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1. UVOD 

 

 Šećernu bolest (lat. diabetes mellitus) definiramo kao skup poremećaja u metabolizmu 

bjelančevina, masti i ugljikohidrata, te se smatra petim najčešćim uzročnikom smrti u svijetu 

(Shi i Hu 2014). Možemo ju podijeliti u četiri skupine, od kojih klinički dominira dijabetes tipa 

II, te se u pretkliničkom stadiju inzulinska rezistencija (IR) javlja kao skup znakova i sindroma 

koji nastaju zbog neispravnog izlučivanja inzulina. Utjecaj dijabetesa na središnji živčani sustav 

postalo je veliko područje interesa, te su do sada provedena brojna istraživanja koja pokazuju 

veliku promjenu metabolizma dijabetičkog mozga (Mans i sur. 1988; Krukoff i Patel 1990). 

Pokazalo se kako koncentracija glukoze u dijabetičkom mozgu opada kao posljedica 

hiperglikemije, te utječe i na metabolizam neurotransmitera u mozgu (Mooradian i Morin 1991; 

Bellush i Reid 1991). Broj oboljelih u konstantnom je porastu, te prema istraživanjima Svjetske 

zdravstvene organizacije (WHO, eng. World Health Organization) danas od dijabetesa pati više 

od 400 milijuna ljudi u svijetu, od čega sve više djece (Web1).  

 Hiperglikemija biva najčešće uzrokovana nedovoljnim djelovanjem ili lučenjem 

inzulina, no moguća je i kombinacija oba poremećaja (Kokić 2009).  S ciljem identificiranja 

mehanizama koji mogu postaviti temelje za hiperglikemiju te pomoći razvijanju novih terapija 

za liječenje dijabetesa, razvijeni su razni životinjski modeli za istraživanje dijabetesa. Štakor se 

pokazao kao najdominantniji model zbog karakteristika navedenih u daljnjem tekstu, te ga 

PubMed navodi kao glavnu eksperimentalnu životinju u više od milijun istraživanja.  

 Gangliozidi su glavni glikolipidi neuronskih plazmanskih membrana. Njihova 

hidrofobna membranska sidra, ceramidni ostatci, nastaju u endoplazmatskom retikulumu (ER), 

galaktozacija ceramida odvija se na Golgiju i trans-Golgijevoj mreži (TGN, eng. trans-Golgi 

network), a njihova konstitutivna degradacija uglavnom u endolizosomskom odjeljku (Kolter i 

Sandhoff 1999). Iako se u centralnom živčanom sustavu nalaze mnogobrojni gangliozidi, 

dominantna su samo četiri: GM1, GD1, GD1b i GT1b. GM1 se u živčanom sustavu nalazi 

pretežito oko sinapsi i djeluje kao membranski stabilizator koji blokira neuronsku staničnu smrt,  

te pri dijabetičkoj hiperglikemiji utječe na degeneraciju neurona. Najjednostavniji gangliozid, 

GM3, ima važnu ulogu u mehanizmu djelovanja inzulinskih receptora, čija signalizacija 

proizlazi iz glikosfingolipidno obogaćene membranske membrane (lipidnih splavi) koji sadrže 

gangliozide. Smanjenje njegove koncentracije bitno smanjuje inzulinsku rezistenciju, stoga je 

GM3 gangliozid opisan kao negativni regulator signalizacije inzulinskog receptora. Također je 
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zabilježeno da GM3 gangliozid inhibira autofosforilaciju topljivih receptora, što upućuje na 

izravni učinak gangliozida na funkciju receptora (Nojiri i sur. 1991).  

 U radu je detaljnije opisana povezanost GM3 gangliozida s IRS-1 (eng. insulin receptor 

substrate 1) te kako preko signalne kaskade IR-IRS-PI3-kinaza (IR – insulin receptor -> IRS – 

insulin receptor substrate -> PI3 kinaza) utječe na inzulinsku rezistenciju te kako se 

distribuiraju gangliozidi pri normoglikemiji (u zdravom mozgu) te u hiperglikemiji, tj 

dijabetičkom mozgu. 

 

2. OSNOVNI DIO 

2.1. Klasifikacija šećerne bolesti 

Simptomi šećerne bolesti karakterizirani su naglim gubitkom tjelesne težine koji se 

javlja unatoč povećanoj gladi i žeđi, konstantnim stvaranjem osjećaja umora te čestim 

uriniranjem (Web1; Kokić 2009). Tolerancija glukoze ima tri stupnja:  

1) normoglikemija  

2) IGT ili eng. impaired glucose tolerance  

3) šećerna bolest.  

Šećerna bolest može se podijeliti u 4 skupine: šećerna bolest tip I, šećerna bolest tip II, drugi 

specifični tipovi te gestacijska šećerna bolest. 

 Tip I šećerne bolesti pretežito se razvija u djetinjstvu, te je poznat kao juvenilni tip 

dijabetesa. Unatoč vjerovanju da bolest ima nagli početak, autoimuni proces započinje 

godinama ranije. Nastaje kao posljedica autodestrukcije β-stanica Lagerhansovih otočića, te 

obuhvaća 5-10% ukupnih bolesnika sa šećernom bolešću (Tateishi i sur. 2008). Bolest se očituje 

hiperglikemijom i ketoacidozom nakon što je više od 90% β-stanica uništeno, a genetička 

podloga bolesti povezana je s HLA lokusom na kromosomu 6p21. U bijelaca više od 90% 

bolesnika posjeduje HLA-DR3 ili HLA-DR4 alele, ili oba, dok ih opća populacija posjeduje 

oko 40%. Ukoliko se šećerna bolest tipa I pojavi u starijoj dobi, moguć je razvoj Gravesove, 

Addinsonove te drugih autoimunih bolesti. 

