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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA KORISTENIH U RADU

BK - bradykinin, hrv. bradikinin
TIA — transient ischemic attack, hrv. tranzitorna ishemijska ataka

rtPA - recombinant tissue plasminogen activator, hrv. rekombinirani tkivni aktivator
plazminogena

ACE - angiotensin converting enzyme, hrv. enzim konverter angiotenzina
SAH - subarachnoid hemorrhage, hrv.subarahnoidalno krvarenje
MCA - middle cerebral artery, hrv. srednja mozdana arterija

CADASIL - cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy, hrv. cerebralna autosomno dominantna
arteriopatija sa subkortikalnim infarktima i leukoencefalopatijom

ATP - adenosine triphosphate, hrv. adenozin trifosfat

Na*/K* ATP-ase — sodium-potassium pump, hrv. natrij - kalij pumpa

NMDA - N-methyl-D-aspartate receptor, hrv. N-metil-D-aspartat receptor

KKS - kinin—kallikrein system, hrv. kinin - kalikrein sustav

HMWK - high-molecular weight kininogen, hrv. kininogen visoke molekulske mase
LMWK - low-molecular weight kininogen, hrv. kininogen niske molekulske mase
B1iR - bradikininski receptor tip 1

B2R - bradikininski receptor tip 2

PIP2 - phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, hrv. fosfoinozitol 4,5-bifosfat

IP3 - inositol trisphosphate, hrv. inozitol trifosfat

DAG - diacylglycerol, hrv. diacil glicerol

JAK/STAT - Janus kinases/Signal Transducer and Activator of Transcription proteins,
hrv. Janus kinaze/prijenosnik signala i aktivator transkripcijskih proteina

MAP - mitogen-activated protein, hrv. mitogeno aktiviran protein
NO - nitric oxide, hrv. duSikov oksid
INOS - inducible nitric oxide synthase, hrv. inducibilna sintaza dusikovog oksida

eNOS - endothelial nitric oxide synthase, hrv. endotelna sintaza dusikovog oksida


https://en.wikipedia.org/wiki/Subarachnoid_hemorrhage
https://en.wikipedia.org/wiki/Subarachnoid_hemorrhage
https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinases
https://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein

GFAP - glial fibrillary acidic protein, hrv. glijalni kiseli fibrilarni protein

NGF - nerve growth factor, hrv. Ziv€ani ¢imbenik rasta

PGE: - prostaglandin E», hrv. prostaglandin E2

IL-1B — interleukin 1beta, hrv. interleukin 1beta

TNF-a — tumor necrosis factor alpha, hrv. ¢imbenik tumorske nekroze alfa
LPS — lipopolysaccharides, hrv. lipopolisaharid

NLR - nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors, hrv. nukleotid-vezani
oligomerizacijskoj domeni sli¢an receptor

TLR — Toll-like receptor, hrv. receptor nalik na Toll
PRR — pattern recognition receptor, hrv. receptor koji prepoznaje uzorak

DAMP - Danger/Damage Associated Molecular Patterns, hrv. molekularni uzorci
pridruzeni opasnosti/ozljedi

IGF-1 - insulin-like growth factor-1, hrv. inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta
PI3K - phosphoinositide 3-kinase, hrv. fosfoinozitid 3-kinaza
FGF — fibroblast growth factor, hrv. ¢imbenik rasta fibroblasta

VEGF - vascular endothelial growth factor, hrv. vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

VEGFR-2 — vascular endothelial growth factor receptor type 2, hrv. receptor
vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta tip 2

PPAR-y - peroxisome proliferator-activated receptors gamma, hrv. peroksisomski
proliferacijski aktiviran receptor gama

HHK - hereditary hemorrhagic telangiectasia, hrv. hereditarna hemoragijska
teleangiektazija

ERK - Extracellular Signal-Regulated Kinase, hrv. kinaze regulirane izvanstani¢nim
signalom

AP1 — activator protein-1, hrv. aktivacijski protein-1
ROS - reactive oxygen species, hrv. reaktivni kisikovi radikali

NADPH oksidaza - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, hrv.
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza
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1 SAZETAK

