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UvVOD



1. MIJELIN I NJEGOVA ULOGA U CENTRALNOM ZIVCANOM
SUSTAVU

Poznavanje karakteristika mijelina kao i njegovih osnovnih fizioloSkih zadaca
unutar funkcioniranja centralnog ziv€anog sustava (CNS) neophodno je za
razumijevanje procesa demijelinizacije 1 remijelinizacije. Osnovna uloga mijelina
poznata je ve¢ gotovo stotinu godina, medutim detaljnija saznanja o gradi mijelina
kao 1 njegovim drugim svojstvima bilo je moguce otkriti jedino primjenom
sofisticiranijih tehnika koje omogucavaju ultrastrukturnu analizu ispitivanog
materijala kao 1 imunohistokemijske postupke u cilju analize medusobnog
djelovanja pojedinih proteinskih molekula.

Posljednjih nesto vise od 20 godina razvojem potrebnih tehnika saznanja o gradi i
funkciji mijelina dobila su potpuno novu dimenziju omogucivsi bolji uvid u

patologiju demijelinizacijskih bolesti.
(12,34,5,6,7,8910,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,38,39, 40,41 42,43 44,45,

46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,60,61)



1.1 Biokemijske znacajke mijelina

Mijelin je visokospecificna tvar koja sudjeluje u gradi aksona perifernog i
centralnog ziv€anog sustava. Funkcionalno prvenstveno potpomaze provodenju
elektriCkih impulsa, a €ini otprilike 70% teZine suhe mase centralnog ZivC€anog
sustava.'*”
Mijelinski omota¢ je graden od proteinsko (25-30%) - lipidne (70-75%) strukture
netopive u vodenim medijima. Lipidna komponenta u obliku sfingolipida, derivata
glicerola, sudjeluje u oko 75% grade mijelina.Jednu Cetvrtinu lipidnog sastava €ini
kolesterol a gotovo polovicu fosfolipid. Ostatak lipidne grade pripada
galaktolipidima (GalC) koji su glavni mijelinski glikolipidi. Zanimljivo je da su
poliklonalna i monoklonalna antitijela na GalC specifi¢ni povrSinski markeri za
mijelin ali 1 oligodendrocite. Manje od 1% lipidne strukture zauzimaju gangliozidi.
(12.34)

Proteinsku komponentu sacinjava ukupno desetak razlicitih proteinskih lanaca.
Vise od 50% proteina ¢ine bazi¢ni mijelinski protein (MBP) na prvom mjestu, a
potom  proteolipidni protein (PLP) 1 mijelin-oligodendrocitni glikoproteini
(MOG).*>

MBP je osnovna proteinska supstanca odgovorna za strukturni integritet i

fragmentaciju mijelinskog omotaca. Posebna skupina proteina (od kojih je gradeno

oko 5% suhe tvari mijelina) su Wolfgramovi proteini. Oni sadrze molekule visoke



molekulske teZine (W2) vjerojatno gradene od tubulina, dok su molekule manje
molekulske tezine (W1) vjerojatno mijelin specificni enzimi (npr 2’3-cikli¢ka-
nukleotidna-3’-fosfohidroksilaza). %"

Kompaktna mijelinska ovojnica cilindri€no obavija aksone neurona, a sastoji se od
koncentri¢nih slojeva mijelina koji se po porijeklu ali 1 biokemijskim
karakteristikama razlikuju u perifernom (PNS) 1 centralnom Ziv€anom sustavu
(CNS), (12:34:5678)

Mijelinski omota¢ u CNS-u nastaje zahvaljuju¢i djelovanju oligodendrocita za
razliku od mijelina u PNS-u koji nastaje iz Schwannovih stanica. Mijelin
centralnog Ziv€anog sustava nije glikoziliran, a strukturne razlike postoje i na razini
Ranvierovih ¢vorova, (nemijelinizirana podrucja Sirine otprilike 1 mikrometra),
gdje perinodalni glijalni izdanci ucestalo dolaze u kontakt direktno s aksolemom.
Akson je obogacen 1 s intramembranskim partiklima korespondiraju¢eg Cvora i
vezan uz Na kanale Sto nije slu¢aj kod Ranvierovog ¢vora u PNS-u. (101L12.13)
Paranodalna podrucja sastavljena su od multiproteinskog kompleksa stanica Cija je
funkcija u rastavljanju linearne distribucije Na i K kanala.

Danas se zna da mijelin nije isklju¢ivo inertni provodni odnosno izolacijski
materijal. On naime sadrZi i brojne enzimske komponente ukljuivo i bazi¢nu
protein-kinazu 1 ve¢ spomenutu cikli¢nu nukleotidnu fosfodiesterazu kao 1 brojne
membranske ionske kanale. Takoder je uoeno da postoji stalna interakcija izmedu
mijelina i some oligodendrocita, koja podrZava metaboli¢ku i ostale funkcije svog
proizvedenog mijelina tijekom citavog Zivota organizma, Sto jasno upucuje na

funkcionalnu i anatomsku neodvojivost ove dvije strukture, 4!>-16-17:18:19.20
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1.2 Razvoj mijelinske ovojnice u CNS-u

Sinteza mijelina u CNS-u dogada se ontogenetski relativno kasno. Usprkos
¢injenici da se prvi tragovi mijelina mogu naci u podrucju kraljeSni€ne moZzdine
oko 75. gestacijskog dana, u ¢ovjeka razdoblje sinteze mijelina 1 mijelinizacije traje
i do druge godine Zivota. "'?201:2229)

Sinteza 1 produkcija mijelina u CNS-u rezultat su kompleksnih interakcija
oligodendroglija stanica, aksona 1 faktora rasta.
(12,34,5,6,7,8.9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23)

Za poticanje mijelinizacijskih mehanizama potreban je kontakt membranskih
izdanaka zrelog oligodendrocita s aksonom nakon ¢ega dolazi do obavijanja aksona
lamelama mijelina. Pretpostavlja se da u mijelinizaciji ulogu ima 1 astroglija i to
prvenstveno u oblikovanju medudvorova. “** Za pravilan vremenski slijed
potrebne kaskade zbivanja odgovorni su neuralni faktori rasta koji upravljaju
proliferacijom, diferencijacijom 1 migracijom glije iz prekursorskih stanica. (2:26:27)
Mijelinizacija ovisi 1 o karakteristikama stani¢ne povrSine oligodendrocita i
molekulama ekstracelularnog matriksa koje poti¢u interakcije izmedu aksona i
mijelina. Kako bez stalne interakcije aksona i oligodendrocita nema mijelinizacije
potrebno je neprekidno odrzavanje glio-neuralne sveze Sto omogucava diferentna
ekspresija adhezijskih molekula (kao $to su tenascin, laminin ili fibronektin). Samu

sintezu mijelina potie pak direktan kontakt oligodendrocitnog membranskog

izdanka 1 aksona minimalne debljine od jednog milimetra. Jedan oligodendrocit
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(povrSine od oko 100-300 mikrom2) moZe proizvesti povrSinu od cCetiri do Cak
pedeset tisuc¢a kvadratnih mikrometara mijelinskog omotaca, u ovisnosti o broju
aksona koje mijelinizira (Sto predstavlja 600-700 puta vecu povrSinu od njegove
vlastite). = Kombinacija medustani¢nih zbivanja, koja vjerojatno ukljucuje i
nespecificne reakcije izdanka oligodendrocita (OG) sa supstratumom i specifi¢ne
intereakcije izmedu adhezijskih molekula na povrSini oligodendrocita i neuralne
membrane, stimulira sintezu mijelina. (®!%202%2328.2930.31.32)

Pocetak mijelinizacije je obavijanje izdanka oligodendrocitne membrane uokolo
aksona, dok ga u potpunosti ne okruZzi, a isti postupak ponavlja se u koncentri¢nim
krugovima, pri ¢emu se stvara viSeslojni mijelinski omota¢, odnosno slojevi
multiplih membranskih lamela. Tijekom tog procesa postupno se iz slojeva izdvaja
sadrzaj citoplazme pa se dva unutrasnja sloja lipidne membrane smjeStavaju jedan
nasuprot drugom. Ubrzo potom se spajaju formiraju¢i osnovnu tamnu liniju
vidljivu na ultrastrukturnim presjecima. Vanjski slojevi se takoder spajaju
oblikuju¢i nesto njezniju liniju. Ultrastrukturne analize medutim pokazuju da ta
vanjska linija nije nikada potpuno spojena, ve¢ se sastoji od dva odvojena sloja.
(33:34.35) Cijela mijelinska ovojnica, odnosno njezini slojevi, spojeni su preko sustava
¢vrstih veza, gradenih od prvenstveno proteinskog materijala, a predstavljaju tzv.
radijalne sastavne dijelove. (3530

Mijelinska ovojnica razvija se u duljinu u oba smjera uzduz aksona i oblikuje
internodalne segmente koji zavrSavaju kruZzno smjeStenim citoplazmatskim
organelama. Internodalni segmenti medusobno su povezani i zajedno tvore
paranodalnu regiju koja se nalazi neposredno uz nemijelinizirane Ranvierove
&vorove, (3435:3637.38)
Tijekom razvoja mijelinskog omotaca on prolazi razli€ite diferencijacijske stadije.

U prvom stadiju omotac joS nije kompaktan i1 ne sadrzi mijelinski bazi¢ni protein

(MPB), ali su vec¢ prisutni kolesterol, galaktocerebrozidi (GalC), sulfatidi kao 1 neki
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specificni antigeni 1 proteini (prooligodendroblast antigen 1 mijelin
oligodendrocitni specifiéni protein). U iduem stadiju u posebne se regije
intenzivno deponira MPB prvenstveno u blizini mikrotubula, a od tamo se
intenzivno povlaci enzim nazvan 2'3'-ciklicka-nukleotidna 3'- fosfohidrolaza (CNP-
aza) koja sudjeluje u stvaranju aktinskih filamenata. Ulaganjem MPB-a u podrucja
mijelina on postaje kompaktan Cime je omoguceno njegovo omotavanje oko
aksona. Posljednji stadij karakteriziran je sve ve¢im gubitkom tekuceg sadrZaja i
povecavanjem gustoce i ¢vrstoce mijelina stvaranjem sve vec¢ih zona bogatih MPB-
om. U konac¢nici zreli mijelin sadrZzava samo mali broj podrucja ispunjenih
teku¢inom, nazvanih Schmidt-Lantermanovim zonama, ?!2%233%40

Jedan oligodendrocit u fizioloSkim uvjetima mijelinizira oko 50 aksona koji
zadrzavaju svoju prvotnu mijelinsku ovojnicu tijekom cijelog Zivota organizma,
izuzev u slucaju pojave traumatske nokse ili odredenih bolesti. Oligodendrocit uz
pomoc¢ faktora rasta “prepoznaje” 1 mijelinizira isklju¢ivo aksone, a uoceno je da je
1 debljina mijelinskog omotaca u direktnoj korelaciji s debljinom aksona (jedino
aksoni minimalne debljine od 1 mm mogu potaknuti proces mijelinizacije, a u
konacnici mijelinska ovojnica zauzima 1/3 ukupne debljine mijeliniziranog

19,20.21,22.23,40,41
aksona). ¢ )
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1.3. Fizioloska uloga mijelina

Danas je poznato da postoji viSe Cimbenika koji su kljucni u funkcionalnoj
organizaciji strukture mijelina kao i njegovoj fizioloSkoj ulozi. Odavno se zna
uloga mijelina u specificnom provodenju impulsa, odnosno akcijskog potencijala.
Zahvaljuju¢i trenutnom ulasku potencijala kroz Na+-kanale u podrucju
Ranvierovog ¢vora, te njithovom izlasku na mjestu slijedeCeg Cvora brzim
zatvaranjem odnosno otvaranjem voltaznih kanala, akcijski potencijal putuje uzduz
aksona brzinom i do 120 metara u sekundi. -**"*?