Šećerna bolest tipa II obuhvaća 90-95% bolesnika. Većina oboljele populacije starija je 

od 40 godina, no zbog vođenja nezdravog načina života i manjka tjelesne aktivnosti nerijetko 

se pojavljuje i u dječjoj te adolescentskoj dobi. Uzrokovana je kombinacijom inzulinske 
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rezistencije i disfunkcije β-stanica, jer tijelo ne može iskorištavati inzulin kojega proizvodi. 

Oko 80% oboljelih od dijabetesa tipa II je pretilo, a kao odgovor nastaje stanje hiperinzulinizma 

kojim organizam pokušava održati normalne razine glukoze u krvi. Na posljetku dolazi do 

hiperglikemije i pada razine inzulina.  

 U druge specifične tipove pripadaju etiološki svrstani tipovi šećerne bolesti, poput 

monogenetskih defekta β-stanica, genetičkih defekta u inzulinskoj aktivnosti, bolesti 

egzokrinog dijela gušterače i drugi. Šećerna bolest također se može pojaviti i uz različite 

genetičke sindrome, poput Downovog ili Klinefelterovog sindroma.  

Gestacijska šećerna bolest pojavljuje se kao odgovor na netoleranciju glukoze koja 

nastaje u vrijeme trudnoće. U većini slučajeva razina glukoze normalizira se nakon porođaja, 

no neke bolesnice i dalje pokazuju znakove poremećenog metabolizma glukoze i nakon 

trudnoće (Damjanov i sur. 2014). 

 

2.1.1. Patofiziologija dijabetesa tipa 2 

Dijabetes tipa 2 je najčešći oblik dijabetesa čija je patofiziologija dosta složena zbog 

uključenosti brojnih poremećaja fizioloških mehanizama u njen nastanak. Najvažniji od 

mehanizama su neenzimska glikozilacija proteina, aktivacija protein-kinaze C te unutarstanična 

hiperglikemija s poremećenim metabolizmom poliola (Damjanov i sur. 2014). Karakterizira ga 

pretilost, a raspodjela masnog tkiva kao zalihe energije i kao organa koji komunicira s ostalim 

organima i tkivima u tijelu, u organizmu igra bitnu ulogu.  

Tijekom ove bolesti, zbog inzulinske rezistencije dolazi do hiperglikemije koja može 

biti posljedica pojačanog stvaranja glukoze procesom glukoneogeneze u jetri, kao i razgradnje 

glikogena procesom glikolize. Inzulinska rezistencija zapravo predstavlja odgovor inzulinskog 

receptora na inzulin koji je puno manji nego što bi trebao biti u normalnim uvjetima. Zbog 

slabijeg ulaska glukoze u periferna tkiva, dolazi do pojačavanja direktnog lučenja inzulina iz 

gušterače (Kokić 2013). Osim inzulinske rezistencije, moguća je i rezistencija na leptin koja 

dovodi do nakupljanja lipida u mišićima, jetri, gušterači te srcu. Osim pretilosti kao glavnog 

čimbenika inzulinske rezistencije, navodi se i oksidativni stres, točnije slobodni kisikovi 

radikali (ROS, eng. Reactive oxygen species). Te jedinke oštećuju DNA, a nastanak velikih 

količina započinje zbog hiperglikemije te visoke koncentracije masnih kiselina, koje fiziološki 

mehanizmi ne uspiju neutralizirati i odstraniti u potpunosti (Kokić 2013; Valko i sur. 2007).  
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2.1.2. Liječenje dijabetesa tipa 2 

 Osim rada na intenzivnom smanjenju tjelesne težine, povećanom fizičkom aktivnošću i 

kontroliranom prehranom (kontrola unosa ugljikohidrata, masti i kolesterola, soli i alkohola) 

osobama oboljelih od dijabetesa tipa 2 prilikom liječenja daju se inzulinski pripravci, 

betacitotropni ili nebetacitotropni lijekovi.  

Metformin je jedan od značajnijih nebetacitotropnih lijekova koji djeluje s ciljem 

smanjivanja otpornosti na inzulin u perifernim tkivima i jetri (Slika 1). Ujedno smanjuje i 

resorpciju glukoze u crijevima (Zjačić-Rotković 2009). Rösen i Wiernspergen (2006) su 

istraživanjem na štakorima dokazali da liječenjem ovim lijekom dolazi do povećavanja 

antioksidativne aktivnosti, što upućuje da metformin utječe na redukciju oksidativnog stresa 

koji se smatra jednim od  čimbenika inzulinske rezistencije. Time ujedno smanjuje i rizik od 

nastajanja dijabetesa tipa 2, kao i ostalih poremećaja i komplikacija koji su vezani uz ovu bolest 

današnjice. Glavni predstavnik betacitotropnih lijekova je liraglutid koji poboljšava funkciju i 

masu beta stanica. Osim toga, umanjuje apetit te time indirektno utječe na tjelesnu masu. 

Djeluje tako da inhibira dipeptidil-peptidazu-4 ili DPP-4 pri čemu dolazi do smanjenja 

koncentracije šećera u krvi (Novak i Metelko 2011; Montanya i Sesti 2009).  

 

Slika 1. Djelovanje metformina na snižavanje akumulacije lipida i vraćanje inzulinske 

osjetljivosti (Preuzeto i prilagođeno prema Shaw 2013) 
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2.2. Štakor kao model 

Životinjski modeli dijabetesa tipa 2 uključuju modele inzulinske rezistencije i/ili modele 

s disfunkcionalnim beta stanicama jetre. Metabolička fiziologija štakora u mnogočemu 

odgovara ljudskom organizmu, uključujući djelovanje raznih čimbenika (npr. toksina, stresa, 

cjepiva,…) na oblikovanje bolesti (Iannaccone i Jacob 2009),  zbog čega su vrlo korišteni u 

istraživanjima povezanim s dijabetesom (Pokorski i sur. 2018 ; Mayyas i sur. 2018; Chao i sur. 

