¢ih koncentracija nitrita i nitrata u odnosu na kontrolnu sku-
pinu. Skupina kojoj je koncentracija odredena 3 sata (127,5 + 8,43 umol/l, n = 15) nakon

primjene aktivne tvari nije statisticki znacajno razlicita u odnosu na kontrolnu skupinu.

Ubrzo nakon primjene GTN (15 minuta) koncentracija nitrita i nitrata statisticki je zna¢ajno

vi$a nego u skupini analiziranoj nakon 3 sata te znacajno niza nego u skupini analiziranoj
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nakon 8 sati. Nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupine analizirane nakon 15 minuta
1 skupine analizirane 1 sat, 6 sati, 12 sati 1 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kon-

trolnoj skupini analiziran je ranije.

U skupini koja je analizirana I sat nakon primjene aktivne tvari koncentracija nitrita i ni-
trata znacajno je viSa nego u skupini analiziranoj nakon 3 sata, a znacajno je niza nego u
skupinama analiziranima nakon 6 1 8 sati. Nema statisticki znacajne razlike izmedu skupine
analizirane nakon 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kontrolnoj skupini 1

skupini koja je analizirana nakon 15 minuta analiziran je ranije.

Skupina koja je analizirana 3 sata nakon primjene GTN pokazala je najnizu koncentraciju
nitrita i nitrata, statistiCki neznacajnu u odnosu na skupinu analiziranu nakon 24 sata te
znacajno nizu u odnosu na skupine analizirane nakon 6 sati, 8 sati 1 12 sati. Odnos prema

kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta i 1 sat analiziran je ranije.

U skupini analiziranoj 6 sati nakon primjene GTN nalazimo statisticki znac¢ajno visu kon-
centraciju nitrita i nitrata u odnosu na 12 sati i 24 sata. Nema statisticki znacajne razlike
izmedu te skupine i skupine koja je analizirana 8 sati nakon primjene aktivne tvari. Odnos
prema kontrolnoj skupini 1 skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat i 3 sata anali-

ziran je ranije.

Skupina analizirana & sati nakon primjene GTN pokazuje statisticki znacajno vise koncen-
tracije nitrita i nitrata u odnosu na skupine analizirane nakon 12 sati i 24 sata. Odnos prema
kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati anali-

ziran je ranije.

Skupina koja je analizirana 12 sati nakon primjene GTN ne pokazuje statisti¢ki znacajnu ra-
zliku koncentracija u odnosu na skupinu analiziranu nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj
skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati i 8 sati analiziran

je ranije.

Odnos skupine koja je analizirana 24 sata nakon primjene aktivne tvari prema ostalim sku-

pinama analiziran je ranije (slika 3).
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Slika 3. Koncentracija (umol/l) ukupnih nitrata i nitrita u serumu Sarana u kontrolnoj skupini
i nakon intraperitonealne primjene 1 mg/kg gliceriltrinitrata (15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati,
12 sati i 24 sata).

Okomite linije predstavljaju standardnu pogresku aritmeticke sredine.

(*) u odnosu na kontrolu (K) (p < 0,05); (a) u odnosu na 0,25 h (p < 0,05); (b) u odnosu na 1 h (p < 0,05); (¢) u
odnosu na 3 h (p < 0,05); (d) uodnosu na 6 h (p < 0,05); (e) uodnosu na 8 h (p < 0,05);
(f) uodnosu na 12 h (p < 0,05); (g) uodnosu na 24 h (p < 0,05).

Petnaest minuta nakon primjene GTN dolazi do blagog povisenja koncentracije nitrita i ni-
trata koje nastaje zbog metabolicke razgradnje donora NO. Skupine analizirane nakon 1
sat, 3 sata, 12 sati i 24 sata pokazuju tendenciju povratka na bazalne vrijednosti. PoviSenje
koncentracije nitrita i nitrata zamije¢eno u skupinama analiziranima nakon 6 i 8 sati upucuje

na moguénost endogene sinteze NO, inducirane primjenom donora NO.

4.1.2. Koncentracija serumskih nitrata

Dinamika koncentracije serumskih nitrata odgovara onoj ukupnih nitrita i nitrata.

Koncentracija nitrata u kontrolnoj skupini iznosi 99,2 + 3,02 pmol/l. Skupine analizirane
15 minuta (180,2 + 11,52 umol/l), 1 sat (168,2 + 7,34 pmol/l), 6 sati (232,4 + 28,55 umol/l),
8 sati (236,9 £+ 39,86 umol/l), 12 sati (166,8 + 6,71 pmol/l) 1 24 sata (139,7 + 4,87 pmol/l)

nakon primjene GTN statisticki su znacajno vec¢ih koncentracija nitrata u odnosu na kon-
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trolnu skupinu. Skupina kojoj je koncentracija odredena 3 sata (113,2 + 7,41, n = 15) nakon

primjene aktivne tvari nije statisticki znacajno razli¢ita u odnosu na kontrolnu skupinu.

Petnaest minuta nakon primjene GTN koncentracija nitrata statisticki je znac¢ajno viSa nego
u skupini koja je analizirana 3 sata nakon primjene aktivne tvari, a niza od skupine analizi-
rane nakon 8 sati. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ove skupine 1 skupine ana-
lizirane 1 sat, 6 sati, 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kontrolnoj skupini

analiziran je ranije.

Koncentracija nitrata u skupini I sat nakon primjene GTN je znacajno visa nego u skupini
analiziranoj 3 sata nakon primjene aktivne tvari, a znacajno je niza nego u skupinama anali-
ziranima nakon 6 1 8 sati. Ne postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu te skupine i skupine
analizirane nakon 12 sati i 24 sata. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizi-

rana nakon 15 minuta analiziran je ranije.

Skupina kojoj je serum analiziran 3 sata nakon primjene GTN pokazala je koncentraciju ni-
trata koja je statisticki znacajno niza od skupine analizirane nakon 6 sati, 8 sati i 12 sati. Nije
statistiCki znacajno razli¢ita od skupine analizirane nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj

skupini 1 skupini koja je analizirana nakon 15 minuta i 1 sat analiziran je ranije.

U skupini analiziranoj 6 sati nakon primjene GTN nalazimo statisti¢ki znacajno viSu kon-
centraciju nitrita i nitrata u odnosu na skupine koje su analizirane 12 sati i 24 sata dok je
statisti¢ki neznac¢ajna u odnosu na skupinu analiziranu nakon 8 sati. Odnos prema kontrolnoj

skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat i 3 sata analiziran je ranije.

Skupina analizirana 8 sati nakon primjene GTN pokazuje statisti¢ki znac¢ajno vise koncen-
tracije nitrita i nitrata u odnosu na skupine analizirane nakon 12 sati i 24 sata. Odnos prema
kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati anali-

ziran je ranije.

Skupina koja je analizirana 12 sati nakon primjene GTN statisticki nije znacajno razlicita od
skupine analizirane nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizi-

rana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati 1 8 sati analiziran je ranije.