Uloga mijelina medutim nije samo u prijenosu akcijskog potencijala. Najnovija su
otkrica vezana uz otkrivanje posebne skupine proteina unutar C¢vrstih veza
mijelinskog omotaca. Radi se o klaudin-11/OSP proteinu koji se nalazi u radijalnim
sastavnim dijelovima mijelina CNS-a. Izgleda naime da je mijelin mreza
medusobno povezanih Cvrstih i priljubljenih spojeva koji zajednicki sudjeluju u
perfuziji 1 odrZavanju periaksonskog prostora, a time indirektno i aksona. (1349
Osnovna uloga CcCvrstih spojeva jest regulacija adhezije 1 formacije pora u
mijelinskom omotacu. Izgledno je da proteini imaju glavnu ulogu kako u izgradnji
tako 1 u posredovanju odnosno signalizaciji djelovanja mijelina, a osim tubulina i
aktina, najviSe dokaza govori u prilog tome da je osnovni medijator baS MBP.
(29,30,31,32)

Navedeni sustavi signalizacije putem stvaranja ili razaranja Cvrstih spojeva izgleda
da reguliraju rast stanica 1 to moguce bas$ stanica koje sudjeluju u rastu odnosno
Sirenju mijelinskog omotaca. Jedan od moguc¢ih mehanizama ide i preko GalC
glikolipida, koji se u velikoj koncentraciji nalazi u podru¢ju vanjskog sloja
omotaca, a nalazi se 1 u citoplazmi oligodendrocita. Vezanje specifi¢nih antitijela

na GalC doves¢e do signala za okidanje kaskade zbivanja koja obuhvaca
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raspadanje fosfolipida, ulaz kalcija (Ca) u citoplazmu, defosforilaciju MBP 1
redistribuciju membranskih povrSinskih antitijela direktno iznad podrucja bogatih
MBP-om, a dolazi 1 do redistribucije kolesterola koji se, do tada ravnomjerno
rasporeden, pocinje skupljati u pojedinim dijelovima citoplazme. Sve navedeno
kona¢no dovodi do nestajanja polimeriziranih mikrotubula, gubitka tekuceg
sadrzaja citoplazmatskih kanala, spajanja dijelova bogatih MBP-om, te do
zaustavljanja rasta omotada. !>

Mijelin stoga nije samo pasivni provodni sustav, ve¢ njegovi proteinski sustavi
aktivno sudjeluju u vlastitom rastu, kao 1 prolazu i izmjeni tvari odnosno iona.
Jedna od zanimljivih teorija jest da navedeni sustav proteina sudjeluje i u regulaciji
koli¢ine teku¢ine u posebnim odjeljcima unutar mijelinskog omotaca koji
uglavnom sadrze vodu 1 natrijev klorid. Na taj bi nacin isti sustav mogao regulirati
koli¢inu teku¢ine u periaksonskom prostoru, odnosno regulirati perfuziju
navedenog prostora. Signali za navedeno djelovanje dolaze najvjerojatnije iz samog
aksona putem akcijskog potencijala. On trigerira fosforilaciju MBP-a, a
fosforilacija odnosno defosforilacija potom predstavlja poticaj za aktivaciju
odnosno deaktivaciju Cvrstih spojeva, ¢ime se otvaraju pore za ulaz tekucine u
periaksonski prostor. Takav ulaz odnosno izlaz teku¢ine mogao bi  sluZiti
odrzavanju izotoni¢nosti samog periaksonskog prostora, odnosno odrzavanju
biostabilnosti membrane nakon svakog akcijskog potencijala. Slijedeca uloga
opisanog mehanizma mogla bi biti u odrZavanju potrebne udaljenosti izmedu
mijelina i aksonske membrane, koja je nuZna za provodenje akcijskog potencijala.
U eksperimentalnim je uvjetima, na posebno mutiranim misSevima, uoceno da
navedeni mehanizam aktivno sudjeluje i u porastu volumena mijelina Sto je
reverzibilan proces, ali 1 vrlo ¢esto prvi znak propadanja omotaca. Gubitak funkcije
1 pojaCana propusnost krvno-mozdane barijere ili nefizioloSka aktivacija pojedinih

membranskih receptora na mijelinskoj membrani moze takoder dovesti do porasta
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volumena mijelina upravo zbog gubitka funkcije proteina na mjestima Cvrstih
. .. . «. (1134145

spojeva 1 akumulacije teku¢ine unutar omotaca.

Navedeni dokazi ukazuju da je uloga mijelinskog omotaca viSeznacna, 1 da je on

aktivni Cimbenik u medusobnoj regulaciji i funkcioniranju i oligodendrocita i

aksona, odnosno da je za pravilno funkcioniranje navedenih struktura nuzna stalna

- s - 1,22,23,24,37,38,39.41,44
interakcija sva tri faktora. "> 3:24.37.38.3941.44)

1.4 Propadanje mijelinskog omotaca i cimbenici demijelinizacije

Odrzavanje funkcije aksona u potpunosti je ovisno o intaktnosti mijelinskog
omotaca. Ve¢ sasvim mala oSteCenja mijelina dovest ¢e do poremecaja u
provodenju impulsa, a potom i do patomorfoloskih promjena samog aksona.
(1,22,37,38,39.43)

Znacajan gubitak provodljivosti nastupa odmah u Casu demijelinizacije aksona, a
prvenstveno je posljedica redistribucije Na+-ionskih kanala, koji su u fizioloSkim
uvjetima smjeSteni u najve¢em broju u podrucju Ranvierovih ¢vorova. Nakon
nokse koja uzrokuje demijelinizaciju, kanali se preraspodjeljuju uzduz aksona,
kako bi se donekle odrzala funkcija provodenja potencijala, tako da unutar nekoliko
dana i demijelinizirani akson moZe provoditi impulse, medutim daleko manjom
brzinom. Iako takav akson donekle provodi impulse, on je bioelektricki izrazito
nestabilan, hiperekscitabilan 1 stvara «ektopicke» potencijale koji putuju uzduz
aksona u oba smjera dovodeéi do funkcionalnih poremecaja. ***

Demijelinizacija tijekom Zivota organizma je relativno Cest proces, a rezultat je

brojnih noksi od kojih su najceS¢e posljedica direktne ili indirektne traume,
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hipoksije, temperaturnih poremecaja ili pak upalnih reakcija. U vecini slucajeva
demijelinizacija jest reverzibilan proces 1 predstavlja fizioloSku reakciju na
navedena patoloska stanja. (1.22.23)

Demijelinizacijske reakcije na upalne procese odnosno na autoimune poremecaje
danas su najceS¢i predmet istraZivanja, budu¢i da se smatra da upucuju na
razjaSnjavanje  etiopatogeneze demijelinizacijskih bolesti, pa tako 1 multiple
skleroze. 2728

Uobicajeni slijed upalnog zbivanja zapoc€inje migracijom aktiviranih limfocita kroz
cerebralnu 1 spinalnu endotelnu barijeru, odnosno poremecajem hematolikvorske
barijere. Aktivirani limfociti uzrokuju lokalnu upalnu reakciju, te zbog svojih
antigenskih svojstava aktiviraju mikrogliju, to jest primarne imunokompetentne
stanice centralnog Ziv€anog sustava. Limfociti mogu potom biti odstranjeni bilo
fagocitozom bilo apoptotickom smréu, potonje uslijedi ukoliko nisu bili prepoznati
kao antigeni. Akutna simptomatologija uzrokovana je medutim nekontroliranim
otpuStanjem citokina iz aktiviranih limfocita odnosno nagomilavanjem citokina.
Akumulacija citokina aktivira mikrogliju 1 na taj nain povecava afinitet
povrsSinskih receptora same mikroglije na odgovarajuca antitijela (ili druge
odgovarajuce ligande). Ukoliko oligodendrociti ili sam mijelin po povrSini sadrzi
navedena antitijela ili ligande, do¢i ¢e do fatalnog vezanja aktivirane mikroglije

(Sto je proces ¢iji je redoviti posrednik tumorski nekroticki faktor alfa — TNFalfa) 1
do propadanja mijelinskog omotaca. ***?

Vidljivo je stoga da znacajnu ulogu medijatora u navedenoj kaskadi zbivanja ima
mikroglija. Stanice mikroglije predstavljaju oko 20% svih glija stanica u CNS-u, a
funkcijski su najsli¢nije perifernim makrofazima. SadrZe antigen koji memorira T-
limfocite 1 aktivira nativne T stanice a imaju 1 citotoksi¢ke 1 fagocitiCke

sposobnosti. U aktiviranom stanju proizvode citokine 1 medijatore upalne reakcije

povecavaju¢i imunoloSku funkciju. FizioloSka im je uloga i u odstranjivanju
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nepotrebnog materijala nakon nokse ili tijekom razvojnog razdoblja centralnog
Ziv€anog sustava.

Aktivacija je klju¢ni trenutak funkcije mikroglije. Eksperimentalno je dokazano da
ih aktiviraju lipopolisaharidi, citokini iz T-stanica, kao 1 neke druge grupe citokina.
Nakon aktivacije mikroglija mijenja svoj morfoloski izgled, postaje ameboidnog
oblika uz znaCajno povecanje motiliteta 1 adhezivnih sposobnosti. Dezaktivacija
mikroglije posljedica je programirane stani¢ne smrti, odnosno apoptoze. Sasvim je
izvjesno da nefizioloska aktivacija ili izostanak apoptotickih mehanizama, mogu
dovesti do ve¢ opisanog razvoja dogadaja koji dovode konatno i do
demijelinizacije. *>%**047

U brojnim istraZzivanjima danas je dokazano da je proces demijelinizacije usko
vezan 1 uz propadanje oligodendrocita (OG). Smrt 1 gubitak OG uocen je u rubnim
podru¢jima aktivnih demijelinizacijskih lezija, odnosno mjestima aktivne
destrukcije mijelina. Taj nalaz moZe upucivati bilo na propadanje OG istovremeno
s mijelinskim omota¢em 1ili pak na njithovo propadanje kao posljedicu uniStenja
mijelinskog omotaca. Ovo potonje cCeS€e je primijeeno u demijelinizacijskim
lezijama koje su posljedica autoimune reakcije. Ultrastrukturne analize takvih OG
ukazale su da je njihovo propadanje posljedica i apoptotickih mehanizama kao i
nekroze. %%

Dodatno je uoceno da postoji najmanje pet modela demijelinizacijskih lezija:
demijelinizacijske lezije s vrlo malim gubitkom pripadaju¢ih OG,
demijelinizacijske lezije uz koje istovremeno ide i gubitak OG samo na mjestu
aktivne destrukcije mijelina, demijelinizacijske lezije s postupnim gubitkom OG
koji je to manji Sto je mjesto udaljenije od same aktivne lezije, izrazito destruktivne

demijelinizacijske lezije uz koje se paralelno javlja gubitak aksona i astroglije i na

kraju demijelinizacijske lezije kod kojih je 1 na rubovima uocen ekscesivan gubitak
OG. (23:5051.52.53)
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Budu¢i da je OG metaboli¢ki aktivna stanica, njegovo fiziolosko djelovanje vezano
je uz neprekidan prolazak signala kroz staniénu membranu koji induciraju
otvaranje ili zatvaranje ionskih kanala, te promjenu u koncentraciji intracelularnog
kalcija i protein-kinaze. ®*°® Te reakcije dovode do indukcije gena &ime
trenutano  pocinje proces transkripcije stani¢no specifi¢nih produkata. Za
nesmetano odrzavanje c¢itavog procesa potrebno je neprekidno odrZzavanje
homeostaze stanice, koja je moguca samo ukoliko je stanica zadrzala mogucnost
brze intracelularne reakcije Sto omogucava adekvatnu sintezu proteina i obnavljanje
stani¢ne strukture. Indukcija tzv. brzodjeluju¢ih gena stimulirana je prisustvom
faktora rasta, kao i porastom koncentracije intracelularnog kalcija u trajanju od
svega nekoliko minuta. Ipak dugotrajniji porast koncentracije intracelularnog
kalcija moze prekinuti transkripciju gena 1 proizvodnju specifiCnih proteina 1
dovesti do destabilizacije stanice pa 1 njenog ireverzibilnog oStecenja. Vec ranije
spomenuti faktor TNFalfa (prisutan tijekom imunoloSke upalne reakcije) inducira
porast intracelularnog kalcija u stanicama glije (poglavito astroglije) 1 ima direktan
utjecan na metabolizam aksona. (54,57.58,59)