2018; Romano i sur. 2017). Takvi modeli su pretili, što odražava ljudsko stanje u kojem je 

pretilost povezana s razvojem dijabetesa tipa 2. Vrsta štakora Zucker, nastala 1961.godine 

nakon križanja Merckovog M-soja i Sherman štakora, posjeduje mutirani receptor leptina 

(Phillips i sur. 1996) koji uzrokuje hiperfagiju, zbog čega štakori postaju pretili nakon 4 tjedna 

starosti. Takvi štakori su hiperinzulinemični, hiperlipidemični i hipertenzivni, te imaju nisku 

toleranciju glukoze (Srinivasan i Ramarao 2007). 

Početkom 20. stoljeća, Reed i sur. (2000) objavljuju novi štakorski model za istraživanje 

dijabetesa tipa 2, poznat kao HFD/STZ (eng. high-fat diet/streptozotocin-diabetic rat) model 

štakora, tj. općeniti model za dijabetes tipa 2. Cilj njihova istraživanja bio je razviti model 

štakora koji simulira prirodnu patologiju progresije dijabetesa, od preddijabetesnog stanja i / ili 

inzulinske rezistencije na stanje dijabetesa tipa 2 i hipoinzulinemije, u kratkoj vremenskoj skali. 

Nakon par dana izloženosti STZ tretmanu, štakori koji su imali povišenu razinu glukoze u krvi 

uključeni su u studiju i testirani na metformin. Metformin inducira snižavanje razine glukoze u 

krvi, što je dodatno utvrdilo HFD / STZ model kao štakorski model dijabetesa tipa 2 koji je 

relevantan za ljudsko stanje.  

U kognitivno-psihološkim istraživanjima, štakor se pokazao kao superiorniji i 

inteligentniji model od ostalih organizama, jer je u mogućnosti svladati više problemskih 

zadataka koji su od velike važnosti za istraživanja u području neuroznanosti. Osim što je lako 

dostupan te financijski isplativ, veličina štakora povećava njegovu upotrebu modela za bolesti 

zbog proporcionalnosti važnih organskih podstruktura, na kojima se jasno vidi djelovanje i 

povezanost utjecaja pojedinih lijekova na organe i anatomske strukture. Posljednjih godina 

štakor postaje glavni odabir za istraživanja u području toksikologije i psihologije, posebno u 

farmacijskoj industriji (Iannaccone i Jacob 2009).  

Prilikom ovakvih istraživanja, znanstvenici najčešće koriste modele koji su uzgajani u 

kontroliranim uvjetima poput odgovarajuće temperature s dovoljnom količinom svjetla te 

određenom satnicom mraka. Životinje uzimaju vodu, kao i svu hranu ad libitum. Najčešće se 
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radi o štakorima Sprague-Dawley soja podijeljenih u skupine, od kojih jedna uvijek mora biti 

kontrolna. Prehrana se zasniva na hrani s visokim udjelom masnoće ili na hrani bogatoj 

fruktozom(Chao 2018).  Radi točnosti rezultata, poželjno da se tijekom istraživanja koristi 

jednak broj mužjaka i ženki koji su otprilike jednake starosti te da uvijek budu tretirani na isti 

način. 

Istraživanja na živim organizmima uvijek moraju biti odobrena od strane Etičkog 

povjerenstva, te njima treba biti rukovano prema Hrvatskom zakonu za zaštitu životinja (Web 

2) i Pravilniku o zaštiti životinja koje se koriste u znanstvene svrhe (Web3). 

 

2.3. Glikosfingolipidi 

Lipidne molekule široko rasprostranjene u prirodi nazivamo glikosfingolipidima (GSL). 

Nalazimo ih i u plazma membranama bakterija i čovjeka, a sastoje se od ugljikohidratne 

jedinice i aminoalkohola sfingozina vezanog na masnu kiselinu. Sfingozin je preko amino 

skupine vezan na masnu kiselinu te oni tako čine bazu pod nazivom ceramid (Web 4).  

Ceramid nastaje u tri koraka: 

1) reakcija konjugacije L-serina i palmitoil-CoA koju katalizira serin-palmitoil 

transferaza   

2) reakcija acilacije koju katalizira ceramid sintetaza pri čemu nastaje dehidroceramid 

3) reakcija dehidrogenacije pri čemu nastaje ceramid (Mizutani i sur. 2008). 

Glikosfingolipidi podklasificirani su kao neutralni (bez nabijenih šećera ili ionskih skupina), 

sijalizirani (koji imaju jedan ili više ostataka sijalinske kiseline) ili sulfatilirani. Tradicionalno, 

svi sijalizirani GSL-ovi poznati su kao "gangliozidi", bez obzira temelje li se na neutralnoj 

šećernoj jezgri ganglio-serija (Web 5). 

Glikosfingolipidi imaju više funkcija, no dvije su glavne:  

a) trans raspoznavanje – interakcija između stanica 

b) cis regulacija – modifikacija djelovanja proteina (Web 7). 

Iako varijacije ceramida dodaju raznolikost na GSL strukture, glavne strukturne i funkcionalne 

klasifikacije temelje se na glikanima. Prvi šećeri povezani s ceramidom u "višim" životinjama 

obično su β galaktoze (GalCer, galaktoceramid) ili glukoza (GlcCer, glukoceramid), te su 

ujedno i  najčešći ugljikohidratni dijelovi glikosfingolipida. GalCer i njegovi analogni sulfatidi, 
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sa sulfatom na C-3 hidroksilu galaktoze, glavni su glikani u mozgu, gdje imaju esencijalne 

uloge u strukturi i funkciji mijelina, dok je GlcCer glavni u regulaciji kože i njene propusnosti 

za vodu. Ugljikohidratni dio strši u ekstracelularni prostor, izvan membrane, dok ceramid, tj. 

lipidni dio glikosfingolipda zauzima mjesto unutar lipidnog dvosloja. Nisu nasumično 

raspoređeni u lipidnom dvosloju već tvore pravilne strukture, tzv. lipidne splavi (eng. small 

lateral microdomains, SML) (Web 5; Web7) (Slika  2).  