Odnos skupine koja je analizirana 24 sata nakon primjene aktivne tvari prema ostalim skupi-

nama analiziran je ranije (slika 4).
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Slika 4. Koncentracija (umol/l) nitrata u serumu $arana u kontrolnoj skupini i nakon intraperitonealne
primjene 1 mg/kg gliceriltrinitrata (15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata).

Okomite linije predstavljaju standardnu pogresku aritmeticke sredine.
(*) u odnosu na kontrolu (K) (p < 0,05); (@) u odnosu na 0,25 h (p < 0,05); (b) u odnosu na 1 h (p < 0,05);
(©)uodnosuna3h (p<0,05);(d) uodnosunabh (p<0,05); () uodnosuna8h (p<0,05);
(f) uodnosu na 12 h (p < 0,05); (g) u odnosu na 24 h (p < 0,05).

4.1.3. Koncentracija serumskih nitrita

Koncentracija nitrita znacajno je niza u odnosu na koncentraciju nitrata, a dinamika promje-
ne koncentracije tijekom vremena donekle je razli¢ita od one za ukupne nitrite i nitrate te

same nitrate.

Kontrolna skupina (9,82 + 3,02 umol/l) nije statisti¢ki znacajno razli¢ita u odnosu na ispiti-
vane skupine: skupinu analiziranu 15 minuta (7,95 £ 2,92 pmol/l), 1sat (5,52 £ 0,78 pmol/1),
3sata (14,28 + 2,49 ummol/l), 6 sati (4,01 = 1,01 pmol/l), 8 sati (16,17 = 2,97 ummol/1), 12
sati (3,61 = 0,77 umol/l) 1 24 sata (5,55 + 0,85 umol/l) nakon primjene GTN.

Ubrzo nakon primjene GTN (15 minuta) koncentracija nitrita takoder nije znacajno razlicita
od skupina analiziranih 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati 1 24 sata nakon primjene te tvari.

Odnos prema kontrolnoj skupini analiziran je ranije.
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Skupina kojoj je koncentracija nitrita odredena I sat nakon primjene GTN statisticki je zna-
¢ajno niza od skupina koje su analizirane nakon 3 sata i 8 sati. Prema skupinama analiziranim
nakon 6 sati, 8 sati 12 sati i 24 sata ova skupina ne pokazuje statisticku znacajnost. Odnos

prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta analiziran je ranije.

Skupina koja je analizirana 3 sata nakon primjene GTN pokazala je statisticki znacajno vecu
koncentraciju nitrita u odnosu na skupine koje su analizirane nakon 6 sati, 12 sati i 24 sata.
Ista skupina nije pokazala znacajno razlicite koncentracije nitrita od tretirane skupine koja je
analizirana nakon nakon 8 sati. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana

nakon 15 minuta i 1 sat analiziran je ranije.

Skupina koja je odredena 6 sati nakon primjene GTN statisticki je zna¢ajno nize koncentra-
cije nitrita u odnosu na skupinu koja je analizirana nakon 8 sati. Prema tretiranim skupinama
koje su analizirane nakon 12 sati i 24 sata, ova skupina nije pokazala statisticki znacajnu
razliku. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat

1 3 sata analiziran je ranije.

Maksimalne vrijednosti koncentracije nitrita zamijetili smo u skupini koja je analizirana 8
sati nakon tretiranja, a vrijednosti su statisticki znacajno ve¢e u odnosu na skupine koje su
analizirane 12 sati 1 24 sata nakon primjene GTN. Odnos prema kontrolnoj skupini 1 skupini

koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata i 6 sati analiziran je ranije.

Skupina analizirana 12 sati nakon primjene GTN statisticki je neznacajna u odnosu na tre-
tiranu skupinu koja je analizirana nakon 24 sata. Odnos prema kontrolnoj skupini i skupini

koja je analizirana nakon 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati i 8 sati analiziran je ranije.

Odnos skupine koja je analizirana 24 sata nakon primjene aktivne tvari prema ostalim sku-

pinama analiziran je ranije (slika 5).
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Slika 5. Koncentracija (umol/l) nitrita u serumu Sarana u kontrolnoj skupini i nakon intraperitonealne
primjene 1 mg/kg gliceriltrinitrata (15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata).

Okomite linije predstavljaju standardnu pogresku aritmeticke sredine.
(@) uodnosu na 0,25 h (p < 0,05); (b) u odnosu na 1 h (p < 0,05); (c) uodnosu na 3 h (p < 0,05); (d) u odnosu na
6 h (p <0,05); (e) uodnosu na 8 h (p < 0,05); (f) uodnosu na 12 h (p < 0,05); (g) u odnosu na 24 h (p < 0,05).

4.1.4. Udjel nitrata i nitrita u ukupnim nitratima i nitritima

Udjel nitrata u ukupnoj koncentraciji nitrita i nitrata u kontroli 1 svim ispitivanim vremenima
nakon primjene GTN mnogo je ve¢i od udjela nitrita 1 iznosi od 89,1% 3 sata nakon primjene
GTN do 96,8% u skupini koja je analizirana 1 sat nakon primjene aktivne tvari. Udjel nitrita
1znosi 6,0% u skupini koja je analizirana 24 sata nakon primjene GTN do najvise 10,9% u

skupini analiziranoj 3 sata nakon primjene GTN (tablica 1, slika 6).

Tablica 1. Udjel nitrata i nitrita u ukupnoj koncentraciji nitrata i nitrita u kontrolnoj skupini i u
skupinama tretiranima s 1 mg/kg GTN. Navedena vremena u minutama i satima oznacavaju vrijeme
uzimanja uzorka seruma sarana nakon primjene aktivne tvari.

Skupine % nitrati % nitriti
Kontrola 91,0 9,0
15 minuta 95,8 4,2
1 sat 96,8 3,2
3 sata 89.1 10,9
6 sati 91,0 9,0
8 sati 92,8 7,2
12 sati 93,6 6,4
24 sata 94,0 6,0
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Kontrolna skupina 15 minuta nakon primjene GTN

1 sat nakon primjene GTN 3 sata nakon primjene GTN
6 sati nakon primjene GTN 8 sati nakon primjene GTN
[E Nitrati B Nitriti] [ Nitrati m Nitriti
12 sati nakon primjene GTN 24 sata nakon primjene GTN

Slika 6. Udjel nitrata (plavo) i nitrita (ljubi¢asto) u ukupnim nitratima i nitritima u kontrolnoj skupini i

u skupinama tretiranima nakon 15 min, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati i 24 sata.