Porast intracelularnog kalcija moze biti fatalan 1 za oligodendrogliju, poglavito u
istovremenom prisustvu T stanica koje im znacCajno povecavaju propusnost
membrane 1 dovode do naglog porasta citosolnog slobodnog kalcija.
Oligodendroglija je sposobna za regenerativne procese ukoliko opisana noksa ne
traje dulje od dvadesetak minuta. Ipak, zanimljivo je da je ve¢ jednom oStecen OG,
uz manju reparabilnu sposobnost. Primije¢eno je takoder, da u slucaju postojanja
¢ak 1 manje koncentracije antitijela na povrSini OG, dolazi do zna€ajno povecane
osjetljivosti tog istog OG na litika oStecenja. TNF-alfa samostalno moze inducirati
porast intracelularnog kalcija, a in-vitro direktno oSteCuje OG 1 dovodi do lize

stanice. Ubrizgavanje TNF alfa u eksperimentalnim uvjetima u kulturu aksona
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optickog Zivca miSa dovest ¢e do demijelinizacije aksona, a u kraljeZni¢énu mozdinu
murine do upalnog odgovora koji sadrzi znaCajke autoimunog encefalomijelitisa.
(22,33,57,59,60)

S druge strane postojanje anti-TNFalfa antitijela ili tumorskog faktora rasta-beta
imat ¢e protektivnu ulogu za oligodendrocit, odnosno in vitro je dokazano da
skupine faktora rasta mogu sprijeciti nekontrolirani porast intracelularnog kalcija u
OG. Optimalna koncentracija viSe faktora rasta u eksperimentima in-vitro i in-vivo
dokazano moZe spasiti stanicu od inaCe letalne kaskade dogadaja na njezinoj
stani¢noj membrani. ©°%%

Propadanje mijelinske ovojnice stoga je posljedica poremecaja neurobioloSkih
mehanizama stani¢nog reda oligodendroglije kao i poremecene homeostaze same
stanice odnosno njezine okoline, dok su etiopatogenetski faktori koji dovode do

demijelinizacije sasvim sigurno vigestruki. (**>*>%>%¢D
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2. GLIJA STANICE I NJIHOVA FUNKCIJA U PROCESU
MIJELINIZACIJE

RazmiSljanja koja su prevladavala u drugoj polovici ovog stoljeca, da je isklju¢ivo
oligodendrocitni stani¢ni red zasluzan odnosno odgovoran za procese
mijelinizacije, te da ¢e se problem nemoguc¢nosti remijelinizacije u brojnim
patoloSkim stanjima moc¢i rijeSiti  potpunim poznavanjem patofiziologije
oligodendroglije, u posljednjih je dvadesetak godina sasvim napusSteno. Danas se
zna da je mijelinizacija sloZen proces, koji za nesmetano odvijanje zahtjeva
medudjelovanje brojnih (jo§ uvijek nedovoljno poznatih) ¢imbenika u to¢nom
vremenskom slijedu. Sasvim je sigurno da i drugi stani¢ni redovi glija stanica
sudjeluju (izravno ili neizravno) u procesu mijelinizacije, a da se pri tom ne smije
zanemariti i medusobni utjecaj neurona i glije tijekom razvojnog procesa
centralnog ziv€anog sustava. Jedino poznavanje fizioloskih mehanizama i
djelovanja glijalnih stanica od samih pocetaka razvoja zrelih oblika moci ¢e pomoci
1 prilikom rasvjetljavanja etiopatogenetskih ¢imbenika demijelinizacije 1

eventualnog promoviranja remijelinizacijskih procesa.
(1,2,3.6,7,22,23,54,57,62,63,64,65,66,67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77)
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2.1. Prekursori glija stanica

Dokazi o postojanju stanica-prekursora glije proteZzu se unatrag viSe od desetak
godina a od tada 1 zapocinju brojna istrazivanja o karakteristikama prekursora, te
njihovoj ulozi kako u razvojnoj fazi centralnog Ziv€anog sustava, tako 1 u mozgu
odraslog organizma. ©>¢36+63.60)

Istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjama, prvenstveno miSevima i Stakorima
dokazala su da stanice prekursori oligodendroglije potje€u iz subventrikularne zone
prednjeg dijela mozga, a najraniji dokazi o postojanju prekursora OG spinalne
mozdine otkriveni su ve¢ 12-14 embrionalnog dana u ventralnom dijelu neuralne
tube. "% Novija istraZivanja in-vitro, ali i in-vivo pokazala su medutim da su
najmlade, potpuno nediferencirane stanice, tzv. «pre-progenitori» u stvari izvor
malih, visokoproliferativnih, izrazito pokretljivih pravih progenitorskih stanica,
koje in vitro iskazuju bipolarnu morfologiju, a identificira ith se pomocu
monoklonalnog antitijela A2B5 koji prepoznaje GD3 gangliozid na povrSini tih
stanica. One napuStaju subventrikularnu zonu 1 nastavljaju svoju proliferaciju
istovremeno migrirajuci, prelazeci relativno veliku udaljenost do svoje ciljne
odrednice, odnosno regija sive i bijele tvari centralnog Ziv€anog sustava. 70
Prekursori tada paralelno i1 zapoc€inju proces diferencijacije, postaju¢i morfoloski
zrele stanice s brojnim izdancima, relativno jednostavnog uzorka te ubrzo pocinju
eksprimirati  specificne antigene stani¢ne povrSine koje prepoznaje 04
monoklonalno antitijelo. U tom trenutku prestaje navedeni ciklus, a nove stanice
poCinju formirati mreZu povezanu s vlastitim izdancima, te se javlja novi

povrsinski antigen, galaktocerebrozid, kojeg se smatra karakteristicnim za zrele

oligodendrocite. Zreli OG eksprimira 1 druge klasi¢ne ve¢ spomenute mijelinske
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proteine kao Sto su MBP, CNP, mijelinski proteolipidni protein (PLP) i mijelinski
glikoprotein (MAG). (1#%236267.70)

Zanimljivo je medutim da su subependimske stanice, odnosno “pre-progenitori”,
homogena populacija stanica koja je medutim sposobna proliferirati i diferencirati
i u glija stanice ali i u neurone. "%’V Ultrastrukturne analize “pre-progenitora”
dokazale su homogenost stanica ventrikularnog podrucja koje su opisane kao
uniformna populacija nediferenciranih stanica blasta. Saznanja o njihovoj mogucoj
pluripotentnosti potje€u ve¢ iz 19. stoljeCa. Danas se medutim zna da takove
pluripotentne stanice moZemo naci i u podru¢ju neuralne kreste, embrionalne
ventrikularne zone, retine, septalne regije 1 tektuma. Njihov najveci broj vjerojatno
podlijeZe programiranoj stani¢noj smrti, a one koje preZive diferenciraju se bilo u
glija stanice bilo u neurone. U kojem trenutku je proces diferencijacije konacan u
smislu pojedinog stani¢nog reda joS nije poznato, ali je sasvim sigurno rezultat
djelovanja faktora okoline, odnosno u najvecoj mjeri faktora rasta ¢ije se specificno
djelovanje izmjenjuje tijekom migracije, proliferacije 1 diferencijacije stanica. U
fazi koja je znaCajna za procese maturacije stanica 1 mijelinizaciju, razvojem vec
opisanog O-2A progenitora (oligodendrocit-tipa 2 astrocit progenitor) stanica joS
uvijek zadrzava (barem u in-vitro studijama) mogucnost bipotentnosti, tj.
diferencijacije bilo u oligodendrocit ili astrocit. (1,22.23.67.68,70.71,72)

Posebno znacajna za procese remijelinizacije jest Cinjenica da 1 u odraslom
organizmu postoji populacija “pre-progenitorskih” stanica koje su pluripotentne i
zadrZavaju sposobnost diferencijacije bilo u neurone bilo u glija stanice u ovisnosti
o adekvatnom fizioloSkom signalu. Odrasle i neonatalne progenitorske stanice
imaju brojne slicnosti, ali i neke razlike. Obje eksprimiraju gangliozid koji
prepoznaju A2B5 antigeni, medutim stanice odraslog organizma eksprimiraju i 04
antigen, dok neonatalne eksprimiraju iskljuivo vimentin intermediatorne

filamente. Odrasli 0-2A progenitor je obi¢no unipolaran, sporije migrira i ima duZzi
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stani¢ni ciklus nego njegov neonatalni par. Odrasli progenitor takoder sporije
maturira, naime potrebno mu je 4-5 dana da bi 50% stanice eksprimiralo GalC dok
je neonatalnom progenitoru za isto potrebno svega 2 dana. Vjerojatno je “odrasli”
progenitor tre¢a vrsta stanica u koju je neonatalni “pre-progenitor” sposoban
diferencirati. Na taj je na¢in omoguceno samoobnavljanje i1 generacija novih
oligodendrocita u odrasloj dobi organizma. Poticaj za obnavljanje je vjerojatno
postojanje razli¢itih noksi, uklju¢ivo 1 demijelinizacijskih, te je neophodan

. ot (62,63,64,65,66,73,74
preduvjet remijelinizacije. ¢ L

2.2. Astroglija

Stani¢ni red astroglije, odnosno astrociti imaju brojne funkcije u centralnom
Ziv€anom sustavu. Oni Cine arhitektonsku mrezu koja je podloga neuronima i
odreduju anatomske granice pojedinih podrucja, izvor su raznih faktora rasta i
citokina, a danas se zna da imaju ulogu i u provodenju impulsa kao i procesu
reparacije CNS-a nakon razli¢itih noksi. 026366737

Novija su istrazivanja pokazala da astrociti sadrze veliki broj Na+-ionskih kanala te
da anatomski ¢vrsto prilijezZu uz akson u podrucju Ranvierovih ¢vorova. Izgleda da
su upravo astrociti vazan izvor Na+-ionskih kanala, a postoje 1 neke pretpostavke
da Astrocit tip-2 sudjeluje u samom stvaranju i oblikovanju Ranvierovog ¢vora,
iako neka najnovija istraZivanja tu ulogu dodijeljuju oligodendrogliji, odnosno
progenitorima oligodendroglije. %7

Brojni upalni i reaktivni odgovori posredovani su putem astroglije, odnosno faktora

koje astroglija proizvodi (ukljucivo 1 ve¢ spomenute brojne faktore rasta). Astrociti

prvenstveno “odgovaraju” na neuralne signale dobivajuci karakteristike reaktivnih
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stanica koje sudjeluju ili posreduju u procesima adhezije, proizvodnji citokina,
vezanju kalcija, citoskeletnim trenutnim odgovorima, transportnim ili receptorskim
mehanizmima. Hipertrofi¢ni astrociti zajedno s fibroblastima 1 meningealnim
stanicama sacinjavaju glijalni oZiljak. In vitro je dokazano da 1 astrociti u
mirovanju proizvode citokine i faktore rasta, ponekad i u suradnji s mikroglijom.
Smatra se medutim da jedni te isti citokini proizvedeni u razli¢itim vremenskim
fazama tijekom nokse mogu djelovati i pro- ali 1 antiupalno. Ono §to je sasvim
sigurno jest da su astrociti glavni izvor topivih medijatora upale sintetiziranih
lokalno tijekom odgovora na nastalu noksu. 200737