BRADIKININSKI RECEPTORI U ISHEMIJSKOM MOZDANOM UDARU
Nika Filipovic¢

Mozdani udar je u razvijenim zemljama tre¢i po ucCestalosti uzrok smrti i vodeci uzrok
invalidnosti. Svake godine priblizno 800 000 ljudi doZivi mozdani udar, bilo da je rije€
o prvom ili o rekurentnom mozdanom udaru. Jedina terapija koja se primijenjuje kod
pacijenata s mozdanim udarom je fibrinoliza, koja je opcija za ogranien broj
pacijenata. U ishemijskom mozdanom udaru je kalikrein-kinin sustav jedan od prvih
upalnih puteva koji se aktivira nakon ostecenja tkiva. Tijekom ishemije zna€ajno se
povecava koncentracija bradikinina kao i izraZzaj bradikininskih receptora. Jedan od
najvaznijin i najCes¢e zabiljezenih ucinaka bradikinina u ishemijskom mozdanom
udaru je ucinak na permeabilnost krvno-mozdane barijere. Bradikinin, povecavajuci
vaskularnu permeabilnost i vazodilataciju, pove¢ava mozZdani edem i na taj nacin
znacajno pogorsava ishemijsko oSteCenje. Mikroglija i astrociti su glija stanice koje
imaju brojne ulogu u razvoju ishemijskog mozdanog udara te u interakciji s
bradikininom ostvaruju razli€ite upalne, ali i protuupalne ucinke. S jedne strane
bradikinin poti€e lu€enje citokina i kemokina, djeluje kao kemoatraktant leukocita,
potiCe adheziju trombocita te pojaCava oSteCenje, dok s druge strane inhibira
proizvodnju proupalnih citokina, poti€e migraciju reparativnih stanica do mjesta
ozljede te sudjeluje u popravku i regeneraciji nastalog ishemijskog oStecéenja.
Kalikrein, stvaranjem kinina, inducira angiogenezu, neovaskularizaciju te obnavlja
poremeceni krvni mozdani protok. Takoder, kalikrein smanjuje ishemijski induciranu
apoptozu i oksidacijski stres. Zakljuéno mozemo reci da aktivacija bradikininskih
receptora u ishemijskom mozdanom udaru uzrokuje razliCite Stetne, ali i protektivne

uCinke ovisne o vremenu proteklom od nastanka ishemije i stupnju ishemije.

Kljucne rijeci: bradikinin, ishemijski mozdani udar, edem mozga, angiogeneza



2 SUMMARY

BRADYKININ RECEPTORS IN ISCHEMIC STROKE
Nika Filipovi¢

Stroke is the third leading cause of death and the leading cause of disability in the
Western world. Every year approximately 800,000 people experience stroke, whether
it is the primary or recurrent stroke. Today, fibrinolysis is the only therapy applied in
stroke patients, which is an option for a limited number of patients. In ischemic
stroke, the kinin-kallikrein system is one of the first inflammatory pathways activated
after ischemic tissue damage. Bradykinin concentrations as well bradykinin receptors
expression significantly rise during stroke. One of the most important and most
commonly reported effects of bradykinin in ischemic stroke is its effect on blood-brain
barrier vascular permeability. Bradykinin expands the size of cerebral edema by
increasing vascular permeability and vasodilation, significantly exacerbating the
ischemic damage. Microglia and astrocytes play a significant role in the development
of ischemic stroke. Their interaction with bradykinin cause various inflammatory and
antiinflammatory effects. Bradykinin stimulates cytokine and chemokine secretion,
acts as a leukocyte chemoattractant, promotes platelet adhesion and exacerbates
inflammatory damage, but also inhibits the production of proinflammatory cytokines,
stimulates migration of repair cells to the site of injury and participates in repair and
regeneration of the ischemic damage. Kallikrein, forming Kkinins, induces
angiogenesis, neovascularization and regenerates the disturbed blood flow.
Moreover, kallikrein reduces ischemically induced apoptosis and oxidative stress. In
conclusion, the activation of bradykinin receptors in ischemic stroke causes various
deleterious but also neuroprotective effects, primarily depending on the time elapsed

since the onset of ischemia and the degree of ischemia.