39



4.2. Rezultati utvrdivanja propusnosti krvno-moZdane barijere na
temelju istjecanja Evans plavila

4.2.1. Rezultati utvrdivanja propusnosti krvno-moZdane barijere na makroskopskom

Ppreparatu mozga Sarana

U tablicama (2a-d) prikazan je stupanj intenziteta obojenja Evans plavilom po pojedinim
skupinama (kontrolna skupina i skupine 6 sati, 12 sati i 24 sata nakon djelovanja 1 mg/
kg GTN) i po pojedinim dijelovima mozga. Svi dijelovi mozga Sarana (telencephalon, di-
encephalon, mesencephalon, metencephalon i columna vertebralis) pokazali su statisticki
znacajan stupanj intenziteta obojenja (p < 0,05) skupine koja je analizirana 6 sati nakon pri-
mjene aktivne tvari (slika 7) u odnosu na kontrolnu skupinu te u odnosu na skupine koje su
analizirane 12 sati (slika 8a i1 b) 1 24 sata nakon primjene GTN. Navedeni rezultati upucuju
na to da je 6 sati nakon primjene GTN krvno-mozdana barijera propusna za Evans plavilo,
odnosno albumin, dok je 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN krvno-mozdana barijera
ponovno nepropusna. Blago statisticki neznacajno obojenje pojedinih dijelova mozga (te-
lencephalon, diencephalon, columna vertebralis) u skupinama zivotinja koje su pokazale
nepropusnu krvno-mozdanu barijeru (kontrolna skupina, tretirane skupine analizirane nakon
12 sati 1 24 sata) upucuje na istjecanje boje kroz podrucje cirkumventrikularnih organa, a to

su podruc¢ja mozga kojima nedostaje krvno-mozdana barijera.

Slika 7. Mozak $arana obojen in vivo Evansovim plavilom 6 sati nakon tretmana 1 mg

gliceriltrinitrata/kg tjelesne mase.

Svi dijelovi mozga Sarana pokazuju stupanj obojenja »3«.
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Slika 8. a. Mozak Sarana obojen in vivo Evansovim plavilom 12 sati nakon tretmana 1 mg
gliceriltrinitrata/kg tjelesne mase (dorzalno). Strelica lijevo oznacava lednu mozdinu koja je pokazala
stupanj obojenja »2«, strelica desno oznacava prednji mozak koji je pokazao stupanj obojenja »1«. Ostali

dijelovi mozga vidljivi na ovoj slici pokazali su stupanj obojenja »0«. b. Isti uzorak mozga postavljen

ventralno.

Tablice 2a, b, ¢, d. Stupanj intenziteta obojenja od »0« (neobojenje) do »3« (maksimalno obojenje)
pojedinih dijelova mozga Sarana (telencephalon, diencephalon, mesencephalon, metencephalon i
columna vertebralis) u kontrolnoj skupini i u skupinama koje su primile GTN.

n = broj ispitanih Zivotinja u skupini.

Tablica 2a. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih

dijelova mozga u kontrolnoj skupini Zivotinja.
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Tablica 2b. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih

dijelova mozga u skupini Zivotinja Zrtvovanoj 6 sati nakon

tretmana s 1 mg GTN/kg tjelesne mase.

Tablica 2c. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih dijelova
mozga u skupini Zivotinja Zrtvovanoj 12 sati nakon tretmana
s 1 mg GTN/kg tjelesne mase.

Tablica 2d. Intenzitet obojenja Evansovim plavilom pojedinih dijelova

mozga u skupini Zivotinja zrtvovanoj 24 sata nakon tretmana
s 1 mg GTN/kg tjelesne mase.
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4.2.2. Rezultati utvrdivanja propusnosti krvno-moZdane barijere na mikroskopskom

preparatu mozga Sarana

U svim preparatima mozga Sarana (7 Zivotinja, po 3 preparata od svakog uzorka mozga) koji
su obojeni Evans plavilom in vivo 6 sati nakon primjene GTN u dozi od 1 mg/kg tjelesne
tezine doslo je do znakova istjecanja boje u perikapilarni prostor, §to upucuje na povecano
propusnu krvno-mozdanu barijeru (slika 9a, 10a i 10b). U preparatima ostale 3 skupine
zivotinja (zZivotinje kojima je in vivo aplicirano Evans plavilo 12 i1 24 sata nakon primjene
GTN — po 8 zivotinja i kontrolna skupina — 6 Zivotinja) nije doslo do znacajnog istjecanja

boje vidljive pod fluorescentnim mikroskopom kao crveno obojenje (slika 9b).

b

Slika 9. Utvrdivanje propusnosti krvno-mozdane barijere na temelju istjecanja Evans plavila na
mikroskopskom preparatu mozga gledanom pod fluorescentnim mikroskopom. a. Preparat malog
mozga obojen Evansovim plavilom 6 sati nakon primjene 1 mg/kg tjelesne tezine GTN. Crveno
obojenje upucuje na istjecanje albumina/Evansovog plavila iz kapilara, odnosno povecanje propusnosti krvno-
mozdane barijere. Povecanje 100 x. b. Preparat olfaktornog bulbusa obojen Evansovim plavilom 12 sati
nakon primjene 1 mg/kg tjelesne tezine GTN. Vidi se obojenje kapilara bez znacajnog istjecanja boje u

perikapilarni prostor. Povecanje 400 x.
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b

Slika 10. a. Kapilara propusna za Evans plavilo. Oko kapilare vidljivo je svijetlo crveno obojenje koje
upucuje na to da je doslo do istjecanja boje u perikapilarni prostor. Povecanje 800 x. b. Eritrociti u

kapilarama. U kapilarama se vide eritrociti jarko crvenog obojenja. Povecanje 800 x.

4.3. Rezultati utvrdivanja mozdanog edema gravimetrijskom
metodom

U kontrolnoj skupini Sarana udjel mokre tvari mozga iznosi M = 74.2% (IQR = 72.2% —
76.1%). U skupini tretiranoj s 1 mg GTN/kg tjelesne mase Sarana koja je Zrtvovana nakon
6 sati, udjel mokre tvari mozga iznosi 78.1% (77.0% — 80.2%). U skupini tretiranoj s 1 mg
GTN/kg tjelesne mase Sarana, koja je Zrtvovana nakon 24 sata, udjel mokre tvari mozga
iznosi 78.5% (77.5% — 80.4%) (slika 11). Izmedu kontrolne skupine i skupine analizirane 6
sati nakon primjene GTN postoji statisticki znacajna razlika, kao 1 izmedu kontrolne skupine
1 skupine analizirane 24 sata nakon primjene GTN (p < 0,05), dok nema znacajne razlike iz-
medu dvije skupine tretirane s GTN. Rezultati potvrduju postojanje mozdanog edema nakon

6 sati 1 nakon 24 sata od primjene GTN.

44



0850+
*
* |
0,800 T
1
[
=
3
o 0,750
o
-
0,700
0650
I I 1
Kaontrola 6 sati nakon tretmana GTH 24 sata nakon tretmana GTR
Skupina

Slika 11. Utvrdivanje moZzdanog edema gravimetrijskom metodom.
Slika pokazuje statisticki znacajno povecanje udjela vode u mozgovima $arana 6 sati i 24 sata nakon primjene
1 mg GTN/kg tjelesne mase (n = 15 u svim skupinama). Vrijednosti su izrazene kao median i interkvartilni

raspo. p < 0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu.