Razvoj astroglije takoder ovisi o prisustvu faktora rasta, medutim danasnja
istraZzivanja nisu ih jo§ u potpunosti definirala. Zna se da postoje najmanje dva
podtipova astrocita: tip 2 astrocit (prvi puta opisan u kulturama optickog Zivca) 1 tip
1 astrocit koji je morfoloski slican fibroblastima. Tip 1 astrociti eksprimiraju GFAP
ali ne 1 A2B5 dok tip 2 astrociti eksprimiraju oba antigena. Smatra se da su tip 2
astrociti oni oblici koji sudjeluyju u formiranju Ranvierovih c¢vorova.
(6263697375 Danas joS uvijek postoje nesuglasice o progenitorskim stanicama
astroglije. Neki autori smatraju da su to “pre-progenitori” Cija pluripotentnost
omogucava diferencijaciju i u neurone, oligodendrocite ali i u oba tipa astroglija

(1,22:23.63.69.71) Posljednjih godina su medutim prikupljeni dokazi koji

stanica.
opovrgavaju takvo tumacenje. Posebnim metodama dokazivanja diobe stanica
(inkorporacijom timidina) uz upotrebu odredenih profila antigena, dokazano je da
unutar optickog Zivca postoje i astroblasti 1 oligodendroblasti ali ne i1 bipotencijalni
progenitori. Prema tim istraZivanjima, astrociti se razvijaju iz svoje vlastite
progenitorske stanice a ne iz O-2A progenitora. >7%"” Ipak vige studija je pokazalo
da se tijekom demijelinizacijskih noksi iz tog progenitora moZe razviti i

oligodendrocit ali 1 tip 2 astrocit. Alternativna interpretacija uoenog fenomena

jest da O-2A stanice mogu biti bipotentne, odnosno razviti se i u astrocite samo u
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odredenim patoloskim stanjima. U prilog tom objasnjenju govori i uloga CNTF,
jednog od faktora rasta koji se izluCuje kada postoji oSteCenje stanice, a in vitro
inducira diferencijaciju astrocita iz O-2A progenitora. (1236360 g svjetlu tih
saznanja treba naglasiti 1 ulogu astroglije u reakcijama na oSte¢enja. Jedan od
najznacajnijih faktora rasta u procesu stvaranja oZiljaka nakon eksperimentalno
1zazvane penetrantne ozljede mozdane kore jest tumorski faktor rasta B1 (TGFB1),
Cija se 1inaCe niska koncentracija izrazito povisuje tijekom sliénih noksi.
Koncentracija se povisuje u stanicama koje su bilo ciljevi fokalnog oStecenja ili
posreduju u odgovoru na njega (neuroni, glija stanice, ependimalne stanice,
mikroglija 1 upalne stanice). TGFB1 povecava sposobnost djelovanja molekula
koje sudjeluju u rastu aksona (laminin 1 fibronektin), ograniCava infiltraciju
makrofaga 1 mikroglije 1 potencira stvaranje glijalne membrane koju saCinjavaju
reaktivni astrociti ograniavajuci tako Stetno zbivanje od ostalih dijelova CNS-a.
TGFRB1 pronaden je u veéim koncentracijama i u astrocitima u kroni¢nim
demijeliniziraju¢im lezijama. -**"7¢77

U zdravom organizmu precizno je odredena granica izmedu promoviranja
reaktivnih promjena astrocita, koji tada “‘inkapsuliraju” oSteCeno podrucje i
osiguravaju medijatore (citokine, faktore rasta i potrebne stanice) za nastajanje
procesa oporavka, i s druge strane, nastajanja oZiljka (gradenog od gusto
poslaganih hipertrofi¢nih astrocita) koji ¢e onemoguciti regeneraciju. Mehanizmi
koji posreduju 1 reguliraju te procese, odnosno njihove patofizioloske inacice, jo$

. . . (1,22,23,37,39,66,75.76,77
nisu u potpunosti poznati. ( )
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2.3. Oligodendroglija

Danas je (kao Sto je veC ranije spomenuto) sasvim sigurno dokazano da se
oligodendroglija razvija iz prekursorskih stanica, koje se tek nakon tocno
determiniranih razdoblja migracije i1 proliferacije, konacno diferenciraju u odrasli
oligodendrocit. Te prekursorske stanice nalaze se u brojnim podru¢jima centralnog
ZivCanog sustava tijekom njegovog razvoja i sazrijevanja, medutim izgleda da ih je
najvise u ventrikularnim zonama i strijatalnom podru&ju. ¢2¢3646>66

Prvi stadij diferencijacije oligodendrocitnog progenitora izgleda da nastaje u
trenutku kada ta stanica pocCinje luciti povrSinske molekulske markere koje
prepoznaje monoklonalno antitijelo nazvano O4. To antitijelo moZe markirati
sulfatide, seminolipide 1, za sada joS nedovoljno poznat, pro-oligodendroblasti¢ni
antigen. Daljnjom diferencijacijom ta stanica postaje sve manje pokretna (iako
zadrzava sposobnost proliferacije) a ultrastrukturalno gubi vimentin-pozitivne
filamente. Danas se takoder zna da u €asu pozitivnosti na O4 antitijelo stanica vrlo
vjerojatno pocinje gubiti mogucnost razvoja 1 u astroglijarni stani¢ni red
(karakteristicnu za O-2A pozitivne progenitore), te da je u ovoj fazi djelomicne
diferencijacije ve¢ pro-oligodendrocit. (22.23,65.66.67)

Daljnjim sazrijevanjem postupno pocinje ekspresija sve veceg broja komponenti
koje su karakteristine bilo za oligodendrocite ili sam mijelin. To ukljucuje veé
spomenuti GalC, (protein Cija ekspresija ve¢ u stvari oznacava terminalnu
diferencijaciju oligodendrocita, a time i gubitak 1 proliferacijskog i migracijskog
potencijala stanice) kao i MBP 1 mijelin-oligodendrocitni-glikoprotein (MOG) Sto

imunohistokemijski predstavlja konacni stadij sazrijevanja oligodendrocita.
(1,22,23,38,39,66,68,69)
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Ultrastrukturno zreli oligodendrocit postaje manji veliCinom, ali gu$¢i u smislu
sadrZzavanja intrastani¢nih organela kao 1 heterokromatina jezgre. Njegov izgled je
po mnogoc¢emu karakteristi¢an, a izgleda da postoje i ultrastrukturne razlike izmedu
oligodendrocita koji aktivno mijelinizira, te starije, zrelije stanice koja odrZava
postojeéi mijelin. ©0%¢%70

Izgleda medutim da odrasli oligodendrocit zadrZzava (pod utjecajem odredenih
¢imbenika okoline, prvenstveno faktora rasta) sposobnost de-diferencijacije i
ponovnog ulaska u proliferativnu fazu uz mogucnost ponovne mijelinizacije u
slu¢aju potrebe. Iako je u nekim istraZivanjima dokazano da Cista kultura zrelih
oligodendrocita (a takvima se smatraju oni koji eksprimiraju MBP antigen) nije
vide sposobna niti proliferirati niti mijelinizirati, ©***’*""® brojna kasnija su
dokazala da to stanje, ukoliko su u kulturi stanica prisutni i odredeni faktori rasta,
nije konac¢no. Tako je uoCeno da u mijeSanoj kulturi zrelih oligodendrocita i stanica
O-2A progenitora uz prisustvo fibrociticnog faktora rasta (FGF) izrazito pada broj
zrelih OG a raste broj progenitora, Sto je shvaceno kao indirektan dokaz
moguénosti dediferencijacije OG u prisustvu FGF. 7 Izgleda, medutim, da
prisustvo samo jednog faktora rasta nije dovoljno za navedeni proces
dediferencijacije i remijelinizacije. "® Druga istraZivanja pokazuju da izlaganje
oligodendrocita FGF dovodi do stimulacije diobe stanice 1 mitotiCke aktivnosti.
Opisana mitoticka aktivnost, medutim, aktivira stani¢ni signal koji inducira
apoptozu i1 dovodi do programirane smrti oligodendrocita. Paralelna istraZivanja
imala su sli¢ne rezultate i za neke druge faktore rasta, iako su pojedine njihove
kombinacije imale sasvim suprotan ucinak. Oc¢igledno je stoga da utjecaj faktora
rasta moze biti dijametralno suprotan u ovisnosti o trenutacnom stani¢cnom ciklusu,
ekspresiji odredenih povrsinskih gena ili posredovanim stani¢nim signalima. 77”7

Opisana saznanja rezultat su istraZivanja na stanicama glije eksperimentalnih

Zivotinja, pretezno glodavaca. TeSko je medutim jednostavno povlaciti paralelu
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izmedu tih otkri¢a i istrazivanja na humanom materijalu, buduci da se sada ve¢ zna
da postoje neke vazne razlike. ©7%%%

Vec¢ unatrag viSe od 15 godina dokazano je postojanje progenitorskih stanica
oligodendroglije u humanom fetalnom mozgu. “*****’ Danas je poznato da se one
nalaze u brojnim regijama fetalnog CNS-a ukljucivo i spinalnu mozdinu. Mogu se
dokazati negdje oko 7-9 tjedna gestacije, a sa sigurnoS¢u su definirane 2-3 tjedna
prije poCetka mijelinizacije aksona (koja obi¢no nastupa 83. dan Zivota embrija). U
kulturi moZdanih stanica fetusa starog 15-18 tjedana dokazano je istovremeno
postojanje preoligodendrocita kao 1 potpuno zrelih oligodendrocita, ali 1 tipa-2
astrocita $to je smatrano dokazom za bipotentnost humanih progenitorskih stanica.
Kasnija istrazivanja medutim nisu uspjela potvrditi kod glodavaca uocenu
mogucnost dediferencijacije zrelih oligodendrocita u ovisnosti o postojanju istih
faktora rasta. Ipak izgleda da odredene kombinacije faktora rasta i nekih drugih, za
sada joS nepoznatih, faktora okoline dovode do remijelinizacijskih sposobnosti
zrelih humanih oligodendrocita. Neka istrazivanja upucuju na drugaciju ekspresiju
lipoproteinskih antigena u humanih OG, a sasvim je sigurno da u humanih OG
vaznu ulogu igraju 1 ontogenetski mehanizmi i signali tipa transdukcije gena. U
kori odraslog mozga dokazano je postojanje, iako u malom postotku (3%),
progenitorskih  stanica koje su O4 pozitivne/GalC-negativne, kao 1
preoligodendrocitnih stanica (1,3%) $to sasvim sigurno potvrduje sposobnost i
odraslog humanog mozga za dediferencijaciju odraslih oligodendrocita kao i

e 62,63,64,70,73,74
remijelinizacijske procese. ¢ )
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2.4 Uloga glija stanica u stvaranju mijelinskog omotaca centralnog Zivéanog

sustava

Proces mijelinizacije u Covjeka zapocinje u otprilike 11-12 embrijskom tjednu a
rezultat je medudjelovanja brojnih cimbenika. (222829 Sasvim je sigurno za
inicijaciju  mijelinizacije = neophodna  precizno  regulirana  interakcija
oligodendroglije i aksona, a danas je uo¢eno da i astroglija ima ulogu u odredenim
fazama mijelinizacije. ""?"”® SloZenost procesa upotpunjava uloga faktora rasta
potrebnih tijekom sazrijevanja glija stanica kao 1 stvaranja mijelina, dok u
ocCuvanju zdravog mijelinskog omotaca tijekom Zivota organizma, osim navedenog,
znaCajnu ulogu igraju 1 faktori okoline od kojih su jo§ mnogi nedovoljno poznati.
(79.80)