 

 

Slika 2. Lipidni splav (Preuzeto i prilagođeno s Web8) 

 

2.4. Gangliozidi 

Gangliozidi su podskupina glikosfingolipida koji su prisutni posvuda na membranama 

većine stanica organizma, iako  najviše dominiraju u živčanom sustavu (Yu i sur. 2011). Glavni 

su glikolipidi neuronskih plazmanskih membrana te se sastoje od glikana pričvršćenog na 

ceramid. Ceramidi se sastoje od dugolančanog amino alkohola sfingozina, s primarnim C2 

amino-ugljikom, koji je N-acetiliran s dugolančanim amidom masnih kiselima. Moždani 

gangliozinski ceramidi obično imaju C1- i C2-hidroksilne grupe, te C4-C5 dvostruku vezu, s 

C1-hidroksilom povezanim za glikanski lanac (Sandhoff i Harzer 2013; Rösner 2003).  

 

 

GLIKOLIPID 

IZVANSTANIČNI PROSTOR 
GPI-USIDREN PROTEIN GLIKOLIZIRANI PROTEIN 

UNUTARSTANIČNI PROSTOR KOLESTEROL  
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2.4.1. Otkriće i naziv gangliozida 

Gangliozide je otkrio 1930-ih Ernst Klenk (Klenk 1937;1939), kada je analizirao 

postmortalno moždano tkivo pacijenata s Tay-Sachsovom bolesti, kobni infantilni oblik 

amaurotskog idiotizma. Gangliozid GM2 koji sadrži jednu sijalinsku kiselinu prvi je izoliran iz 

mozga žrtve Tay-Sachsove bolesti u kojoj se akumulira i nazvan je "gangliozid" temeljem svog 

položaja u živčanim skupinama ili "ganglionu" u mozgu. Isto tako, glukozilceramid (GlcCer) 

je najprije izoliran iz slezene pacijenta s Gaucherovim bolestom gdje se akumulira (Jalanko i 

Braulke 2009; Web 5). 

U to vrijeme klinička dijagnoza "amaurotskog idiotizma" obuhvaćala je nasljednu bolest 

koja je karakterizirana velikim brojem lipidom-ispunjenih stanica u živčanom sustavu i 

visceralnim organima, mentalnoj retardaciji i oštećenju vida ili sljepoće. Uz pomoć 

biokemijskih, enzimskih, molekularnih genetskih, morfoloških i životinjskih studija, klinička 

slika amaurotskog idiotizma podijeljena je u posljednjih pet desetljeća u dvije glavne skupine 

bolesti na molekularnoj razini: lizosomalne gangliozidne skladišne bolesti, koje uključuju 

GM1- gangliozidoze i 4 oblika GM2-gangliozidoze, te 10 oblika neuronskih lipofuscinoza 

ceroida do sada slabo karakteriziranih (Jalanko i Braulke 2009). 

 

2.4.2. Biosinteza i nomenklatura gangliozida 

U mozgu čovjeka dominiraju samo četiri gangliozida (GM1, GD1, GD1b i GT1b) (Slika 

3) koji imaju istu glikansku jezgu pričvršćenu na ceramid, ali različit broj sijalinskih kiselina 

vezanih na  različitom mjestu.  Iako su prisutni i drugi gangliozidi, GM1, GD1, GD1b i GT1b 

čine ukupno 97% moždanih gangliozida (Tettamanti i sur. 1973). Njihova se sinteza odvija 

postepeno pomoću glikotransferaza koje prenose svaki monosaharid iz njegove aktivne forme 

(UDP-Gly-UDP-Gal, UDP-GalNAc, ili CMP-NeuAc) u rastući glikanski lanac. Ono što je do 

sada poznato, je da GM1 sudjeluje u ranoj mijelinizaciji, GD1a je marker sinaptogeneze, a 

GT1b je karakterističan za zrele neurone, no cjelokupna funkcija im još nije definirana (Rösner 

2003). 
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Slika 3. Četiri glavna gangliozida u ljudskom mozgu (Preuzeto i prilagođeno prema 

Schnaar i sur. 2014.) 
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Nomenklatura gangliozida temelji se na njihovoj građi. Označavaju se slovima GM i 

brojevima 1 do 4, primjer GM1 pri čemu „G“ označava gangliozid, a „M“ mono, tj. jednu 

sijalinsku kiselinu. Umjesto slova M, može se nalaziti slovo D, T, Q, P, H i S pri čemu redom 

označavaju da se radi o gangliozidu s dva (D), tri (T), četiri (Q), pet (P), šest (H) i sedam (S) 

sijalinskih kiselina. Brojevi označavaju broj šećera koji su vezani za ceramid, stoga oznaka 

GM1 predstavlja gangliozid s jednom sijalinskom kiselinom te četiri šećera vezana na bazu 

ceramid (Svennerholm 1963)(Slika 4).  