4.4. Rezultati utvrdivanja moZdanog edema i vazodilatacije na
hemalaun-eozin obojenim preparatima mozga pod svjetlosnim

mikroskopom

Nalazi histoloSkog pregleda preparata mozga Sarana 6 sati 1 24 sata poslije tretmana s 1 mg/
kg GTN, nakon bojenja prema standardnom HE protokolu, u svih Zivotinja pokazuju znako-
ve vazodilatacije 1 edema. U svih tretiranih Zivotinja u oba vremena nakon tretmana ovom
tvari vidi se vakuolizacija ili »promjene poput spuzve«, perivaskularna 1 pericelularna va-
kuolizacija kao 1 svijetli izgled tkiva (slika 12). Takoder su difuzno vidljivi znaci kongestije 1
dilatacije krvnih zila (slika 13), kao i razasuti diskretni areali perivaskularne mononuklearne

infiltracije (slika 14). Patohistoloski nalaz kontrolne skupine Zivotinja je uredan.
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Slika 12. Vazogeni mozdani edem u mozgu Sarana 6 sati nakon primjene GTN.

U pericelularnom i perivaskularnom tkivu vide se prazni prostori, »izgled poput spuzve«. Povecanje 400 x.

{1010} (UTin

Slika 13. Vazodilatacija i edem u mozgu Zivotinja 6 sati nakon primjene GTN.
Detalj krvnih Zila mozga na ve¢em povecanju. Vide se dilatirane krvne Zile koje su pune krvi sa stanjenim,
elongiranim, ali regularnim endotelnim stanicama. U perivaskularnom tkivu vide se znaci edema, pericelularni i

perivaskularni prazni prostori. Povecanje 800 x.
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Slika 14. Infiltracija mononuklearnim stanicama u mozgu $arana 24 sata nakon primjene GTN.

Neposredno uz mozdane kapilare vidljiva je infiltracija mononuklearnim stanicama. Povecanje 1000 x.

4.5. Utvrdivanje povezanosti ispitivanih varijabli

4.5.1. Povezanost koncentracije nitrata i nitrita sa stupnjem obojenosti Evansovim

plavilom

Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita u pozitivnoj je statisti¢koj korelaciji s najintenzivni-

jim stupnjem obojenja Evansovim plavilom, r = 0,629 (dobra povezanost), p < 0,01.

Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita u negativnoj je statistickoj korelaciji s najmanjim

stupnjem obojenja Evansovim plavilom, r = -0,540 (dobra povezanost), p < 0,01.

Koncentracija nitrata u pozitivnoj je statistickoj korelaciji s najintenzivnijim stupnjem obo-

jenja Evansovim plavilom, r = 0,629 (dobra povezanost), p < 0,01.

Koncentracija nitrata u negativnoj je statistickoj korelaciji s najmanjim stupnjem obojenja

Evansovim plavilom, r =-0,501 (dobra povezanost), p < 0,01.
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Koncentracija nitrita nije u statisticki znacajnoj korelaciji sa stupnjem obojenja Evansovim

plavilom (tablica 3).

Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita 1 samih nitrata pokazuje dobru korelaciju s najve¢im
(pozitivnu) 1 najmanjim (negativnu) stupnjem obojenja Evansovim plavilom, §to znaci da
je koncentracija metabolita NO znacajno povezana s propusnos¢u krvno-mozdane barijere.

Povecanjem koncentracije nitrita i nitrata povecava se otvorenost krvno-mozdane barijere.

4.5.2. Povezanost koncentracije nitrata i nitrita s udjelom mokre tvari u mozgu

Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita u pozitivnoj je statistickoj korelaciji s udjelom mokre

tvari u mozgu, r = 0,497 (slaba povezanost), p < 0,01.

Koncentracija nitrata u pozitivnoj je statistickoj korelaciji s udjelom mokre tvari u mozgu, r

= 0,493 (slaba povezanost), p < 0,01.

Koncentracija nitrita u statisti¢koj je negativnoj korelaciji s udjelom mokre tvari u mozgu, r

= - 0,392 (slaba povezanost), p < 0,05 (tablica 3).

Koncentracija ukupnih nitrata i nitrita i koncentracija nitrata pokazuje statisticki znacajnu,
ali slabu korelaciju s udjelom mokre tvari, tj. s postojanjem mozdanog edema. Statisticki
znacajna, no slaba povezanost tih varijabli u usporedbi s takoder statisticki znacajnom, no
dobrom povezanosti koncentracije nitrita i nitrata i stupnjem obojenja Evansovim plavilom
mozZe se objasniti razlikama u obrascu ponaSanja ispitivanih varijabli 24 sata nakon primjene
GTN. Naime, u kontrolnoj skupini najmanja je koncentracija nitrita i nitrata i najmanji je
udjel mokre tvari, u 6. satu nakon tretmana GTN povecava se koncentracija nitrita i nitrata
1 udjel mokre tvari, u 24. satu smanjuje se koncentracija nitrita i nitrata, a udjel mokre tvari

ostaje povecan.

Koncentracija nitrita znac¢ajno je niza od koncentracije ukupnih nitrata i nitrita te koncentra-

cije nitrata, i ne slijedi iste pravilnosti.

4.5.3. Povezanost stupnja obojenosti Evansovim plavilom s udjelom mokre tvari

Stupanj obojenja Evansovim plavilom nije u statisti¢ki znac¢ajnoj korelaciji s udjelom mokre

tvari (tablica 3).
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Statisticki neznacajna povezanost ovih varijabli u usporedbi sa statisti¢ki znacajnom pove-

zanosti koncentracije nitrita 1 nitrata i stupnja obojenja Evansovim plavilom se moZze obja-

sniti slabijom povezanos¢u stupnja obojenosti Evans plavilom s udjelom mokre tvari u 24.

satu nakon tretmana GTN. Naime, u kontrolnoj skupini najmanji je intenzitet obojenosti

Evans plavilom 1 najmanji udio mokre tvari, u 6. satu nakon tretmana GTN povecava se in-

tenzitet obojenosti Evansovim plavilom i udio mokre tvari, u 24. Satu smanjuje se intenzitet

obojenja Evansovim plavilom, dok udio mokre tvari ostaje povecéan.

Tablica 3. Povezanost koncentracije ukupnih nitrata i nitrita, nitrata i nitrita, stupnja obojenosti

Evansovim plavilom i udjela mokre tvari u mozgu. U tablici je naveden Spearmanov koeficijent korelacije r.