Key words: bradykinin, ischemic stroke, brain edema, angiogenesis



3 UVvOD

3.1. Mozdani udar

Mozdani udar oznaCava brz gubitak mozdane funkcije nastao zbog poremecaja
dotoka krvi u mozak koji mozZe nastati kao posljedica smanjenja ili zaustavljanja
krvnog protoka ili krvarenja. Mozdani udar je u razvijenim zemljama tre¢i po
uCestalosti uzrok smrti i vodeéi uzrok invalidnosti (1). Zbog povecanja udjela starije
populacije, mozdani udar je veliki i rastuéi javnozdravstveni problem sa znacajnim
socijalnim i ekonomskim utjecajem (2). Cimbenici rizika za nastanak mozdanog
udara su starija zivotna dob, hipertenzija, Secerna bolest, poremecaiji sr€anog ritma,
hiperlipidemija, pu$enje, pretilost, fiziCka inaktivhost, preboljeli mozdani udar ili
tranzitorna ishemijska ataka (TIA) te pozitivha obiteljska anamneza mozdanog udara.
Svake godine priblizno 800 000 ljudi doZivi moZdani udar, bilo da je rije€ o prvomili 0
rekurentnom mozdanom udaru (1). U 87% sluCajeva rije¢ je o ishemijskom
mozdanom udaru, a u 13% slu€ajeva o hemoragijskom. Smatra se da u Sjedinjenim
Americkim DrZzavama svakih 40 sekundi jedna osoba ima mozdani udar, dok svake 4
minute jedna osoba umre zbog mozdanog udara (1). lako postoje razliciti lijekovi
kojima se smanjuje moguénost nastanka mozdanog udara, kao primjerice
antihipertenzivi, antitrombocitni lijekovi ili hipolipemici, danas ne postoji efektivan
neuroprotektivan lijek (3). Terapija koja se danas primjenjuje u akutnoj fazi mozdanog
udara temelji se na aktivaciji fibrinoliticke kaskade intravenskom injekcijom
rekombiniranog tkivnog aktivatora plazminogena (engl. recombinant tissue
plasminogen activator - rtPA) kojim se otapa krvni ugrusak (4). Postupak fibrinolize
katkad se primjenjuje s endovaskularnom trombektomijom. Primjena rtPA unutar prva
3 — 4,5 sata od pojave simptoma dokazano poboljSava preZivijenje (5), medutim,
primijenjen 6 sati nakon pojave simptoma ili kod pacijenata s hemoragijskom
dijatezom, rtPA povecCava ucCestalost malignog mozdanog edema i hemoragijske
transformacije, zbog ¢ega je primjenjiv kod manjeg broja pacijenata (6,7). U prvih 48
sati pacijentima se daje i acetilsalicilna kiselina. Svi ostali prouCavani lijekovi i

terapijski postupci nisu se pokazali dokazano djelotvornima (8).



3.1.1. Vrste mozdanog udara

Postoje dvije osnovne vrste mozdanog udara - ishemijski i hemoragijski. Kod 10 -
40% posto ishemijskih mozdanih udara dolazi do hemoragijske transformacije,
krvarenja u podrucju ishemije kao posljedica ponovne uspostave protoka krvi kroz
oStec¢enu vaskulaturu. Hemoragijska transformacija zna¢ajno povecava mortalitet, a

naj¢esce se povezuje s primjenom rtPA (9).

Ishemijsko mozdano ostecenje nastaje kao posljedica privremenog ili trajnog prekida
opskrbe krvlju dijelova mozga, najceSce zbog okluzije mozdanih arterija. Buduci da
srednjom mozdanom arterijom (engl. middle cerebral artery - MCA) prolazi 80%
ukupnog mozdanog protoka, to je i mjesto gdje najceSée dolazi do okluzije (10).
Uzroci mozdanog udara mogu biti tromboza, kao posljedica ateroskleroze, embolusi
kardijalnog porijekla, sistemska hipoperfuzija (11), neaterosklerotske arteriopatije,
kao Sto su fibromuskularna displazija, disekcija karotidne arterije, vazospazam,
vaskulitisi te trombocitopenija kao ¢eS¢i uzrok mozdanog udara medu mladom
populacijom (12). Cak 30 - 40% svih ishemijskih mozdanih udara su nepoznate
etiologije, stoga ih nazivamo kriptogenim mozdanim udarima (13). Naj¢eS¢i uzrok
arterijske okluzije Cine aterosklerotski plakovi koji kalcificiraju i ulceriraju te dovode do
razvoja tromboze (2). Postoje i puno rjedi uzroci ishemijskog oStecenja mozga kao
Sto su Fabryeva bolest, Moyamoya, cerebralna amiloidna angiopatija te cerebralna
autosomno dominantna arteriopatija (engl. cerebral autosomal dominant arteriopathy
with subcortical infarcts and leukoencephalopathy - CADASIL) (14). Svi navedeni
uzroci smanjuju opskrbu mozga kisikom i hranjivim tvarima te dovode do aktivacije

ishemijske kaskade koja naposljetku dovodi do smrti neurona i glija stanica.