U osiguranju adekvatne i od nepozeljnih utjecaja osigurane mikro- 1 makrookoline
centralnog Ziv€anog sustva glavnu ulogu ima hematolikvorska barijera (HLB). Ona
se sastoji od sloja endotelnih stanica koje su obavijene izdancima astrocita.
Zahvaljujuc¢i svojoj karakteristi¢noj ultrastrukturnoj gradi, kao i ¢injenici da stanice
od kojih je gradena imaju brojne mitohondrije ali ne i tjeleSca koja su sposobna
aktivno prenositi proteine u ekstravaskularni prostor, HLB je visokopropusna samo
za vodu 1 molekule topive u masti. Na taj na¢in HLB osigurava sigurnu granicu za
tvari koje prolaze plazmom, ¢ime sprijeCava da ekstracelularni prostor CNS-a
postane jednostavni ultrafiltrat plazme. Za potrebne hranjive tvari (prvenstveno
glukozu, zatim odredene aminokiseline i ione) postoje specificni transportni
mehanizmi, iako najvece polarne molekule (prvenstveno proteini) ne mogu proci
kroz intaktnu HLB. !*"%2

Neka istrazivanja upucuju da pojedine regije mozga u glodavaca nemaju toliko

izrazenu nepropusnost HLB (u podrucju pituitarne zlijezde, arei postremi,
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preoptiCkom recesusu, pinealnoj Zlijezdi kao 1 u podrucju endotelnih stanica
koroidnog pleksusa) i1ako joS nije sasvim jasno koliko je to izrazeno u primata. U
svakom slucaju osnovni element koji osigurava nepropusnost HLB jesu izdanci
astrocita koji sudjeluju u oblikovanju endotelnih stanica. 97>

Navedena grada i funkcija HLB osigurava imunolosku odvojenost CNS-a od
ostalog dijela organizma Sto je njegov iskljucivi privilegij. Infiltracija unutar
endotelijalne membrane i povecanje propusnosti HLB pod utjecajem je citokina i
citokinima izazvanih promjena u ekspresiji liganada cirkuliraju¢ih limfocita.
Izgleda takoder da je propusnost neoSte¢ene HLB to manja Sto su upalne stanice
viSe specifiCne za antigene prisutne u centralnom Ziv€anom sustavu, osiguravajuci
na taj naCin maksimalno mogucu stabilnost okoline CNS-a. Ostecena
hematolikvorska barijera dovest ¢e do ulaska imunokompetentnih stanica u
likvorski prostor Sto ¢e u slucaju zatajivanja obrambenih mehanizama CNS-a lako
ugroziti 1 proizvodnju i odrzavanje mijelina. (1,57.58,39)

Znacajna je 1 uloga astrocita u odrZzavanju mijelina tijekom Zivota organizma. Oba
glijalna stani¢na reda su prema tome neophodna kako za stvaranje mijelina tako 1
za njegovo prezivljenje. Kako 1 nadalje postoje dokazi o razvoju oba stani¢na reda
iz istog prekursora, jasno je da je potrebna vrlo oprezna orkestracija u razvoju
jednog ili drugog reda u odredenim fazama diferencijacije. (22236263 Neka novija
istrazivanja upucuju 1 na utjecaj aksona na proliferacijske sposobnosti
progenitorskih glija stanica. "***"***) Jako je danas sasvim jasno da je zreli
oligodendrocit stanica koja proizvodi mijelin, a, zajedno sa astrocitom, najvise
sudjeluje 1 u njegovom odrzanju i nadalje su prisutna razmimoilaZenja oko samog
procesa mijelinizacije (a time i1 remijelinizacije) odnosno u kojem stadiju razvoja
zrelih glija stanica taj proces 1 zapo€inje. Vecina se autora ipak slaZe da stanica
koja mijelinizira mora zadrzati sposobnost diobe time naglasavajuci klju¢nu ulogu

(62,63,64,65)

prekursorskih  stanica. Tip progenitorske stanice O-2A u
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eksperimentalnim uvjetima izgleda da ima najjaCu sposobnost i migracije i
mijelinizacije. Ipak tijekom istih ispitivanja uocen je i jak utjecaj aksona na stanice
glije. U cilju raspoznavanja ¢imbenika koji poti¢u mijelinizaciju posljednjih su vise
od petnaestak godina provedena brojna istrazivanja pri ¢emu su primijenjivane
razli¢ite metode kao i razli¢ite kombinacije kultura stanica. Uoceno je nekoliko
zanimljivih Cinjenica. U najranijim eksperimentima uoceno je da O-2A progenitori
proliferativno reagiraju na medij u kojem postoje 1 astrociti 1 neuroni, dok pre-
oliogodendrocit reagira 1 na Cistu kulturu neuronskih stanica. Neka sli¢na
istrazivanja pokazala su 1 da Cista kultura neuronskih stanica u dodiru s pre-
oligodendrocitima dovodi do porasta broja progenitora 1 usporavanja
diferencijacije, a kasnije je uocCena i uloga faktora rasta u navedenim medijima. U
vecini istrazivanja je medutim za promociju mijelinizacije bio potreban iskljucivo
medij koji je sadrzavao aksone neurona ili na bilo koji naCin bio u izravnom
kontaktu s njima. Neki su autori smatrali 1 da elektriCka aktivnost prisutna u aksonu
djeluje na proliferaciju progenitora, a 1 da broj zrelih oligodendrocita savrSeno
odgovara broju zrelih aksona koji trebaju biti mijelinizirani, pa ¢ak 1 da
prezivljenje tih zrelih OG ovisi o tom broju. 72867686970

Dodatna potvrda o medudjelovanju aksona i glija stanica jest i ¢injenica da su
neuroni jedan od izvora PDGF (platelet-derived growth factor)-a koji je znacajan u
procesu diferencijacije glija stanica. 7677

Posljednjih je godina takoder kona¢no potvrdena pretpostavka o utjecaju aksona na
maturaciju glija stanica. Danas se zna da akson djeluje na O-2A progenitorske
stanice tako da sprijeGava maturaciju oligodendrocitnog stani¢nog reda. ©’?%?
Novija su istrazivanja ukazala da zapravo to svojstvo ima odredena grupa faktora
rasta Ciji je izvor akson, §to je dokazano i u in-vivo istrazivanjima. Jedna od uloga

te obitelji faktora rasta jest posredovanje u sprijeCavanju sinteze stani¢nih proteina.

Zanimljivo je da slican efekt ima 1 kultura astrocita tipa-1, odnosno medija koji je
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bio u izravnom dodiru s astrocitima. Autori navedenog otkri¢a sugeriraju stoga da
reaktivni  astrociti izlu¢uju neke joS nedovoljno poznate faktore Kkoji
onemogucavaju remijelinizaciju (koja se doista i ne dogada u podrucjima kroni¢nih
plakova koji su histologki gradeni od reaktivnih astrocita). 7"’®

Izgleda da neuroni imaju jo$ dodatne uloge. Ono §to je takoder primijeceno jest da
oni reduciraju ekspresiju gangliozida 1 na progenitorskim stanicama i1 na
astrocitima. Danas se zna da gangliozidi imaju brojne uloge u tijeku razvoja glija
stanica, iako njihova to¢na funkcija nije do kraja poznata. Vjerojatno je da utjecu
na fuziju stanice, kao 1 na vezivanje i funkciju nekih faktora rasta, a ¢ini se da
djeluju na inzulin-ovisan rast stanica. ®*9

Posebno su zanimljiva istraZivanja koja se bave stadijima mijelinizacije na
kulturama humanih stanica. U posljednjih desetak godina sve je veci broj
istrazivanja na cistim kulturama stanica glije, prvenstveno oligodendrocita, pri
¢emu se pokuSalo potpuno izbjeci prisustvo pre-oligodendrocita ili bilo koje vrste
progenitorskih stanica. Materijal je uglavnom obdukcijski, dobiven iz stanica
pojedinih podrucja centralnog Ziv€anog sustava. Pocetna su istrazivanja vrlo Cesto
bila bezuspjeSna budu¢i da se kultura stanica oligodendrocita nije uspjela
samostalno odrZati Zivom. Dodavanjem odredenih obitelji faktora rasta, poglavito
onih koje luCe aksoni omogucilo je duze prezivljenje stanica. (1,22.23.37.38,39)
Definitivno je uoceno da dodavanjem kulture stanica neurona (¢ak i druge vrste, u
ovom slucaju glodavaca) izrazito raste vjerojatnost prezZivljenja razli¢itih humanih
stani¢nih kultura, ukljucujuéi 1 ciste oligodendrocite, pa 1 mijeSanih kultura
sastavljenih od (u raznim omjerima) zrelih OG, preoligodendrocita, astrocita i
progenitora. U istim uvjetima uocena je i proliferacija stani¢nih redova astroglije,
fibroblasta 1 mikroglije. Oligodendrociti se u takvim medijima jasno priljubljuju uz

aksone, pri ¢emu dolazi do izduljivanja njihovih stani¢nih izdanaka te pokuSaja

“omotavanja” oko navedenog aksona. Ipak, nije uoceno stvaranje kompaktnog
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mijelina. To se tumacilo time Sto se ipak radilo o stani¢nim kulturama razliCitih
vrsta, naime oc¢igledno je da je doSlo do aksonsko-glijalne interakcije ali medij ipak
nije bio odgovaraju¢i za konacCni proces mijelinizacije. PokuSano je stoga s
kulturama humanih potpuno diferenciranih neurona koji  eksprimiraju
neurofilamente (dobivenih iz stanica humanog koriokarcinoma) ¢ime je zaista
uoCeno postojanje brojnih zona aksonsko-glijalnih sveza kao 1 pocetaka
mijelinizacijskih procesa. Ipak, niti ultrastrukturne elektronskomikroskopske
analize nisu uspjele detektirati kompaktan mijelin Sto ipak ukazuje na potrebu
dodatnih faktora za proces mijelinizacije odnosno re-mijelinizacije. ¢*2%-7-253:8

S obzirom na neospornu potrebu medudjelovanja aksona i glije tijekom
mijelinizacijskih procesa, postavlja se pitanje kako je remijelinizacija uopce
moguca u slucaju oStecenja neurona, odnosno aksona, odnosno postavlja se pitanje
regeneracije samog aksona. Danas se smatra da regeneraciju aksona djelomi¢no
sprijeCava 1 samo postojanje potpuno diferenciranih oligodendrocita, a 1 da postoji
Cisto mehani¢ki ograni¢avajuéi faktor &iji su uzrok astrociti. “**% Mozda je
nemogucnost regeneracije aksona centralnog zZiv€anog sustava odraslog organizma
cijena koja je placena joS u razvojnoj fazi, kada je okolina u jednom trenutku
trebala postati inhibitorni ¢imbenik daljnjeg rasta aksona, koji u suprotnom ne bi
bio smjeSten u odgovarajuem ciljnom podrucju. In-vitro je zaista dokazano da
astrociti, oligodendrociti pa 1 sam mijelin u CNS-u svaki za sebe mogu aktivno
zaustaviti neuronski rast. Ipak izgleda da je utjecaj uzajaman i reciprocan, naime
kolikogod navedene stanice sprijeCavaju daljnji rast neurona, neke supstance
dobivene iz oligodendrocita upravo omogucavaju preZivljenje tog istog neurona.
Eksperimentima na kulturi stanica miSa dokazano je da su bas oligodendrociti onaj
kljucni ¢imbenik koji odreduje broj i debljinu aksona optickog Zivca. Dodatno je

uoceno da OG luce i odredeni faktor koji je potreban za razvoj to¢no odredenog
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broja specificnih Na+-ionskih kanala na aksonu koji se razvija ¢ime indirektno
utje¢u i na konaénu debljinu aksona, #>%37-38:39.8386)