Koncentracija ukupnih
nitrata i nitrita

Koncentracija nitrata

Koncentracija nitrita

»0«
»1«
Stupanj obojenosti

»2K

»3«

** razina znacajnosti p < 0,01

* razina znacajnosti p < 0,05

Stupanj obojenosti

»0« »l« »2« »3«

-0,540**  -0,032 0,248  0,629**

-0,501**  -0,073 0,241 0,629**

-0,066 0,000 0,038 0,069

Udio mokre
tvari

0,497**

0,493**

-0,392*

0,262

0,072

0,205

0,156
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5. RASPRAVA

U ovom smo istrazivanju ispitivali utjecaj gliceriltrinitrata na promjenu propusnosti krvno-
mozdane barijere u Sarana. U svih ispitivanih vrsta sisavaca donori dusikovog (II) oksida
izazvali su povecanje propusnosti krvno-moZzdane barijere (107, 171, 172). Histoloska ispi-
tivanja uputila su na prisutnost NOS u srediSnjem ziv€anom sustavu svih kraljeznjaka, no
uloga i1 funkcija NO nije precizno utvrdena, poglavito u ektodermnih vrsta (164). Ne zna se
kako NO djeluje na propusnost krvno-mozdane barijere u nizih kraljeznjaka. Budu¢i da je
zbog njegova vrlo kratkog poluZivota tesko izravno odrediti koncentraciju NO, uobicajeno
se mjere koncentracije njegovih stabilnih metabolita, nitrita i nitrata. NaSe istraZivanje, u
kojem smo odredivali koncentraciju ukupnih nitrata i nitrita te samih nitrata u serumu Sa-
rana, pokazalo je bifazi¢ni obrazac promjene sa statisticki znac¢ajnim povecanjem koncen-
tracija 15 minuta i 1 sat nakon primjene GTN, a zatim su se koncentracije snizile na razine
kao u kontrolnih zivotinja (slika 3 i 4). NajviSe koncentracije izmjerene su 6 i 8 sati nakon
primjene GTN, dok se nakon 12 sati i 24 sata koncentracije vracaju na bazalne vrijednosti.
Koncentracija nitrita u serumu Sarana znacajno je niza od koncentracije nitrata, a tretirane
skupine (1 mg GTN/kg tijekom 15 minuta, 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati 1 24 sata) ne
pokazuju statisti¢ki znacajno razli¢ite koncentracije u odnosu na kontrolnu skupinu (slika
5). lako bi koncentracije nitrita i nitrata trebale biti identi¢ne, s obzirom na to da se nitrati
pretvaraju u nitrite, dokazano je da je in vivo gotovo uvijek prisutna manja ili veca razlika u
koncentracijama zbog nepotpune redukcije u nitrite (173). Buduéi da je, prema nasim rezul-
tatima kao i prema do sada objavljenim drugim istrazivanjima, omjer nitrita naspram nitrata
varijabilan i nepredvidljiv u bioloskim tekuc¢inama, kao najbolji pokazatelj nastajanja NO
pokazala se ukupna koncentracija nitrata i nitrita (tablica 1, slika 6) (174). GTN je organski
nitrat s kratkim poluzivotom u plazmi (1 - 4 min), no prema nalazima analiziranih uzoraka

mozga Stakora u usporedbi s plazmom dokazano je da mu poluzivot moze doseci i do 2 sata
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(175, 176). Metabolizira se u NO unutar stanice pomocu glutation S-transferaze, citokroma
P-450 1 tiolne reakcije (137). Na temelju nalaza povecanja koncentracije ukupnih nitrata 1
nitrita nakon 6 sati i § sati od primjene donora NO, mislimo da je do$lo do endogene sinteze
NO koju potice GTN, a ona je potisnuta 12 sati i 24 sata nakon primjene GTN. Rezultati
nasih istrazivanja i istrazivanja provedenih do sada upucuju na to da primjena donora NO
moze dovesti do indukcije sinteze endogenog NO (177, 178). NO se endogeno sintetizira s
pomoc¢u NO sintaze koriste¢i L-arginin kao supstrat (179). OpaZeni bifazi¢ni obrazac pro-
mjene izmjerene koncentracije NO nakon primjene GTN u skladu je s ranije objavljenim
istrazivanjima (180, 181). Istrazivanje sli¢no nasem u kronoloskom smislu, no izvedeno na
visim kraljeZznjacima, pokazalo je povecanu ekspresiju iNOS mRNA 2 sata nakon infuzije

GTN, a koja je joS snaznija 4 sata, 6 sati i 10 sati nakon primjene GTN (140).

Rezultati naseg pokusa u skupini Zivotinja koje su Zrtvovane 6 sati nakon primjene GTN po-
kazali su istjecanje Evansovog plavila, §to upucuje na povecanu propusnost krvno-mozdane
barijere. S pomoc¢u Evans plavila, azo boje koja ima veliki afinitet za serumski albumin 1
uobicajeno se koristi za intravitalnu procjenu propusnosti krvno-mozdane barijere na ma-
kromolekule, pokazali smo na makroskopskim preparatima mozga intenzivnu plavu obo-
jenost (slika 7, 8a i b), odnosno crveno obojenje vidljivo fluorescentnim mikroskopom na
mikroskopskim preparatima (9a b, 10a 1 b), Sto je statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na
kontrolnu skupinu (tablica 2a, b, ¢ 1 d). S druge strane, statisticki nije bilo znacajne razlike
izmedu intenziteta obojenosti pojedinih dijelova mozga u ovoj skupini Zivotinja (tablica 2a,
b, c 1 d). U skupini Zivotinja koje su analizirane 12 sati i 24 sata nakon primjene Evansovog
plavila nije doslo do statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja, $to
upucuje na ponovno nepropusnu krvno-mozdanu barijeru, odnosno uspostavu njezine nor-
malne funkcije (8a 1 b). U nekih tretiranih Zivotinja, kao 1 u kontrolnoj netretiranoj skupini,
primijeé¢eno je blago obojenje pojedinih dijelova srediSnjeg zivénog sustava, $to upucuje
na to da je doslo do istjecanja albumina na podruc¢ju cirkumventrikularnih organa u kojima
nedostaje krvno-mozdana barijera (8a i b). U teleosta su poznati cirkumventrikularni organi
hipotalamsko-hipofizni sustav, paraventrikularni organ, posteriorni recesusni organ, posteri-
orna recesusna jezgra i succus vasculosus, a u nekih teleosta, primjerice Sarana, urofiza (182,

183, 184).