 

 

Slika 4. Struktura GM1 (Preuzeto i prilagođeno prema Yu i sur. 2011) 

 

Pokazalo se da GM1 smanjuje edem mozga, stabilizira neuronske stanične membrane 

(Sohn i sur., 2006), smanjuje ishemijsko oštećenje mozga pod normoglikemijskim uvjetima, 

štiti neurone od neurodegeneracije, smanjuje nastalu kognitivnu disfunkciju nakon cerebralne 

ishemije in vivo i ublažava ekscitotoksičnu neuronsku smrt in vitro (Wu i sur., 2001). Rezultati 

Zhang i sur. (2010) pokazali su da primjena GM1 značajno smanjuje broj mrtvih, 

degenerativnih DNA fragmenata koji nastaju uslijed dijabetičke hiperglikemije. Mehanizam 

neuroprotektivnih učinaka GM1 nije u potpunosti razumljiv. Jedan predloženi mehanizam je da 

prekomjerno oslobađanje glutamata u sinapsama aktivira NMDA receptor (NMDAR), koji 

naknadno povećava dotok kalcija u intracelularni prostor. Kalcij izaziva aktivaciju različitih 

lipaza, proteaza, DNaza i na kraju dovodi do stanične smrti (Runden-Pran i sur., 2005).  

Do sada su gotovo isključivo opisani nasljedni nedostaci u biosintezi gangliozida koji 

uzrokuju kobne neurodegenerativne bolesti, poput Guillain-Barre sindroma, koji je izazvan 

autoimunim odgovorom na površinske stanice gangliozida ili Alzheimerovu bolest. Za tu bolest 
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se pretpostavlja da je inicirana nakupljanjem amiloid-beta peptida, te je utvrđeno brojnim 

istraživanjima da je uzrokuju gangliozidi (Matsuzaki i sur. 2010).  Neki gangliozidi sudjeluju 

u patofiziologiji inzulinske rezistencije, tj. u modifikaciji djelovanja inzulinskih receptora. Radi 

se o gangliozidu GM3, najjednostavnijem kiselom glikosfingolipidu čije smanjenje 

koncentracije u stanicama dovodi do smanjenja inzulinske rezistencije (Zhao i sur. 2007).  

 

2.4.3. Ekstrakcija gangliozida 

 Da bi se mogao proučiti metabolizam i transport gangliozida, potrebno je odrediti 

koncentraciju i sastav ovih lipida u tjelesnim tekućinama (plazmi, cerebrospinalnoj tekućini). 

Za ekstrakciju glikolipida iz tkiva i stanica koriste se organska otapala, najčešće otopina  

kloroform-metanol-voda u različitim omjerima kako bi se istaložili i uklonili proteini i 

nukleinske kiseline, istovremeno povećavajući topljivost glikosfingolipida (uz ostale lipide). 

Radi dobivanja što točnijih rezultata potrebna je rigorozna čistoća u vidu uklanjanja 

radioaktivnih  kontaminata, što može postati problem kad se gangliozidi moraju izolirati iz vrlo 

malih uzoraka. Pročišćavanje uključuje odvajanje otapala, ionsku izmjenu i adsorpcijsku 

kromatografiju. Zbog njihove amfipatske prirode, glikolipidi su prikladni za TLC (eng. thin 

layer chromatography) analizu.  

Kompletne strukturne analize glikolipida zahtijevaju kombinaciju tehnika za 

određivanje sastava, sekvenci, položaja vezanja i anomernih konfiguracija glikanskog dijela i 

masne kiseline, te dugolančane baze ceramidnog dijela. Sastav glikana određuje se hidrolizom 

i analizom oslobođenih monosaharida, a informacije o njihovoj sekvenciji, povezivanju i 

anomernoj konfiguraciji mogu se dobiti kombiniranjem enzimske hidrolize pomoću specifičnih 

glikozidaza s TLC. Određivanje veze najčešće se provodi analizom metilacije, a anomerne 

konfiguracije mogu se dobiti spektroskopijom nuklearne magnetske rezonancije (NMR). 

Intaktni glikani oslobađaju se iz mnogih GSL enzima korištenjem ceramidnih glikanaza ili 

endoglikoceramidaza.  

Analizi glikolipidnih glikana pomoću NMR ili MS prethodi njihovom pročišćavanju 

korištenjem kromatografskih metoda. Smjese glikolipida mogu se frakcionirati pomoću TLC, 

a bojanje TLC ploča reagensima koji reagiraju s glikanom mogu omogućiti detekciju 

pojedinačnih glikolipida. Pomoću različitih reagensa moguće je prepoznati gangliozide (npr. 

resorcinol-HCl detektira Sia) ili neutralne monosaharide (npr., orcinol-sumporna kiselina 

detektira sve monosaharide) u TLC vrpci. Reagensi su također dostupni za otkrivanje sulfatnih 
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i fosfatnih skupina na glikolipidima. Obično se za postupak pročišćavanja sirovog ekstrakta 

koriste folch particioniranje i kromatografija ionske izmjene. Ti postupci razdvajaju nepolarne 

ili neionske lipide iz polarnih lipida (npr. glikosfingolipide) i one koje sadrže nabijene skupine 

(tj. gangliozidi, fosfolipidi i sulfatidi). Glikolipidi na TLC pločama mogu se također detektirati 

monoklonskim protutijelima, lektinima ili čak netaknutim mikroorganizmima koji eksprimiraju 

receptore specifične za glikan koji prepoznaju specifične glikanske značajke. U većim 

količinama glikolipidi se odvajaju pomoću kolonske kromatografije ili TLC visokih 

performansi na silika-pločama (Web 5). 

 

2.4.4. Distribucija gangliozida u zdravom mozgu 

Kotani i sur. (1993.) su tehnikom imunofluorescencije s monoklonskim antitijelima 

miša proučavali distribuciju gangliozida u mozgu odraslog štakora. U radu su specifično bili 

prepoznati gangliozidi GM1, GD1a, GD1b, GT1b i GQ1b. GM1 je pronađen u mijelinu i glija 

stanicama, GD1a eksprimiran je isključivo u molekularnom sloju, dok je GD1b nađen u 

granuliranom sloju i to na površini granuliranih stanica. GQ1b nađen je također na 

granuliranom sloju, ali u cerebelarnom glomerulu. GT1b je eksprimiran i u granuliranom i 

molekularnom sloju što upućuje na njegovu distribuciju u svim slojevima (Kotani i sur. 1993). 