Hemoragijski mozdani udar je posljedica puknuéa mozdane aneurizme ili puknuca
stijenke krvne Zile. Krv se izlijeva unutar i oko mozga te dovodi do porasta
intrakranijalnog tlaka i oSte¢enja mozdanih stanica. Postoje dvije vrste hemoragijskog

mozdanog udara - intracerebralni i subarahnoidalni (15).

3.1.2. Simptomi

Simptomi mozdanog udara mogu biti vrlo razli€iti ovisno o tome koji dio mozga je
zahvacen i u kojem opsegu. Nastaju naglo, tijekom nekoliko minuta i najéeS¢e ne

progrediraju. Ako su zahvacéeni spinotalamicki put, kortikotalamicki put ili dorzalna



kolumna, to€nije lemniscus medialis, simptomi mogu biti hemiplegija, miSi¢na slabost,
utrnulost te smanjenje osjeta dodira i vibracija. OStec¢enje u predjelu mozdane kore
moze uzrokovati simptome kao Sto su afazija, dizartrija, apraksija, konfuzija,
poremecaje vida uz suzenje vidnog polja. Ako je zahvacen mali mozak, pacijent
moze imati vrtoglavicu, ataksiju, promijenjen nacin hoda ili promijenjenu koordinaciju
pokreta. Gubitak svijesti, glavobolja i povra¢anje ¢eSce se javljaju kod hemoragijskih
mozdanih udara gdje zbog istjecanja krvi dolazi do poviSenja intrakranijalnog tlaka te

kompresije mozga (16).

3.1.3. Ishemijski mozdani udar

Ishemijska ozljeda mozga je karakterizirana brojnim i sloZenim patofizioloSkim
procesima koji se postupno razvijaju u vremenu i prostoru te naposljetku dovode do
oStecenja i gubitka neurona, glije i endotelnih stanica (17). Kada se fizioloSki protok
krvi kroz mozak od 50 - 60 ml/100 g mozdanog tkiva smanji na 10 ml/100 g nastaju
ireverzibilna oSstec¢enja (2). Poremecaj funkcije mozdanog tkiva zapocinje
uskraéivanjem dotoka kisika duljim od 90 sekundi (16). Razli¢ite mozdane strukture
se razlikuju u odgovoru na ishemijsko osteéenje. Siva je tvar puno osjetljivija na
manjak glukoze i kisika od bijele tvari (18). Nakon okluzije mozdane arterije u
njezinom se irigacijskom podrucju razvija lezija koja se sastoji od ,srediSnje zone“ i
,zone penumbre®. U srediSnjoj zoni protoka krvi gotovo da i nema, a stanice u tom
podrucju zbog manjka ATP-a (prema engl. adenosine triphosphate) i poremecaja
ionske homeostaze odumiru ve¢ unutar par minuta od nastanka okluzije. U perifernoj
zoni penumbre neuroni mogu prezivjeti i danima nakon okluzije, ovisno o protoku krvi
kroz kolaterale, kao i o vremenu koje je potrebno da se ponovno uspostavi normalan
protok (19). U zoni penumbre zbog manjka energije dolazi do depolarizacije neurona
i do poremecaja ionskog transporta, prvenstveno Na*/K* ATP-aze. Depolarizacija
dovodi i do povecane aktivacije kalcijskih (Ca?*) voltaznih kanala koji povecéavaju
unutarstani¢nu koncentraciju kalcija i dovode do inhibicije presinapti¢kog ponovnog
unosa glutamata (11). lzvanstani¢no akumuliran glutamat djeluje na NMDA (prema
engl. N-methyl-D-aspartate) receptore na ziv€anim stanicama dodatno povecavajuci
unutarstaniénu koncentraciju kalcija koji potom aktivira enzime Kkoji razgraduju
staniCne bjelan€evine, lipide i sadrzaj jezgre (16). Porast unutarstani¢nog kalcija,

natrija i klora dovodi do ulaska vode u stanice i nastanka staniCnog citotoksi¢nog



edema. Patoloski mehanizam nastanka ishemijske ozljede naziva se ishemijskom
kaskadom te ukljuCuje endotelne stanice, leukocite, trombocite, neurone i glija
stanice koje sintetiziraju i otpustaju brojne citokine, neurotransmitere, vazoaktivne
hormone i bradikinin koji akumulacijom uzrokuju izrazenu upalnu reakciju,
vazodilataciju te znaCajno oStecenje krvno-mozdane barijere (2,20). Bradikinin je
jedan od klju€nih upalnih €imbenika ukljuCenih u razvoj mozdanog edema, koji
dodatno smanjuje ve¢ poremeceni mozdani protok Kkrvi i povecCava podrucje

ishemijske lezije (21).