Rezultati istrazivanja koji se odnose na mozdani edem pokazuju znakove edema u obje
tretirane skupine, tj. 6 sati 1 24 sata nakon primjene GTN (slika 11, 12, 13 1 14). Usprokos
zatvaranju krvno-moZzdane barijere, $to je dokazano nepropusno$¢u za molekule albumina
koje su vezane na Evansovo plavilo, suvisni dio tekuéine ostaje zarobljen u intersticijskom

prostoru mozga i nakon 24 sata. Na sisavcima su provedena brojna istrazivanja koja svje-
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doce o povezanosti povecane propusnosti krvno-mozdane barijere 1 nastanka cerebralnog
edema s povecanom sintezom NO (185, 186, 187). U ovom smo radu pokazali da postoji
statisticki znacajna pozitivna povezanost izmedu koncentracije ukupnih nitrata i nitrita u se-
rumu Sarana i propusnosti krvno-mozdane barijere (stupanj obojenja Evansovim plavilom)
te izmedu koncentracije ukupnih nitrata i nitrita i postojanja mozdanog edema (udjel mokre
tvari u mozgu) (tablica 3). Ipak, postavke naseg istrazivanja ne daju preciznu informaciju o
tome je li uloga NO u nastanku moZdanog edema neizravna, u smislu da edem nastaje kao
posljedica otvaranja krvno-mozdane barijere pod utjecajem NO ili NO izravno sudjeluje
u nastanku mozdanog edema. Istrazivanja Louina i suradnika pokazuju da primjena iNOS
inhibitora smanjuje neuroloski deficit, ali ne i cerebralni edem koji je nastao kao posljedica
traumatskog oSte¢enja mozga (188, 189). Rezultati takvih istrazivanja ne podupiru izravnu
ulogu NO u nastanku mozdanog edema koja bi bila neovisna o njegovom utjecaju na otva-

ranje krvno-mozdane barijere.

Molekula NO, koju sintetizira endotelna NOS, korisna je u modelu traumatskog oStecenja
mozga i zariSne mozdane ishemije povecavajuci protok krvi u penumbri (190, 191). Na prvi
pogled kontradiktorna uloga NO u fiziologiji i patofiziologiji kraljeznjaka samo povrduje da
je NO posvuda prisutna molekula s brojim funkcijama u organizmu. Rezultati naseg istrazi-
vanja koje se odnosi na cerebralnu vazodilataciju nakon primjene donora NO, kao i mnogih
drugih istrazivanja, potvrduju poznatu ulogu NO u povecanju cerebralnog protoka u visih 1
nizih kraljeznjaka.

Evolucijski dokazi upuéuju na to da je potreba suptilne ionske homeostaze koja okruzuje
centralne sinapse glavni selektivni pritisak koji je doveo do usavrSavanja sustava barijere
srediSnjega ziv€anog sustava (192). Propusnost krvno-mozdane barijere moze se modulirati
brojnim signalnim procesima. Moduliraju¢i agensi mogu potjecati iz krvi ili iz stanica koje
su povezane s krvnim Zilama. NO je prisutan kao vaZzna molekula u fiziologiji moZzdane
cirkulacije, ali mu funkcija varira u ovisnosti o evolucijskom stupnju vrste. Rezultati ovog
istrazivanja upucuju na to da donor NO inducira povecanje propusnosti krvno-mozdane ba-
rijere u Sarana, vjerojatno tako da potice sintezu peroksinitrita. HistoloSkim ispitivanjima
utvrdena je prisutnost NO sintaze u srediSnjem Ziv€anom sustavu svih istrazivanih vrsta
kraljeznjaka, pa tako i Sarana (150). Jo§ nema dovoljno komparativnih fizioloskih istraziva-
nja koja se odnose na preciznu ulogu i funkciju NO u pojedinih nizih vrsta kraljeznjaka. U
svjetlu povezanosti NO i srediSnjega ziv€anog sustava ribe najvise je pozornosti posveceno
istrazivanjima regulacije cerebralnog protoka (148). U ovom je radu ispitivan utjecaj NO na
propusnost krvno-mozdane barijere u Sarana, Sto pridonosi novim spoznajama u istraziva-
njima na nizim kraljeznjacima.
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Nase istrazivanje takoder pokazuje da je povecana propusnost krvno-mozdane barijere iza-
zvana primjenom donora NO reverzibilna te je kao takva potencijalno primjenjiva u stanjima
kada je potrebna povremena primjena odredene terapijske tvari u sredi$nji ziv€ani sustav. U
pokusnih zivotinja dokazana je veca kemoterapijska ucinkovitost citostatika na tumore koji
zahvacaju SZS dodavanjem donora NO. U istrazivanju Konovalove i suradnika primjena
ove kombinirane terapije rezultirala je znacajnim povecanjem zivotnog vijeka miseva koji
su imali leukemiju. U tom je istraZzivanju zivotni vijek miSa tretiranog ciklofosfamidom 1
donorom NO trostruko povecan u usporedbi s miSevima koji su primali sam ciklofosfamid
(193). Nedavno su u preliminarnim klini¢kim pokusima predlozene neke terapijske stra-
tegije mozdanog glioma kojima se modificiraju onkogeni u tumorskim stanicama i protok
krvi u tumoru kao i bioraspolozivost antitumorskih lijekova u tumorsko tkivo, u ¢emu bi
vaznu ulogu imao NO (194). Kao vazna karakteristika u istrazivanjima takve vrste istie se
svojstvo NO da povecava propusnost krvno-mozdane barijere. Tvari i postupci koji su se do
sada istrazivali u svrhu poticanja povecanja propusnosti krvno-mozdane barijere jesu dimetil
sulfoksid, bradikinin ili njegov stabilni snazni analog RMP-7, antitumorski agens etoposid
te mehanicki stresori kao Sto su hipertenzija i hiperkapnija, ali nijedan se nije pokazao trajno
neskodljivim (195). Na temelju rezultata naseg pokusa povecanje propusnosti krvno-moz-
dane barijere pod utjecajem NO pokazalo se reverzibilnim i vremenski predvidljivim, me-
dutim, poznato je da u tim okolnostima neminovno dolazi do ekstravaskularnog istjecanja
proteina seruma, odnosno vazogenoga mozdanog edema (196, 197). Duljina vremenskog
intervala u kojem je otvorena krvno-mozdana barijera vazan je ¢imbenik koji utjee na op-
seznost mozdanog edema (198). U uvjetima otvorenosti krvno-mozdane barijere te izlaska
proteina plazme u intersticijski prostor dolazi do migracije leukocita u sredis$nji Ziv¢ani su-
stav 1 razvoja upalne reakcije (199). Nastajanje mozdanog edema prati povisenje tkivnog
tlaka, S§to dovodi do smanjenja cerebralnog protoka krvi 1 smanjenja energijske opskrbe te

do daljnjeg oStecenja tkiva.