Drugo istraživanje distribucije gangliozida u mozgu izvršili su Vajn i sur. (2013), ali na 

miševima kao modelima. Navedeni autori su, osim mozga, ispitivali i područje leđne moždine 

i to u tri ravnine: koronalnoj, sagitalnoj i horizontalnoj ravnini.  Utvrdili su da je GM1  

eksprimiran najviše u bijeloj tvari, iako ga se može pronaći i u nekim jezgrama mozga. Također 

se nalazi na mijeliniziranim vlaknima u nižim slojevima korteksa, na dijelu prednje komisure, 

no izostaje u području amigdaloidnih jezgri. Nije pronađen u piramidalnim stanicama CA1 i 

CA2 Amonovog roga, kao ni u granularnim stanicama dentatnog girusa. Svi ostali gangliozidi 

su pronađeni na području dentatnog girusa, kao i u slojevima hipokampusa.   

GD1a i GT1b se najviše distribuiraju u sivoj tvari, no mogu se naći i u bijeloj. Raspored 

im je sličan na rostralnim dijelovima telencefalona, s tim da je GT1b raširen na malo više 

struktura u mozgu. GD1a je posebice eksprimiran u piramidalnim stanicama CA3 Amonovog 

roga, te u olfaktornom bulbusu, dok ga u nešto manjim količinama ima u CA1 stanicama. GD1b 

eksprimiran je na području dentatnog girusa kao i GT1b. GT1b je slabo izražen u 

glomerularnom sloju olfaktornog bulbusa te u CA3 stanicama.  Na području kore mozga 

pronađena je izrazita ekspresija GD1a, GD1b i GT1b, i to u svim slojevima, dok područje 
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talamusa zauzimaju svi navedeni gangliozidi, od kojih je GD1a najslabije izražen na području 

retikularne jezgre talamusa.  

Epitalamusu u potpunosti nedostaje ekspresija GD1a, dok područje medijalne i lateralne 

habenularne jezgre izrazito pokazuju distribuciju GD1b i GT1b gangliozida. GM1 je vrlo slabo 

eksprimiran na ovom području, a hipotalamske jezgre obuhvaćaju distribuciju svih navedenih 

gangliozida, osim GD1a koji nedostaje. 

Mali mozak zauzimaju svi gangliozidi (GD1a, GD1b i GT1b), osim GM1 koji je 

pronađen samo u bijeloj tvari. Svi ostali se nalaze i u granularnom sloju, kao i u molekularnom 

sloju te u sloju Purkinijevih stanica.  

U području kralježničke moždine, svi gangliozidi su ograničeni na neka određena 

područja, dok GD1b se nalazi u bijeloj i sivoj tvari moždine. GM1 pronalazimo u 

kortikospinalnom traktu, kao i u nekim drugim bijelim tvarima koji okružuju sivu tvar. U sivoj 

tvari je vrlo slabo izražen, kao i GD1a, dok GT1b nalazimo u lameli sive tvari (Web6). 

Rezultati Vajn i sur. (2013) pokazali su široku ekspresiju GD1b i GT1b kroz mišji 

središnji živčani sustav (CNS), dok je imunoreaktivnost na GM1 uglavnom u traktovima bijele 

tvari, a imunoreaktivnost  GD1a kaudalno se smanjuje prema superiorni kolikulus. Posebno 

snažnu ekspresiju GD1a, GD1b i GT1b nalazimo u olfaktornom bulbusu, neokorteksu, 

bazalnim ganglijima, amigdali, septalnim regijama, talamičkim jezgrama, hipotalamusnim 

jezgrama i hipokampalnom području. 

Snažna ekspresija GD1b i GT1b nalazi se u sva tri sloja cerebeluma (molekularni sloj, 

Purkinjeov stanični sloj i granularni sloj stanica) i cerebelarnim jezgrama, dok je GD1a 

umjereno eksprimirana u cerebralnom korteksu, ali potpuno odsutan u cerebelarnim jezgrama. 

Rezultati također pokazuju da je GM1 ograničen na bijelu tvar u malom mozgu.  

 

2.4.5. Distribucija gangliozida u dijabetičnom mozgu 

U istraživanju Yamashite i sur. (2013) detaljno je proučavan GM3 te je dokazano da 

one stanice koje eksprimiraju ovaj gangliozid prikazuju poremećaj u inzulinskoj rezistenciji. 

Ujedno, GM3 supresira fosforilaciju inzulinskog receptora koja je stimulirana inzulinom, kao 

što i direktno inhibira autofosforilaciju onih receptora koji su topljivi. To sve dovodi do 

zaključka da ovaj gangliozid ima izravni učinak na cjelokupnu funkciju receptora (Yamashita i 

sur. 2003).   
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Pokus koji je pridonio zaključku da gangliozid GM3 izravno utječe na funkciju 

receptora, proveden je na miševima na kojima se mjerila razina glukoze, inzulina i masnoće, 

kao i hormoni. Da bi se odredila fiziološka uloga gangliozida GM3, te utječe li in vivo GM3 

gangliozid na signalizaciju inzulinskih receptora, koristili su miševe s promijenjenim genom 

(GM3S, također poznatim kao Siat9) koji kodira GM3 sintazu. Dvije generacije miševa su bile 

proučavane; GM3S-/-(eng. GM3 synthase knockout mice, miševi s promijenjenim genom koji 

nisu bili u mogućnosti sintetizirati gangliozid GM3) i GM3S+/+ (divlji tip). Gangliozidi poput 

GM1a, GD1a, GD1b i GT1b pronađeni su u GM3S+/+ generaciji miša, dok su bili potpuno 

odsutni u GM3S-/- generaciji (Slika 5). U GM3S-/- generaciji vidljiva je ekspresija GM1b i GD1 

gangliozida. Znanstvenici su to povezali s aktivnosti GM3 sintetaze, jer GM1a, GD1a, GD1b i 

GT1b zahtijevaju aktivnost GM3 sintetaze, dok GM1b i GD1 nije potrebna navedena aktivnost.  