Astrociti sasvim sigurno imaju ulogu u sprijeCavanju regeneracije aksona. Prema
danasnjim saznanjima izgleda da ju blokiraju mehanizmima koji induciraju signale
za zaustavljanje normalnog procesa rasta. Dodatni dokaz ove tvrdnje je i ¢injenica
da su Ziv€ana vlakna koja se ne regeneriraju uvijek u kontaktu s astrocitima.
Molekule matriksa stanice astrocita za koje se zna da imaju svojstva inhibicije rasta
su proteoglikani (citotaktin/tenascin i hondroitin-6-sulfat). ¢*¢3667677

Ranije je spomenuto da (usprkos svom vaZznom pozitivhom utjecaju na maturaciju
aksona u razvojnoj fazi centralnog Zziv€anog sustava) oligodendrociti takoder
inhibiraju rast aksona. Primije¢eno je naime da zreli OG izluCuju posebne
mijelinske proteine koji imaju inhibitorna svojstva, te da u stanjima njihove
oCuvanosti rast aksona nece biti moguc. Prilikom povreda kraljeZznicne moZzdine,
nakon kojih je uocen rast i regeneracija aksona, potvrdeno je da se u tom slucaju
radi o medijima koji nisu mijelinizirani (pa nema niti zrelth OG) ili da se u tim
medijima dokazalo prisustvo antitijela na inhibitorne proteine oligodendrocita, koji
su se tamo mogli zate¢i vrlo vjerojatno zbog posttraumatski pojacane propusnosti
HLB. IstraZivanja koja su radena i na drugim Zivotinjskim vrstama kao i na
humanom materijalu pokazala su da je za regeneracijske procese potreban i
imunoloSki odnosno upalni odgovor, koji moZe utjecati na promociju regeneracije.
Takvo miSljenje podupire i Cinjenica da regenerativni procesi u znatno bolje
“izoliranom” centralnom Ziv€anom sustavu gotovo i ne postoje, u komparaciji s

e e 7
perifernim Zivéanim sustavom, ©72*"
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3. FAKTORI RASTA I NJIHOV UTJECAJ NA RAZVOJ GLIJA STANICA

Iz svih dosadasnjih istraZzivanja procesa 1 ¢imbenika mijelinizacije vidljivo je da
isklju¢ivo medudjelovanje neurona i glije nije dovoljno za fizioloske procese
mijelinizacije. Vec¢ tijekom razvoja stanica glije a kasnije 1 tijekom Ccitavog
njihovog Zivotnog razdoblja ispunjavanja fizioloSkih zadaca, dokazano su potrebni
specificni ¢imbenici okoline, odnosno medija u kojem se navedeni procesi
dogadaju. Danasnja su saznanja jasno potvrdila neobi¢no vaznu ulogu vise obitelji
specifi¢nih supstanci iz grupe hormona, nazvanih “faktorima rasta”. Njihova je
uloga klju¢na u tocno odredenim razvojnim fazama centralnog Ziv€anog sustava, a
u vecoj ili manjoj mjeri djeluju tijekom Citavog Zivota. Ispitivanja pojedinih obitelji
faktora rasta traju uvelike jo§ i danas, a u sklopu demijelinizacijskih bolesti,
posebno su zanimljive one za koje se dokazano zna njihov utjecaj na razvoj i

funkcioniranje glija stanica.
(1,22,23,35,36,37,86,87,88,89,90,91,92,93,94,95,96,97,98,99,100,101,102,103,104,105,106,107,108,109)
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3.1 Trombociticki faktor rasta (PDGF - Plateled-derived growth factor)

TrombocitiCki faktor rasta je jedan od relativno dobro definiranih faktora rasta,
kako Sto se ti¢e njegove ultrastrukturalne podloge tako i Sto se tiCe njegove uloge

(12223578589 1z0leda da je uloga PDGF-a najvise

tijekom razvoja glija stanica.
1zrazena tijekom razvoja glije u fazi nastanka stanica progenitora. Samostalno ili u
sinergistiCkim djelovanjem s nekim drugim faktorima rasta PDGF utjeCe na
proliferaciju, migraciju 1 prezivljenje progenitorskih stanica, a neSto manje 1 na
pocetne stadije njihove diferencijacije. PDGF ima izrazito mitogeno djelovanje,
poglavito na prekursorske stanice. Izgleda medutim da je njegovo djelovanje
ograni¢eno na unaprijed to¢no odreden broj stanica. Tijekom ispitivanja stanica
optickog Zivca Stakora uo€eno je da se te stanice u prisustvu PDGF-a umnazavaju i
to u viSe ciklusa, da bi se potom koordinirano stvarale grupe postmitotiCkih
oligodendrocita. Reakcija na PDGF 1 njezin intenzitet izravno su ovisni 0O
postojanju i koli¢ini alfaPDGF receptora na povrsini progenitora oligodendrocita.
Uoceno je da vremenska 1 prostorna raspodjela stanica koje eksprimiraju alfaPDGF
receptore tono odgovara vremenskom i prostornom rasporedu progenitorskih glija
stanica, 87-88:89.9091)
PDGF u centralnom Ziv€anom sustavu izluuju astrociti 1 neuroni. Neka

istrazivanja pokazuju da je njegova uloga u zrelom centralnom ziv€anom sustavu

relativno neznatna. Poznato je da moze podrzati prezivljenje prekursorskih glija
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stanica pa i pro-oligodendrocita, medutim potpuno je beskoristan u cilju odrzavanja
zrelog OG na Zivotu. Ipak zna se da pokrece bioloski odgovor na brojnim (joS
nedovoljno poznatim) sustavima, S$to sasvim sigurno moze opravdati 1 njegovo
postojanje u odraslom organizmu. Dovodi takoder do aktivacije genskih sustava,
proliferacije stanica, pojaCane motilnosti stanica 1ili pojaCane sekrecijske
mogucnosti stanica. Osim §to je u razvojnom stadiju glije izrazito mitogen, PDGF
pojacava i1 motilitet prekursora OG. Takva stanica zadobiva bipolarni oblik, a
njegova nova morfologija potpuno je neovisna o sintezi DNA, medutim zahtjeva
transkripciju 1 translaciju gena de novo Sto je ocito rezultat djelovanja PDGF-a 1
nestaje oduzimanjem tog faktora iz medija. “**"*?

Izgleda da u nekim fazama razvoja sinergisticki djeluje s fibroblastiCkim faktorom
rasta (FGF) 1 to poglavito u fazi proliferacije progenitora, pojaCavajuci mitogene
sposobnosti medija. ©*

Najnovija su istrazivanja dodatno dokazala da dimerni oblik PDGF-a luce astrociti
tip-1 upravo u razvojnoj fazi proliferacije oligodendroglije. Prvenstveno se to
odnosi na proliferaciju stani¢nog reda O-2A progenitorskih stanica na koje PDGF
ima snazan mitogeni efekt. UocCeno je da te stanice imaju izrazito brojne receptore s
visokim afinitetom ba§ za PDGF ¢&ime se objasnjava utjecaj tog faktora rasta. "
PDGF je zasigurno znacajan faktor rasta upravo za stanice glije. Posredan dokaz
njegove mitogene aktivnosti je 1 njegovo prisustvo u patoloSkim uvjetima,
poglavito u gliomskim tumorima ¢ije stanice izlu¢uju PDGF-u slicne molekule u
visokim koncentracijama i sintetiziraju PDGF mRNA.

Osim jasne mitogene aktivnosti, izgleda da je PDGF znacajan 1 za migraciju
progenitorskih stanica tipa O-2A budu¢i da im znacajno povecava motilitet u
eksperimentalnim uvjetima.

Vjerojatno PDGF ima viSe uloga tijekom razvoja glija stanica, prvenstveno u cilju

promocije proliferacije ali 1 migracije prekursorskih stanica, Sto bi moglo imati
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implikacije 1 tijekom reparacijskih mehanizama nakon demijelinizacije.
(87.88,89,90,91,92)

3.2. Fibroblasticki faktor rasta I i Il (FGF - Fibroblast growth factor)

Obitelj fibroblastickog faktora rasta ima dva ¢lana nazvana I i II, odnosno tzv.
“kiseli”FGF (acidic FGF — aFGF) i “luznati”FGF (basic FGF — bFGF). ®” Njihova
uloga je takoder posebno znacajna tijekom razvoja glija stanica, ali je isto tako vrlo
cesto uvjetovana drugim karakteristikama medija. To su prvenstveno faktori koji
(samostalno ili sinergisti¢ki) djeluju mitogeno na stanice progenitora OG, ali u
kasnijim fazama mogu zaustaviti diferencijaciju OG zbog izrazito mitogenog efekta
na progenitorske stanice, ili, u slu€aju istovremenog prisustva astrocita u mediju,
imati sasvim suprotan uc¢inak djelujuci u cilju promocije diferencijacije. (88.93.99)
Pojacavaju¢i ekspresiju alfaPDGF receptora, djeluju sinergisticki s PDGF-om
prvenstveno pojacavaju¢i njegovo mitogeno 1 migracijsko djelovanje, iako joS
uvijek nije sigurno da li FGF djeluje 1 izravno na migraciju progenitora
oligodendrocita. (88.90.93.94)

Moze se dokazati i tijekom razvoja CNS-a (tada preteZzno u podru¢jima gdje se
razvija neuroepitel 1 u kortikalnoj plo¢i) ali 1 u odraslom mozgu gdje se pretezno
nalazi u glija stanicama i neuronima. Kako se u odraslom mozgu nije uspio
dokazati specifi¢ni signal za sekreciju FGF-a, jedna od teorija smatra da se taj
faktor rasta lu¢i iskljuivo kada dode do oStecenja tkiva te djeluje tijekom

regeneracije navedenog podrucja. Ipak najnovija istraZzivanja upucuju da se FGF

moze izluCivati alternativnim putem 1 iz zdravih stanica, te da im nije potreban
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klasi¢ni hidrofobni signal. Takoder je dokazano da raste koncentracija FGF-al
tijekom ponovnog stvaranja mijelina u odraslom CNS-a, Sto ukazuje 1 na njegovu
ulogu u remijelinizacijskim procesima. DosadasSnja istrazivanja te ¢injenice ukazala
su da FGF nije neophodno potreban za odrZzavanje OG na Zivotu, medutim da
svojim djelovanjem na zreli oligodendrocit itekako moZze biti koristan u procesima
ponovne sinteze mijelina. Izgleda naime da FGF moze inducirati dediferencijaju,
odnosno ponovno vracanje zrelog oligodendrocita u njegov mitoticki progenitor,
iako je tijekom nekih eksperimenata uoceno da to moZe dovesti i do programirane
smrti te stanice, odnosno njezine apoptoze. &78534%)

Zanimljive su 1 interakcije FGF-a s nekim drugim supstancama u mediju.
Upotrijebljen zajedno s transformiraju¢im faktorom rasta beta (TGFB) povecat e
njegov inhibitorni efekt na diobu progenitorskih stanica, dok su njegova vlastita
mitogena svojstva povec¢ana medusobnim djelovanjem s heparinom ili
proteoglikanima koji se nalaze na povrSini stanica ili u ekstracelularnom matriksu.
87)

Takva saznanja dokazuju da 1 OG 1 njegov progenitor imaju razli¢ite odgovore na
razliCite kombinacije faktora rasta ili nekih drugih supstanci, te da je za adekvatnu
reakciju u pojedinim fizioloSkim ili patofizioloSkim stanjima potrebna sinergisti¢ka

.. v . . 7 4
reakcija tocno odredenih supstanci. (87:90.94.95.96)
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3.3. Transformirajucéi faktor rasta beta (TGFf - transforming growth factor
beta)

Transformirajuci faktor rasta beta (TGFB) pojavljuje se relativno kasno u procesu
razvoja glija stanica, odnosno nakon migracije 1 pri kraju proliferacije
progenitorskih stanica. (97)

Nazvan je 1 “kontrolorom” stani¢nog ciklusa, budu¢i da pod njegovim utjecajem
dolazi do inhibicije diobe stanice i sprijeCavanja njezine proliferacije. Tako nastaju
preduvjeti za pocetak diferencijacije. Njegovo je djelovanje opre¢no PDGF-u, a
pojacavaju ga 1 FGF 1 inzulinu-sli¢an faktor rasta (IGF), snaZzan promotor
diferencijacije progenitora. Zanimljivo je da u toj fazi zapocCinje 1 djelovanje nekih
drugih supstanci kao $to su tiroidni hormon, neki steroidni hormoni 1 retinoidi.
Ocito da je 1 njihovo prisustvo potrebno za pravilan tijek zriobe OG pa 1
mijelinizacije. In vitro je, naime, dokazano da tiroidni hormon dovodi do povecanja
broja oligodendrocita, a 1 in vitro 1 in vivo je uoCeno da smanjenje koncentracije tog
hormona dovodi do redukcije mijelinizacije. Zanimljiva je i Cinjenica, koju je
nedavno objavila grupa autora, da je u muskih bolesnika s demijelinizacijskom
bolesti tipa multiple skleroze uoCen znafajno vec¢i postotak oboljelih od
autoimunog tireoiditisa, a tezina bolesti odnosno razvoj teskog oblika hipotireoze
bio je izraZeniji.