Zbog potrebe komparativno-anatomskih istrazivanja i odredenih prednosti u manipulaciji
pojedinih zivotinjskih vrsta, u biomedicinskim znanstvenim istrazivanjima sve se vise ko-
riste tzv. alternativni modeli. Od tih zivotinjskih modela u evolucijskom smislu posebna se
pozornost posvecuje nizim kraljeznjacima. Ribe su najraznolikija, najbrojnija i geografski
najraSirenija skupina kraljeznjaka na Zemlji. Od 1990. godine ribe se sve vise koriste u
biomedicinskim istrazivanjima kao model za proucavanje evolucijskog razvoja, ali i obolje-
nja ljudi, posebice u toksikoloSkim testiranjima te u akvakulturnim istrazivanjima u svrhu
unapjredenja uzgoja ribe kao ljudskog hranjiva (200). Veéina riba koja se koristi u toksiko-

loskim istrazivanjima pripada superrazredu Grnathostoma, razredu Osteichthyes, podrazredu

53



Actinopterigii, infrarazredu Teleostei, vrsti Eutelaosti (kalifornijska pastrva, zebrasta riba,
japanska riba rize) (201). Zebrasta riba (Danio rerio) postala je ¢esto koriStena riblja vrsta u
brojnim istrazivanjima. Budu¢i da su njezini embriji prozirni, razvijaju se izvan majke i brzo
rastu, Cesto se koriste u istrazivanjima evolucije i fiziologije kraljeznjaka (202). Kalifornij-
ska pastrva nerijetko se koristi u istrazivanju kancerogenosti (201). Saran, kao predstavnik
vrste koja je izrazito otporna na anoksiju, dosta se koristio u istraZzivanjima mehanizama koji
su odgovorni za tu osobitost i selektivnu prednost (150, 151, 203). Od teleosta se u istrazi-
vanju krvno-mozdane barijere koristila zebrasta riba (204), dok se Saran nije Cesto koristio
kao model za takva istraZivanja te stoga rezultati ovog rada daju novi i originalni doprinos

proucavanjima ponasanja i regulacije krvno-mozdane barijere u nizih kraljeznjaka.
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6. ZAKLJUCCI

Ispitano je djelovanje gliceriltrinitrata (GTN), kao donora NO, na propusnost krvno-moz-
dane barijere in vivo u Sarana (C. carpio L.). Odredivanje koncentracije ukupnih nitrata i
nitrita u serumu pokazalo je bifazi¢ni obrazac ponaSanja sa statisti¢ki znacajnim povecanjem
koncentracije u odnosu na kontrolne Zivotinje 15 minuta i 1 sat nakon primjene GTN te
najveéim povecanjem koncentracije nakon 6 do 8 sati, $to upucuje na endogenu sintezu NO

potaknutu primjenom GTN.

Sest sati nakon primjene GTN doslo je do otvaranja krvno-mozdane barijere §to se vremen-
ski podudara sa znacajnim povecanjem koncentracije serumskih nitrita i nitrata te drzi da su
te dvije pojavnosti uzrocno povezane. Krvno-mozdana barijera zatvara se nakon 12 sati od
primjene GTN, §to upucuje na reverzibilnost promjene. Propusnost krvno-mozdane barijere
dokazali smo na temelju istjecanja Evansovog plavila koje veze albumin, a za koji je krv-
no-moZzdana barijera u normalnim uvjetima nepropusna. Otvaranje krvno-mozdane barijere
vremenski prati nastanak mozdanog edema koji smo dokazali metodom mjerenja omjera
suhe 1 mokre tvari te histoloski. Osim histoloskih znakova mozdanog edema, dokazali smo

promjene karakteristicne za vazodilataciju, tipi¢no uzrokovanu djelovanjem NO.

NaSe je istrazivanje pokazalo da postoji statisti¢ki znacCajna pozitivna povezanost izmedu
koncentracije ukupnih nitrata i nitrita u serumu Sarana i propusnosti krvno-mozdane barijere

te izmedu koncentracije ukupnih nitrata i nitrita i postojanja mozdanog edema.

Promatrani u cjelini, nasi rezultati podupiru nekoliko pretpostavki. Donor NO moze uzroko-
vati reverzibilno 1 vremenski predvidljivo povecanje propusnosti krvno-mozdane barijere u
Sarana, vjerojatno tako da potice sintezu peroksinitrita. Posljedi¢no dolazi do razvoja moz-
danog edema i vazodilatacije. Slijed navedenih promjena u ovoj nizoj kraljeznjackoj vrsti

odgovara slicnim do sada istrazenim promjenama koje su utvrdene u sisavaca.
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7. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU

Cilj ovoga istraZivanja bio je utvrditi djelovanje dusik (II) oksida (NO) na propusnost krv-
no-mozdane barijere in vivo u Sarana koristenjem gliceriltrinitrata (GTN) kao donora NO.
Ustanovili smo i vremenski odredili reverzibilnost procesa povecane propusnosti krvno-
mozdane barijere, pratili, opisali i vremenski odredili razvoj mozdanog edema te utvrdili
slicnost mehanizma povecanja propusnosti krvno-mozdane barijere u kojem sudjeluje NO

na nizim kraljeznjacima u odnosu na do sada istrazivane vrste.

Pokus je izveden na dvogodisnjoj Saranskoj mladi (Cyprinus carpio L.) tretiranoj gliceriltrini-
tratom u dozi od 1 mg/kg tjelesne mase. U serumu zivotinja u vremenskim je razmacima od
15 minuta te 1 sat, 3 sata, 6 sati, 8 sati, 12 sati 1 24 sata nakon tretmana odredena koncentracija
ukupnih nitrita i nitrata komercijalnim test-paketom. U kontrolnoj skupini i u tretiranim skupi-
nama analizirana je propusnost krvno-mozdane barijere 6 sati, 12 sati i 24 sata nakon primjene
GTN na temelju istjecanja Evans plavila na makroskopskom uzorku mozga i mikroskopskim
preparatima s pomocu fluorescentnog mikroskopa. U vremenskim razmacima od 6 sati i 24
sata nakon tretmana gravimetrijskom metodom odredili smo pojavu mozdanog edema, koji

smo opisali na hemalaun-eozin obojenim preparatima mozga pod svjetlosnim mikroskopom.

Ukupna koncentracija nitrata i1 nitrita pokazala je bifazi¢an obrazac promjene s najvisSim
koncentracijama 15 minuta nakon primjene GTN, srednja vrijednost + SEM: 188,1 + 23,82
umol/l te nakon 6 sati (236,4 = 64,67 pmol/l) i 8 sati (255,2 + 25,81 umol/l). Dinamika
promjene koncentracije nitrata odgovara ukupnoj koncentraciji nitrata i nitrita. Najvise su
vrijednosti 15 minuta nakon primjene GTN (180,2 + 25,76 umol/l) te 6 sati (232,4 + 63,84
umol/l) 1 8 sati nakon primjene (236,9 + 89,12 pumol/l). Koncentracije nitrita su zna¢ajno
nize od koncentracije nitrata, a maksimalne vrijednosti pokazuju nakon 3 sata (14,28 + 9,63
umol/l) 1 8 sati (16,17 + 5,94 pmol/l) od primjene donora NO, iako se te vrijednosti statisti¢-

ki znacajno ne razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Svi dijelovi mozga Zivotinja (prednji mozak, medumozak, srednji mozak, mali mozak i led-
na moZdina) u skupini koja je analizirana 6 sati nakon primjene GTN pokazale su stupanj
obojenja »3«. Odgovarajuci dijelovi mozga u kontrolnoj skupini i u skupinama koje su ana-
lizirane 12 sati i 24 sata nakon primjene donora NO pokazali su neobojenje, odnosno blago
obojenje u podruc¢jima cirkumventrikularnih organa. Nalaz upucuje na povecano propusnu
krvno-mozdanu barijeru 6 sati nakon primjene donorskog sredstva NO, dok u kontrolnoj
skupini nije doslo do otvaranja krvno-mozdane barijere, a u skupinama koje su analizirane
12 sati 1 24 sata nakon primjene ponovno je doSlo do njezinog zatvaranja. Navedeni rezultati
potvrdeni su metodom istjecanja Evans plavila koja se izvodi analiziranjem pod fluorescen-

tnim mikroskopom.