3.2. Kalikrein-kininski sustav i bradikinin

Kalikrein-kininski sustav ima ulogu u mnogim klinicki vaznim stanjima, poput
respiratornih alergijskih reakcija, septickog Soka, srCanih bolesti, nasljednog i
steCenog angioedema, Alzheimerove bolesti, ciroze jetre te pankreatitisa. Aktivacija
kalikrein-kininskog sustava vazna je u regulaciji krvnoga tlaka i u upalnim reakcijama
posredstvom bradikinina koji povecava vaskularnu propusnost te uzrokuje

vazodilataciju arterija i vena gastrointestinalnog sustava, aorte, uterusa i uretre (22).

Kalikrein-kininski sustav (KKS) se sastoji od velikih proteina, malih polipeptida i
razli€itih enzima koji aktiviraju i inaktiviraju ostale komponente sustava. Proteini su
kininogen visoke molekulske mase (engl. High-Molecular Weight Kininogen - HMWK)
i kininogen niske molekulske mase (engl. Low-Molecular Weight Kininogen - LMWK).
Kininogeni su prekursori kinina i supstrati kalikreina, a nalaze se u plazmi, limfi i

intersticijskoj tekucini (23).

3.3. Sinteza i struktura bradikinina

Bradikinin je aktivni polipeptid iz skupine kinina koji se sastoji od 9 aminokiselina.
Empirijska formula mu je CsoH73N15011. Kinini su mali polipeptidi koji nastaju u plazmi
ili u tkivima odcjepljivanjem od kininogena. Pri tom procesu najvazniji proteoliti¢ki
enzim je kalikrein koji se u krvi i u tjelesnim teku¢inama nalazi u inaktivnom obliku
kao proenzim prekalikrein (24). Aktivacija kalikreina moze se odvijati na viSe nacina.
Jedan od fizioloSkih aktivatora je Hagemanov faktor (faktor Xll kaskade zgruSavanja
krvi). Hagemanov faktor se u plazmi aktivira kada dode u kontakt s negativno

nabijenom povrSinom, primjerice subendotelnim kolagenom ili bakterijskim



lipopolisaharidom (23). Aktivacija prekalikreina u kalikrein moze biti posljedica
ozljede, infekcije ili upale unutar tkiva (2). Aktivirani kalikrein odcjepljuje od
kininogena kinin kalidin, kojeg tkivha aminopeptidaza potom pretvara u bradikinin
(Slika 1.) (24).

Hageman faktor
tripsin
kalikrein

?

Plazma —>» Plazma kalikrein
prekalikrein

HMW kininogen ——3»  Bradikinin A_>

A Kininaze | i Inaktivni
Aminopeptidaze [ fragmenti

' v

LMW kininogen ———3  Kalidin ————»

Tkivni kalikrein

Slika 1. Sinteza bradikinina. Preuzeto i modificirano prema Sharma i
Al-Banoon (2012) (25)

3.3.1. Metabolizam bradikinina

Nakon sinteze, bradikinin opstaje tek tridesetak sekundi jer ga razgraduju enzimi
kininaze. Angiotenzin-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin converting enzyme -
ACE) razgraduje 90% aktivnhog bradikinina, dok 10% razgraduje karboksipeptidaza.
Angiotenzin-konvertiraju¢i enzim je peptidil-dipeptidaza koja uklanja dvije C-
terminalne aminokiseline bradikinina i na taj nacin ga inaktivira. Enzim je vezan za
luminalnu povr8inu endotelnih stanica i naj¢eS¢e ga nalazimo u pluéima (23).
Najvazniji enzim za razgradnju bradikinina unutar tkiva je neutralna endopeptidaza
koja ga transformira u inaktivni oblik sastavljen od 5 aminokiselina (2). Istrazivanja su
pokazala kako su razine kinina u tkivima veée nego u krvi, zbog ¢ega se smatra da je