Uloga ostale dvije supstance u ovoj fazi mijelinizacijskog procesa za sada joS nije

sasvim jasna iako izgleda da i one dovode do indukcije diferencijacije progenitora.
(97,98)

41



Transformiraju¢i faktor rasta beta izluCuju sami progenitori oligodendrocitnih
stanica (barem u in vitro uvjetima), dok njegova eventualna uloga u odraslom CNS-

u nije joS dokazana. ©8)

3.4. Inzulinu slic¢an faktor rasta I i II (IGF - insulin-like growth factor I and II)

Posljednja skupina faktora rasta neophodna u razvoju glija stanica i procesu
mijelinizacije su inzulinu-sli¢ni faktori rasta I i II (IGFI i IGFII). ®'% Prema
dosadaSnjim saznanjima ta je obitelj faktora rasta vjerojatno najSireg spektra
djelovanja kako u razvojnoj dobi tako 1 u odraslom CNS-u, buduc¢i da se djelovanje
tih faktora proteze tijekom sve tri faze razvoja glije (proliferativnoj, migracijskoj i
diferencijacijskoj) a takoder su i znaCajan promotor mijelinizacije. To je takoder i
obitelj somatomedina koja pripada najbolje istrazenim faktorima rasta. 1°”

Inzulinu-slican faktor rasta je mitogen za prekursore oligodendrocita, bitan je u
diferencijaciji OG, ali 1 za njihovo prezivljenje u zrelom obliku. Receptori za IGF
prisutni su na A2B5-pozitivnom oligodendrocitnom progenitoru kao 1 na GC-
pozitivnom OG, aktiviraju ih fizioloSke koncentracije IGFI 1 IGFII ali 1 visoke
koncentracije inzulina. Uistinu, u brojnim standardnim medijima kultura stanica,
uobicajene koli¢ine inzulina dovoljne su za aktivaciju navedenih receptora.
Njihovom se pak aktivacijom inducira signal za inkorporaciju odredenih
proteinskih struktura u DNA A2BS5-pozitivnog OG progenitora i O4-pozitivnog
kasnog progenitora (pro-oligodendrocita) i za posljedi¢no pove€anje broja stanica.
Indukcijom transkripcije gena IGF promovira diferencijaciju prekursora u GC-
pozitivan oligodendrocit ali 1 povisuje razinu mijelin-specifi¢ne genske ekspresije u

- . (100,101,102
oligodendrocitu. ¢ 00.101,102)
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Mehanizmi indukcije genske ekspresije aktivacijom IGF ili vrlo bliskih inzulinskih
receptora za IGF danas su dobrim dijelom poznati. Vezanje liganda za bilo koji od
tih receptora dovodi do aktivacije unutraSnje tirozin kinaze na B-podjedinici
receptora 1 do fosforiliziranja tirozina s bazi¢nim skupinama proteina. Oni sluze
kao mjesta vezivanja i aktivacije specifi¢nih proteinskih molekula koja svaka za
sebe potom aktivira kaskadu zbivanja bitnih u sintezi mijelina. Posebno uzgojeni
miSevi kojima kongenitalno nedostaje makar samo jedna od navedenih specifi¢nih
proteinskih molekula, imaju do 25%-50% manju masu mijelina unutar centralnog
Ziv€anog sustava. (101,102

Inzulinu-sli¢éni faktori rasta vjerojatno imaju znacajnije mjesto u razvoju
oligodendroglije nego u razvoju astroglije. Pokazano je da fizioloSke koncentracije
IGF-a povisuju broj oligodendrocita u mijeSanoj kulturi stanica za viSe od Sesdeset
puta, dok broj astrocita nikada nije porastao za viSe od dva puta. Dodavanjem IGF
u kulturu glija stanica u kojoj su prisutni i aksoni, dovodi do znacajnog porasta u
sintezi mijelina, !°*'1102109)

Porijeklo IGF-a je izgleda dvojako. Danas je sigurno da se velik dio tog faktora
rasta sintentizira 1 proizvodi lokalno, unutar CNS-a. Molekule IGF mogu pro¢i 1
kroz HLB i u¢i u CNS iz cirkulacije, iako se smatra da je to sekundarni izvor IGF-
a. U glodavaca, IGF-I i IGF-II kao i njihove mRNA, nadene su i u fetalnom,
neonatalnom kao i odraslom mozgu, uz najvece koncentracije tijekom prvih
nekoliko postnatalnih tjedana. %

Najvece koncentracije IGF-all eksprimiraju koroidni pleksus i meninge a
zahvaljuju¢i uskom kontaktu s likvorskim prostorima, IGF-II moze do¢i u sve
dijelove centralnog Ziv€anog sustava. Najjaca ekspresija IGF-al nalazi se u
neuronima s velikom duZinom aksona, odnosno upravo u onima koje treba

mijelinizirati. NeSto niza ekspresija nalazi se u astrocitima, ali 1 u O4-pozitivnim

oligodendrocitnim progenitorima. Ovo sugerira 1 djelomi¢nu autoregulaciju
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odnosno autokrinu funkciju progenitora §to moZe biti bitna rezerva faktora rasta za
pocetak diferencijacijskog procesa. Maturacijom oligodendrocita, odnosno u Casu
kada oni postanu GC - pozitivni, prestaje njihova moguénost lu¢enja IGF-a, ¢ime
postaju potpuno ovisni o tom faktoru dobivenom iz vanjskih izvora, iako se jaina
njihovog biolo§kog odgovora na tu supstancu ne smanjuje. !>

Posebno odabran eksperimentalni soj miSeva (tzv. “transgenic” 1 “knockout”
miSevi) vrlo je Cesto upotrebljavan za in vivo proucavanja uloga inzulinu sli¢nog
faktora rasta. Kod tih je sojeva, koje su eksprimirale IGF za viSe od nekoliko puta
od normalnih, uo¢en vrlo blagi porast u tjelesnoj tezini ali je zato mozak bio veci za
najmanje 55% u odnosu na druge sojeve, a sadrzavao je 1 dvostruko vece koli¢ine
mijelina. Broj oligodendrocita bio je medutim veéi za svega 25%, tako da je
povecanje mijelina u stvari bilo rezultat povecane sinteze mijelina jedne stanice.
Zaklju¢eno je stoga da IGF, osim Sto je potreban prilikom diferencijacije
oligodendrocita, izravno utjeCe na sintezu mijelina povecavajuci koliCine
sintetiziranog mijelina ¢ine¢i mijelinski omota¢ pojedinog aksona zna¢ajno debljim
nego u normalnih sojeva. Ipak, ovi rezultati donekle su u koliziji s rezultatima
eksperimenata in vitro, gdje je porast broja OG znacajno veci nego u navedenim
istrazivanjima. U in vivo ispitivanjima usporeduje se medutim promijenjeni soj s
normalnim a ne posebnim kulturama stanica kod kojih uop¢e nema IGF-a. To
upucuje na to da je u normalnim okolnostima koli¢ina IGF-a tolika da moze
proizvesti gotovo maksimalnu mogucu koli¢inu oligodendrocita dok s druge strane
kompenzatorni mehanizmi onemogucavaju povecanu produkciju oligodendrocita.
(1,22,23,99,100,101,102,103)

S druge strane, u brojnim je eksperimentima upotrebljen 1 soj miSeva s deficitom
IGF-a u kojih je redovito uofena manja koli¢ina mijelina u mozgu. U miSeva u
kojih je IGF-I potpuno inaktiviran uo€eno je 40% smanjenje porodajne teZine, a

Cak do 95% tih zivotinja je ugibalo 1 prije nastupa mijelinizacije. Kod prezivjelih
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uocCena je ozbiljna hipomijelinizacija CNS-a, a i broj OG je bio manji od
normalnog. Najmanje promjena je bilo u stani¢nom redu astrocita 1 neurona. Broj
aksona je takoder bio tek neznatno smanjen, medutim izrazito mali broj aksona je
bio mijeliniziran a i oni su imali vrlo tanak sloj mijelina. Izgleda stoga da je
hipomijelinizacija rezultat i smanjenog broja OG ali i smanjene sinteze mijelina u
nedostatku IGF-a. Tako je, dakle, mijelinizacija moguca 1 bez IGF-a, ipak je ovako
izrazena hipomijelinizacija oCit dokaz da je IGF glavni promotor mijelinizacije.
Izgleda takoder da u mijelinizaciji vecu ulogu ima IGF-I. U odvojenim sojevima,
kod kojih su posebno inaktivirani IGF-I 1 IGF-II, u prvom slu¢aju je uocena
opisana hipomijelinizacija, dok je u drugom uo€eno primarno prenatalno smanjenje
teZine 1 postnatalno zaustavljanje rasta eksperimentalne Zivotinje, ali nije bilo
promjena u mijelinizaciji. ***>'%

Prekid genskog koda za receptore za IGF (i to obje podjedinice) uzrokuje najvece
promjene. Takvi su sojevi pri rodenju 40% manji od normalnih, a umiru tijekom
nekoliko minuta po porodu. Razvoj OG tih sojeva je izrazito oStecen 1 vrlo mali
broj doseze GC-pozitivnu fazu. (100,101

Prema navedenim rezultatima klju¢no djelovanje IGF je na diferencijaciju OG a tek
potom na promociju mijelinizacije, pri ¢emu znacajniju ulogu igra inzulinu-sli¢an
faktor rasta I. %%

Koncentracija IGF-a, a poglavito IGF-I unutar organizma ovisi o kompleksnim
interakcijama izmedu njegove produkcije i sekrecije unutar hepatocita, vezivanju sa
specificnim proteinskim nosafima, njegovoj proteolitickoj razgradnji 1 njegovom
prijenosu u razli¢ite organske sustave. (0+!0%-106.107.108.109)

Cimbenici koji najvise utjeéu na sintezu IGF-a su nutricionalni status samog

: . 99,100,103,106,107
organizma i nadasve hormon rasta. * )
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4. HORMON RASTA I NJEGOVA ULOGA U PROCESIMA
MIJELINIZACIJE

U dosadasSnjem je tekstu iznesena vaznost medudjelovanja brojnih faktora koji
sudjeluju u sloZenom procesu mijelinizacije. Mehanizam djelovanja navedenih
¢imbenika poznat je u vecoj ili manjoj mjeri a pogotovo se to odnosi na faktore koji
upravljaju slijedom zbivanja u razvojnoj fazi centralnog Ziv€anog sustava. Takoder
je jasno da postoje tvari ili sustavi koji su nadredeni opisanima, te tako osiguravaju
upravo potrebnu sekvencu zbivanja. (12223, 10.11H