Ispitivanje mozdanog edema gravimetrijskom metodom pokazalo je da mozak kontrolne
skupine Zivotinja ima M = 74,2% (IQR 25-75% = 72,2% — 76,1%), dok mozak skupina
tretiranih gliceriltrinitratom pokazuje znakove edema te nakon 6 sati ima 78,1% (77,0% —
80,2%) vode, a nakon 24 sata 78,5% (77,5% — 80,4%) vode, $to je u obje tretirane skupine
statisti¢ki znacajno viSe u odnosu na kontrolnu skupinu. Ovi nalazi potvrdeni su 1 histoloski
opisani na preparatima obojenima hemalaun-eozinom te analizirani pod svjetlosnim mikro-

skopom.

Istrazivanje je pokazalo da je primjena gliceriltrinitrata kao donora dusik (II) oksida induci-
rala endogenu sintezu NO, koja je vidljiva nakon 6 sati 1 8 sati od primjene. Povecana sinteza
NO povezana je s poveanom propusnos$¢u krvno-mozdane barijere u Sarana u istom vre-
menskom intervalu od 6 sati nakon primjene donorskog sredstva. Nakon 12 sati, a poglavito
nakon 24 sata, krvno-mozdana barijera vra¢a se u prvotno stanje, no i1 dalje ostaje mozdani

edem koji je jasno vidljiv 1 24 sata nakon primjene gliceriltrinitrata.

Pokazali smo da postoji statisticki zna€ajna pozitivna povezanost izmedu koncentracije uku-
pnih serumskih nitrata i nitrita i propusnosti krvno-mozdane barijere te izmedu koncentraci-

je ukupnih nitrata i nitrita 1 postojanja mozdanog edema.

Iz rezultata navedenih istrazivanja mozemo zakljuciti da primjena donora NO dovodi do
reverzibilnog otvaranja krvno-mozdane barijere i pojave mozdanog edema u Sarana, §to je

do sada dokazano 1 na nekim vrstama sisavaca.

Kljucne rijeci: krvno-mozdana barijera, Saran, gliceriltrinitrat, dusik (II) oksid, mozdani edem
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8. SAZETAK I NASLOV NA ENGLESKOM JEZIKU

ROLE OF NITRIC OXIDE ON BLOOD-BRAIN
PERMEABILITY IN COMMON CARP (Cyprinus carpio L.)

The aim of this study was to determine the effect of nitric oxide (NO) on blood-brain barrier
permeability in vivo in common carp by using glyceryltrinitrate (GTN) as an NO donor. We
have established the reversibility and duration of increased permeability of the blood-brain
barrier; we have observed, described and determined the duration of brain edema formation,
and defined the similarities of the mechanism of NO regulated increase of the blood-brain

barrier permeability in lower vertebrates and the species investigated so far.

We experimentally treated two-year-old carp (Cyprinus carpio L.) with 1 mg glyceryltrini-
trate/kg body weight. Total nitrate and nitrite concentrations in the carp sera were determined
15 minutes, 1 hour, 3 hours, 6 hours, 8 hours, 12 hours, and 24 hours after treatment by us-
ing the commercial kit. In both control and treated groups blood-brain barrier permeability
was analyzed at 6, 12, and 24 hours after GTN application based on Evans blue leakage in
the brain specimens; the specimens were also observed under a fluorescent microscope.
Brain edema was determined by using the wet/dry method and described on hemalaun-eosin

stained preparations under a light microscope 6 and 24 hours after GTN treatment.

The total concentration of nitrite/nitrate showed a biphasic pattern with maximum concentra-
tions 15 minutes after GTN application, mean values £ SEM: 188.1 +23.82 umol/l, and after
6 hours (236.4 + 64.67 umol/l) and 8 hours (255.2 £ 25.81 umol/l). The dynamic changes of
nitrate concentrations followed that of total nitrite/nitrate concentrations. Maximum values

were observed 15 minutes after GTN application (180.2 + 25.76 pumol/l), and after 6 (232.4 +
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63.84 umol/l) and 8 hours (236.9 & 89.12 umol/l). Nitrite concentrations were considerably
lower than nitrate concentrations, and maximum values were achieved 3 hours (14.28 £ 9.63
umol/l) and 8 hours (16.17 £ 5.94 umol/l) following NO donor application, although those

values were not statistically different as compared to control group.

All parts of the carp brain (forebrain, midbrain, hindbrain, little brain, spinal cord) showed
coloration score »3« in the group analyzed 6 hours after GTN application. Corresponding
parts of the brains in the control group and in the groups analyzed 12 and 24 hours following
GTN application showed no coloration and/or mild coloration in the areas of circumven-
tricular organs. These findings indicate increased blood-brain barrier permeability 6 hours
after NO donor application, while no increased permeability was observed in the control
group. The blood-brain barrier in the groups analyzed 12 and 24 hours after GTN application
was again impermeable. The results were confirmed by the method of Evans blue leakage

analyzed under a fluorescent microscope.

The degree of brain edema was evaluated using the wet-dry weight method. The control
group brains contained M = 74.2% (IQR 25 - 75% = 72.2% - 76.1%) water, while the brains
of both groups of the animals treated with GTN showed signs of edema with 78.1% (77.0% —
80.2%) water observed 6 hours after treatment, and 78.5% (77.5% — 80.4%) water observed
24 hours after treatment. These findings were histologically confirmed with hemalaun-eosin

staining of the preparations and analyzed under a light microscope.

This investigation has shown that application of NO donor glyceryltrinitrate induced en-
dogenous synthesis of nitric oxide which is up-regulated 6 and 8 hours after application.
Increased NO synthesis is associated with increased permeability of the blood-brain barrier
and develops at the same time interval of 6 hours following NO donor application. Although
12 and especially 24 hours after treatment the blood-brain barrier had completely restituted,

brain edema still persisted 24 hours following GTN treatment.

Our research demonstrated a statistically significant positive correlations between total ni-
trate and nitrite concentrations in sera and blood-brain barrier permeability, and between

total nitrate and nitrite concentrations and brain edema presence.

From these results we can conclude that NO donor application causes reversible blood-brain
barrier opening and brain edema formation in common carp, a phenomenon which has so far

been proven on some mammal species.

Key words: blood-brain barrier, carp, glyceryltrinitrate, nitric oxide, brain edema
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