Rezultati su pokazali kako je GM3 gangliozid  negativni regulator signaliziranja inzulina, što 

omogućuje novi pogled na način regulacije inzulinskog receptora gangliozidima. Pojačana 

fosforilacija inzulinskog receptora nakon vezanja liganda uzrokovala je povećanu osjetljivost 

na inzulin, a koncentracija mRNA GM3 sintaze iznimno se povećala kod pretilih glodavaca u 

odnosu na one nisu unosili hranu s visokim udjelom masnoće. Mutirani miševi imali su 

povećane odgovore na testove tolerancije na glukozu i inzulin, te je odsutnost GM3 gangliozida 

pružala zaštitu od inzulinske rezistencije izazvane prehranom s visokim udjelom masti. 

Spoznaja da nedostatak GM3 može utjecati na inzulinsku rezistenciju povećava mogućnost da 

inhibicija sinteze GM3 gangliozida može poslužiti kao terapijski pristup dijabetesu tipa 2 koji 

je otporan na inzulin. (Yamashita i sur. 2003; Tagami i sur. 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. Prikaz gangliozida u mozgu miševa generacije GM3S-/- i GM3S+/+(Preuzeto i 

prilagođeno prema Yamashita i sur. 2003) 
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Zhang i sur. (2010) proučavali su utjecaj GM1 gangliozida na degenerativne DNA 

fragmente koji nastaju uslijed dijabetičke hiperglikemije. Štakori su podijeljeni u grupe, od 

kojih je jedna bila kontrolna – sham  operirana grupa (kirurški normalno tretirana grupa istim 

protokolom kao i ostale, no bez primjene terapeutskog dijela eksperimenta). Degenerirani 

neuroni pronađeni su u hipokampalnom CA3 (Slika 6B) i cinguliranom korteksu (lat. Gyrus 

cinguli) (Slika 6E) u štakora oboljelih od dijabetesa. Brojevi degenerativnih neurona u istim 

područjima smanjeni su kod GM1 tretiranih štakora (Slika 6C, Slika 6F), dok je broj 

degenerativnih neurona u cinguliranom korteksu bio veći kod životinja s dijabetesom nego u 

normoglikemijskoj skupini. Liječenje s GM1 u dijabetičkim ishemijskim štakorima značajno je 

smanjilo broj degenerativnih neurona na području CA3 tijekom 1 i 3 sata i u cinguliranom 

korteksu u reperfuzijama od 3 do 6 sati, u usporedbi s dijabetičkim ishemijskim životinjama 

(Zhang i sur. 2010). 

 

 

Slika 6. Prikaz degenerativnih neurona u hipokampalnom CA3 i gyrus cinguli tijekom 3 sata 

reperfuzije (Preuzeto i prilagođeno prema Zhang i sur. 2010.) 

 

Iz navedenih istraživanja može se zaključiti da je razina gangliozida smanjena kod 

dijabetičkog mozga u usporedbi sa zdravim mozgovima; međutim, liječenje inzulinom 

dijabetičnih životinja može povratiti glikolipidne frakcije(Kumar i Menon 1993). Također 

postoje izvještaji da je glikozilacija proteina povećana u dijabetičkom mozgu (Kumthekar i 

Katyare 1992).  
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Gangliozidi utječu na fosforilaciju mijelinskog bazičnog proteina (Chan 1987), stoga 

niske razine gangliozida mogu utjecati na fosforilaciju proteina i proizvesti posljedičnu 

promjenu u normalnoj strukturi i funkcijama mijelinske ovojnice. Povećane razine drugih 

glikolipida mogu rezultirati njihovim taloženjem u mozgu, što dovodi do promjena u funkciji 

moždanog tkiva. Liječenje inzulinom kod dijabetičnih životinja vratilo je glikolipidne razine u 

normalu, što pokazuje da dijabetes može biti odgovoran za promjene u membrani, te tako utječe 

na metabolizam mozga(Kumar i Menon 1993).  

 

2.5. Utjecaj GM3 gangliozida na mehanizam inzulinske rezistencije 

Još uvijek nisu u potpunosti poznati mehanizmi kako GM3 uzrokuje stvaranje 

inzulinske rezistencije, no pretpostavke su slijedeće. Moguće je da je GM3 u interefenciji s 

fosforilacijom supstrata IRS-1 (eng. insulin receptor substrate 1)(Slika 7). Fosforilacija serina 

u IRS-1, uzrokuje inhibicijsko djelovanje IRS-1 koji će tako utjecati na smanjenje tirozin 

kinazne aktivnosti receptora inzulina (Hotamisligil i sur. 1994). GM3 inače služi kao preteča 

za složenije gangliozide poput GM1a ili GD1a, te pripada gangliozidima koji se nalaze u 

ekstraneuralnim tkivima, a zapravo ga najviše ima u adipocitima (Prokazova i sur., 2009). GM3 

može djelovati tako da inhibira fosforilaciju tirozina na IRS-1, no ako inhibiramo sintezu GM3, 

ne dolazi do takvog djelovanja na IRS-1, a time i na sami receptor inzulina (Hotamisligil i sur. 

1994). 