Ve¢ se dugo zna da je sustavu somatomedina nadreden somatotropin, odnosno
hormon rasta.Najnovija su istrazivanja dokazala da hormon rasta (osim njegovih
ve¢ duze poznatih utjecaja na razvoj somatskog sustava) izravno sudjeluje u
mijelinizacijskim procesima, vaZzan je u autokrinoj regulaciji faktora rasta u
centralnom ziv€anom sustavu (poglavito inzulinu-sli¢nih faktora rasta), a receptori
za hormon rasta aktivni su kako tijekom razvoja centralnog Ziv€anog sustava, tako i
u odrasloj dobi, (12223110111112113,114.115)
Vrlo je stoga vjerojatno da je hormon rasta jedan od nadredenih autoregulatora
barem nekih sekvenci tijekom razvoja glije 1 procesa mijelinizacije, a opseg
njegovog utjecaja na fizioloSke ali 1 patofizioloSke mehanizme tog sloZenog

o . . (116,117,118,119,120,121,122,123,124,125,126,127
zbivanja, tek treba dovoljno upoznati. ¢ )
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4.1. Biokemijska svojstva hormona rasta (HR)

Hormon rasta (HR) sloZena je peptidna supstanca kodirana genomom koji se nalazi
na dugom kraku sedamnaestog kromosoma (17q22-q24 i sadrzi 191 (22kDa) 1 176
(20kDa) izooblika). ' Secernira ga pituitarna Zlijezda, odnosno kultura pituitarnih
stanica in vitro. Njegovo izlu€ivanje ve¢im je dijelom regulirano posebnim
hormonskim sustavom u kojem osnovno mjesto zauzima somatostatin (inhibitorni
sustav) 1 faktor koji stimulira sekreciju hormona rasta (Growth hormone-releasing
factor — GHRH) kojeg se nalazi u neuronima hipotalamusa 1 koji izravno djeluje na
pituitarnu Zlijezdu. Dokazano je da se prednji dio pituitarne zlijezde sastoji od 5
razliitih tipova stanica koje sve proizvode razliCite hormone, a reagiraju na
intrapituitarne hormonske signale putem citokina i faktora rasta. '*''"'"? Posebnu
ulogu u navedenim interakcijama imaju molekule stani¢ne adhezije (cell adhesion
molecules — CAMs) za koje se danas zna da su kljuéne u mehanizmima stani¢ne
proliferacije, diferencijacije mitogeneze 1 na kraju apoptoze. Najznacajniji
predstavnici CAMs-a su imunoglobulinu-sli¢ne molekule i1 kadherini. Danas se zna
da je sekrecija hormona rasta ovisna ne samo o (do sada poznatim) somatostatinu i
GHRH-u, ve¢ 1 o spomenutim stanicama CAMs-a 1 tek nedavno otkrivenom
somatskom faktoru — peptidu grelinu. Grelin je prvi puta otkriven 1999. godine kao
prirodni endogeni ligand za receptore HR, a prvenstveno se sintetizira u sluznici
Zzeluca. DosadaSnja istraZivanja su pokazala da je grelin mocan stimulator
otpuStanja hormona rasta iz pituitarne Zlijezde, a neka istrazivanja upucuju i da ima

centralno djelovanje. '
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Sinteza HR vjerojatno se dogada unutar samog centralnog ziv€éanog sustava, buduci
da je mRNA (“messenger’RNA) za HR prisutna u brojnim regijama mozga.
Najveca koncentracija HR nadena je u amigdalama, hipokampusu, hipotalamusu
(ipak, to su koncentracije koje iznose svega otprilike 1% onih iz prednjeg dijela
pituitarne Zlijezde). Receptore za HR nalazimo u cijelom humanom organizmu, a u
centralnom Ziv€anom sustavu poglavito u podru¢ju pleksusa korioideusa, iako ih
se nalazi i u frontalnom korteksu, hipokampusu, nukleusu kaudatusu, hipotalamusu,
putamenu, talamusu kao i u podrucju ponsa 1 medule, a u nekih Zivotinjskih vrsta
jasno je veca koncentracija HR kod Zenskih jedinki. Ustanovljeno je takoder da
postoji spolna razlika u koliCini receptora za HR, odnosno da ih Zene imaju obi¢no
u veCem broju. Receptor hormona rasta je veliki transmembranski glikoprotein
koji sadrzi 620 aminokiselinskih lanaca 1 zahtijeva znaCajne energetske rezerve za
kodiranje 1 transkripciju svojih genoma, pa njegovo postojanje unutar brojnih regija
centralnog Ziv€anog sustava svakako upucuje na potrebu za HR tijekom cCitavog
Jivota organizma, (1112113114115
Smatra se da najveci broj receptora za HR upravo u podrucju korioidnog pleksusa
sluzi aktivnom prijenosu te molekule iz plazme u podrucje centralnog Ziv€anog
sustava. Prolaz HR kroz inace nepropusnu HLB za molekule te veli¢ine sasvim je
sigurno moguc. Istrazivanja u kojima je u bolesnika s verificiranim deficitom HR u
terapijske svrhe parenteralno primijenjen HR, te u kojih su mjerene vrijednosti tog
hormona u serumu i cerebrospinalnom likvoru prije i mjesec dana nakon terapije,
pokazala su da je doSlo do viSestrukog (u nekih bolesnika Cak i1 deseterostrukog)
porasta vrijednosti HR u likvoru, §to se moZe objasniti prolaskom te molekule kroz
HLB 0117 Treba naglasiti da je ¢ak 50% HR u plazmi vezano uz specifi¢ni
transportni protein («GH binding protein» - GHBP) koji prvenstveno sluZi
odrzavanju stalnih potrebnih koncentracija HR u plazmi (kako one ne bi previSe

ovisile o njegovim poznatim znaCajnim dnevnim oscilacijama). Za vecinu
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serumskih proteina zna se da, ukoliko prolaze kroz HLB, onda je to omoguceno
ultrafiltracijom 1 u potpunosti ovisi o veli¢ini molekule. Za HR vjerojatno postoje
alternativni putevi, pretpostavlja se zahvaljujuc¢i transportu koji je posredovan
receptorima HR unutar korioidnog pleksusa. Bez obzira na nacin, mogucnost
prolaza HR kroz HLB postoji, budu¢i da je viSe autora ustanovilo opisano
povecanje koncentracije HR u CSL, koje je ovisno 1 o primijenjenoj dozi hormona,
iako taj porast koncentracije nije jasno proporcionalan. VaZzno je naglasiti da prolaz
HR kroz HLB nije ovisio (ili bio poja¢an) u oSte¢enju i pojacanoj propusnosti
HLB, Sto je dokazano u sklopu nekoliko razli¢itih istraZivanja. Poznato je takoder
da propusnost HLB za HR raste kod traume CNS-a poglavito hipokampalne,
cerebelarne ili opcenito kortikalne regije. Ta se pojacana propusnost tumaci
lokalnim otpuStanjem vazoaktivnih supstanci putem mehanizama potpomognutim
antioksidansima. Propusnost je takoder ovisna o dobi a najveca je u vrijeme
fetalnog razvoja. (H6.117.118)

Danas postoji viSe teorija o porijeklu HR u CNS-u, a vecina podataka dobivena je
eksperimentalno uglavnom na glodavcima. Istrazivanja su pokazala da je
koncentracija mRNA najveca u hipotalamusu, te da izrazito reagira na koli¢inu
hormona koji djeluje na otpuStanje HR dok joj se aktivnost smanjuje pod utjecajem
stresa. Jedan od kljucnih dokaza neuralne autonomne sekrecije 1 regulacije
koncentracije HR jest cCinjenica da se pituitarni HR razvija 1 diferencira
ontogenetski zna¢ajno kasnije od HR koji se nalazi u CNS-u. "'” HR je u CNS-u
humanog embrija prisutan otprilike u 8 tjednu gestacije, $to je bitno ranije nego Sto
se javlja u pituitarnoj Zlijezdi, naime na kraju prvog trimestra gestacije. Nadalje,
uoceno je da je najjaca imunoreaktivnost HR tijekom razvojnog razdoblja CNS-a
kada mu je i koncentracija u neuronalnom i glijalnom tkivu najviga. ¢'%!"*129

Tijekom posljednjih tridesetak godina nekoliko se puta pokuSala  odrediti

koncentracija hormona rasta u likvoru bolesnika oboljelih od razli€itih neuroloskih
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oboljenja kao i u kontrolnih pojedinaca. '®!''"#12*120 Najvige podataka postoji o
koncentraciji HR u likvoru u bolesnika u kojih je verificiran deficit tog hormona.
Prvi pokuSaji odredivanja koncentracije HR wu likvoru datiraju od ranih
sedamdesetih godina kada je u 12 bolesnika s akromegalijom i 8 bolesnika bez
dokazane pituitarne bolesti izmjerena koncentracija HR u likvoru. "' U tom je
ispitivanju kontrolna skupina bolesnika (njih osam) imala izrazito niske, u Sest
bolesnika ¢ak nemjerljive vrijednosti HR. Bolesnici s akromegalijom imali su oko
pet puta vece vrijednosti HR u likvoru. U slicnom ispitivanju, ali gotovo petnaest
godina kasnije, mjerenja su izvrSena u standardiziranim uvjetima, na dvadeset i
jednom bolesniku s razli¢itim neuroloskim bolestima ali bez dokazane bolesti
pituitarne Zlijezde. Srednja vrijednost koncentracije hormona rasta u toj je skupini
bolesnika iznosila 0,43 ng/ml (+/- 2.1). U jednom drugom istraZivanju (radenom
krajem sedamdesetih godina) koje je radeno na kontrolnoj skupini od 43 bolesnika
u kojih nije bila dokazana hipotalami¢ko-pituitarna disfunkcija, vrijednost HR u
likvoru bila je 0.35 ng/ml (+/- 0.03). 11+ H3116118121)

DanaSnja se saznanja o biokinetici HR temelje uglavnom na mjerenjima
koncentracija 1 njihovim cirkadijanim kretanjima u plazmi. (01200 poznato je da
koncentracija HR nije jednaka tijekom 24 sata, da ovisi o bioritmu odredene osobe,
kao 1 da postoje spolne razlike. Uoceno je da u zdravog pojedinca unutar 24 sata
dolazi do viSe naglih skokova koncentracije HR (njih otprilike 10-12), koji mogu
biti izazvani i nekim dokazanim vanjskim utjecajima (kao Sto su na primjer
hipoglikemija ili fizi€ki napor) a da je konstantan porast koncentracije HR odmah
nakon usnivanja 1 traje i do dva sata nakon usnivanja. Uoceno je da se u ljudi u
kojih je bioritam bio mijenjan, isti porast uo¢ava nakon usnivanja, makar se ono
dogadalo u razli¢itim dijelovima 24-satnog ciklusa. I bez spavanja u vecine ljudi
najveci porast koncentracije nastupa otprilike nakon 22 sata. ProuCavanjem faza

spavanja, odnosno polisomnografskim metodama, uoceno je da je maksimalna
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koncentracija HR u plazmi nekoliko minuta nakon S§to se u
elektroencefalografskom zapisu pojave spori delta valovi. U musSkaraca je moguce
da se navedeni porast koncentracije uoci samo u toj fazi dnevnog ciklusa, dok inace
koncentracija HR ostaje stabilna. U Zena je medutim uobicajen i veci broj skokova
tijekom dana, a ponekad onaj prilikom usnivanja i nije najve¢i. Kako je uocena
povezanost stimuliranja sekrecije HR sa estrogenima, te opcenito laktativnim
hormonima, smatra se da upravo zbog poznat