primarna lokacija kalikrein-kinin sustava unutar tkiva (26). Zbog vrlo kratkog



poluzivota i niskih koncentracija( 0.2-7.1 pM) u plazmi direktno mjerenje bradikinina

je iznimno tesko (27).
3.3.2. Bradikininski receptori

BioloSka aktivnost bradikinina posredovana je aktivacijom specifiCnih receptora koji
se nalaze na membranama ciljnih tkiva. Postoje dva tipa bradikininskih receptora: tip
1 (B1R) i tip 2 (B2R). U zdravim tkivima izrazaj Bi1 receptora je minimalan ili ga uopc¢e
nema, ali se za vrijeme upale ili ozljede tkiva receptori mogu aktivirati unutar nekoliko
sati posredstvom citokina, naj¢esée IL-1 (engl. interleukin-1) i TNF-a (engl. tumor
necrosis factor). S druge strane, B2 receptori su Siroko rasprostranjeni, konstitutivho
izraZeni te sudjeluju u brojnim bioloSkim procesima (28). Oba receptora pripadaju
skupini G-protein vezanih receptora (Ga i Gq). Geni koji kodiraju bradikininske

receptore nalaze se na 14. kromosomu i sastoje se od 3 egzona (29,30).

BiR ima tipicnu strukturu G-protein vezanog receptora koji se sastoji od sedam
transmembranskih domena povezanih s tri izvanstani€ne i tri unutarstaniéne petlje.
C-terminalni kraj nalazi se unutar stanice, a N-terminalni kraj izvan stanice (Slika 2).
N-terminalni kraj BiR posjeduje razliCita glikozilacijska mjesta vazna za strukturne
modifikacije nakon njegove aktivacije. Takoder, BiR posjeduje i razli¢ita mjesta za
fosforilaciju koja poveéavaju afinitet za vezanje B-arestina, proteina vaznog za
desenzitizaciju receptora (2). B1 receptor se sastoji od 353 aminokiseline i ima 36%
homolognost s aminokiselinskim sastavom B2R (31).

B2R se sastoji od 364 aminokiseline i zasluzan je za vecinu fizioloSkih ucinaka
bradikinina. Takoder ima sedam transmembranskih domena s tri unutarstani¢ne i tri
izvanstani¢ne petlje te raznim glikozilacijskim i fosforilacijskim mjestima zasluznim za

desenzitizaciju receptora (2).



N-terminalni kraj mijesto izvanstanicno

vezanja
liganda

unutarstani¢no C-terminalni krai

Slika 2. Shematski prikaz G-protein vezanog receptora. C-
terminalni kraj smjesten je unutar stanice, na njega se nastavlja
sedam transmembranskin domena povezanih s tri
unutarstanicne i tri izvanstanicne petlje. N-terminalni kraj nalazi
se izvan stanice. Preuzeto i modificirano prema Golias
(2007)(26)

Aktivacija oba tipa receptora dovodi do aktivacije G-proteina na sliCan nacin.
Aktivacija Gagiai dovodi do aktivacije fosfolipaze CB koja razgraduje fosfoinozitol 4,5-
bifosfat (engl. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate - PIP2) u inozitol 1,4,5-trifosfat
(engl. inositol trisphosphate - IP3) i diacil glicerol (engl. dyacilglycerol - DAG) (32,33).

IP3 povecava unutarstani¢nu koncentraciju Ca?* oslobadaju¢i ga iz endoplazmatske
mreZice (34,35). Oslobodeni kalcij regulira permeabilnost stanicne membrane putem
kalcijskih kanala. DAG dovodi do aktivacije protein kinaze C koja potom aktivira
fosfolipazu Az i fosfolipazu D (2). Za razliku od B2R gdje se Ca?* oslobada iz same
stanice (endoplazmatske mreZzice), aktivacija BiR dovodi do porasta unutarstanicnog

kalcija povecavajuci ulaz kalcija u stanicu (36).

Bradikininski Bi1 receptori imaju ulogu u razli€itim organskim sustavima.
Vazodilatacija krvnih Zila posredovana aktivacijom BiR uzrokuje prekondicioniranje
srca protiv ishemijskih incidenata i titi ga od aritmija. Aktivacija ovih receptora utjeCe

i na bubreznu funkciju djeluju¢i na glomerularnu filtraciju i natriurezu (23). B1R imaju



ulogu u patogenezi dijabetesa (37), a nedavno je otkriveno i da imaju mitogeni u€inak

u fibroznim tkivima (38).