 

  

 

 

 

 

 

 

Slika 7. Eliminacija IRS-1 iz mikrodomene i prekid metaboličkog djelovanja inzulina u stanju 

inzulinske rezistencije (Preuzeto i prilagođeno prema Web 9) 

Inzulin 
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Spajanje inzulina s inzulinskim receptorom (IR) aktivira unutarnju tirozinsku kinaznu 

aktivnost IR. Tirozin-fosforiliran i aktiviran IR sposoban je otpremiti i fosforilirati adaptorske 

proteine, poput IR supstrata (IRS). Fosforilirani IRS aktivira PI3 kinazu (PI3K). Aktivirana 

PI3K translocirana je na lipidne splavi (eng. lipid rafts) te pretvara PIP2 (eng. 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) u PIP3 (eng. phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate), 

nakon čega PIP3 regrutira PDK1 (eng. phosphoinositide-dependent protein kinase 1) da 

fosforilira protein kinazu B (Akt). Potpuna aktivacija Akt potrebna je za signalizaciju 

fosforilacijom drugog mjesta pomoću mTORC2 (eng. target of rapamycin complex 2). 

Navedena IR-IRS-PI3K-Akt signalna kaskada predstavlja metabolički put pokrenut inzulinom 

i rezultira translokacijom glukoznog transportera 4 na plazma membranu kako bi se olakšao 

unos glukoze (Zoncu i sur. 2011). 

U radu iz 2011. godine Inokuchi je također potvrdio Yamashitinu tvrdnju o GM3 i 

inzulinskoj rezistenciji iz 2003. godine. Signalna kaskada IR-IRS-PI3-kinaza (IR – insulin 

receptor -> IRS – insulin receptor substrate -> PI3 kinaza) je bitan metabolički put za čije je 

pokretanje odgovoran inzulin. Do komunikacije inzulina s TNFα (eng. tumor necrosis factor 

α) dolazi kada se ne uzrokuje supresija IRS-1 i GLUT-4, pri tome ujedno dolazi do povećanja 

koncentracije GM3, kao i GM3 sintaze. TNFα utječe tako da nadomješta sintezu GM3 i to na 

razini transkripcije u masnim stanicama, adipocitima. Da bi se dokazala uključenost povećane 

koncentracija GM3, i to u onim adipocitima koji su izloženi tretmanu s TNFα, s inzulinskom 

rezistencijom Inokuchi je koristio D-PDMP (eng. D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-

morpholino-1-propanol). Time se treba postići uklanjanje glikosfingolipida. Ujedno njime je 

dokazan utjecaj u adipocitima na smanjenje rasta koncentracije GM3, što na kraju upućuje da 

u miševima i štakorima nedostatak GM3 sintaze uvelike pokazuje utjecaj na povećanje 

signalizacije inzulina, za razliku od povećanja koncentracije GM3 sintaze koja dovodi do 

nedostatka i inzulinske rezistencije (Slika 8) (Inokuchi 2011).  
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Slika 8. Prikaz bendova gdje TNFα utječe na pojačavanje ekspresije GM3, dok prevencija 

sinteze GM3 ukida supresiju inzulinske signalizacije (Preuzeto i prilagođeno prema Inokuchi 

2011) 

 

 GM3 je prisutan i u serumu i povezan s lipoproteinima. Kod bolesnika s 

hiperglikemijom i hiperlipidemijom, razine GM3 su povišene, kao i kod pacijenata koji boluju 

od oba poremećaja istovremeno. Također, serumski GM3 je itekako povećan kod bolesnika s 

dijabetesom tipa 2 i izuzetno velikom pretilosti. Veća koncentracija LDL-a povezana je s 

povećanjem GM3. Stoga osim mjerenja količine i proučavanja distribucije GM3 u mozgu, 

potrebno je i istraživanje njegove koncentracije u drugim organima poput mišića i masnog tkiva 

(konkretno u adipocitima), kao i u serumu, jer se raznim istraživanjima dokazala njegova 

korisnost kao markera za rane dijagnoze bolesti poput poremećaja inzulinske rezistencije i 

ateroskleroze (Inokuchi 2011). 
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3. ZAKLJUČAK 

 Loša prehrana te neaktivan stil života sve više dovode do pojave dijabetesa, koji je jedan 

od najčešćih uzročnika smrti 21. stoljeća. Kombinacija inzulinske rezistencije te disfunkcija β-

stanica Lagerhansovih otočića dovode do hiperglikemije, a zatim do dijabetesa tipa 2 od kojeg 

boluje najveći broj oboljelih, zbog čega se konstantno radi na novim tretmanima liječenja. 

Prilikom pokusa najviše se koriste štakori Sprague-Dawley soja, čija prehrana s visokim 

udjelom masti/fruktozom u kratkom vremenskom roku rezultira povećanim postotkom glukoze 

i inzulina u krvi (Runtuwene i sur. 2016). 

Brojna istraživanja spomenuta u tekstu upućuju najviše na GM3 gangliozid i kako je njegova 

sinteza direktno uključena u dijabetes, kao i na to da GM3 predstavlja ključni dio koji dovodi 

do razvoja inzulinske rezistencije. Inhibicija sinteze GM3 može doprinijeti velikim 

promjenama prilikom ovakvih metaboličkih poremećaja. U nekim slučajevima, primjerice pri 

poboljšavanju inzulinske rezistencije, nije potrebno ukidanje sinteze GM3 u potpunosti, već 

samo normalizacija koncentracije navedenog gangliozida. To dovodi do normalne signalizacije 

inzulina, zahvaljujući D-PDMP-u koji utječe na TNFα. Također, spoznaja gdje se gangliozidi 

GD1a i GT1b najviše eksprimiraju u zdravom mozgu, može pomoći pri usporedbi s ekspresijom 

u dijabetičnom mozgu te time i pri izradi tretmana za liječenje osoba oboljelih od dijabetesa 

tipa 2. Naravno, ne samo njihova ekspresija, već i distribucija ostalih poznatih gangliozida, 

može doprinijeti velikom napretku u liječenju protiv ove kronične i degenerativne bolesti.  
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