B2 receptori takoder imaju brojne ucinke na brojnim tkivima. U kardiovaskularnom
sustavu, aktivacijom ili inhibicijom mogu uzrokovati vazodilataciju i vazokonstrikciju.
Imaju antiaritmijski u€inak na srce te antitrombotski u€inak na krvne ZzZile. B2R imaju
utjecaj i na metabolizam glukoze kod dijabetiCara djelujuci direktno ili u interakciji s
inzulinom. U probavnom sustavu, aktivacija B2 receptora dovodi do kontrakcije i
relaksacije glatkih misi¢nih stanica duodenuma, ileuma i cekuma. B2R sudjuluju i u
patogenezi astme buduci da uzrokuju sekreciju klorida i bronhokonstrikciju. U
mokrac¢no-spolnom  sustavu aktivacija ovih receptora dovodi kontrakcije
glatkomisiénih stanica maternice, mokracnog mjehura i vas deferensa. Osim
navedenih uloga, B2 receptori sudjeluju u patofiziologiji boli, sepse, hiperalgezije,

reumatoidnog artritisa i brojnih drugih stanja (23).

Bradikinin izaziva jaku dilataciju arteriola i povecava kapilarnu propusnost. Vezanje
bradikinina na B2R na povrSini endotelnih stanica dovodi do povecanja
unutarstanicne koncentracije kalcija, do aktivacije endotelne INO sintetaze i
oslobadanja duSikovog oksida (engl. nitric oxide - NO) (2). Aktivacija receptora
dovodi i do oslobadanja prostaciklina te aktivacije JAK/STAT (engl. Janus
kinases/Signal Transducer and Activator of Transcription proteins) signalnog puta
(39). Sve to u konacnici dovodi do smanjenja kontraktilnosti glatkin misica krvnih Zila
te do vazodilatacije i povecanja permeabilnosti. Primjerice, ako se u brahijalnu
arteriju injicira 1 mikrogram bradikinina, krvni ¢e se protok kroz ruku cak

Sesterostruko povecati (24).


https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinases
https://en.wikipedia.org/wiki/Janus_kinases
https://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein

4  MOZDANI EDEM

Mozdani edem je zivotno ugrozavajucCe stanje karakterizirano nakupljanjem tekucine
u izvanstani¢nim i unutarstani¢nim dijelovima mozga. Nakupljena tekucina uzrokuje
porast intrakranijalnog tlaka koji zatim reducira protok krvi kroz mozak smanjujci
dotok kisika (24). Mozdani edem moZe nastati kao posljedica traume mozga,
cerebrovaskularnog inzulta, tumora mozga, upalne bolesti (meningitis, encephalitis)
ili nekih drugih stanja i bolesti (40). Postoji tiri tipa mozdanog edema: citotoksic¢ni,

osmotski ili ionski i vazogeni.

4.1. Mozdani edem kao posljedica ishemijskog mozdanog udara

Kada kao posljedica ishemijskog mozdanog udara krvni protok padne ispod 10
ml/100 g/min razvija se edem mozga (41). Edem nastaje kao posljedica disfunkcije
ionskih pumpi, ozljede krvno-mozdane barijere i ekstravazacije serumskih proteina u
intersticij (42). Razvoj edema, kao posljedice ishemijskog mozdanog udara, u
poCetku zapocinje kao citotoksi€ni edem neurona i glija stanica, a nakon toga se
razvije u ionski i vazogeni edem kao posljedica reperfuzije okludiranog podrucja (2).
Veli¢ina mozdanog edema obi¢no je najvea izmedu prvog i treéeg dana nakon
ishemijskog mozdanog udara (43,44). Mozdani edem kao posljedica ishemije
uzrokuje naglo povecanje izvanstaniCne tekucine i intrakranijalnog tlaka, povecava
volumen ishemijske lezije, te Cesto dovodi do hernijacije mozga i smrti. Prema
najnovijim podacima smrtnost kao posljedica mozdanog edema i hernijacije je iznad
80%. UnatoC velikom interesu, danas ne postoji specificna antiedematozna terapija
razine dokaza 1. Danas se primijenjuju hiperosmolarni lijekovi (manitol),
kortikosteroidi, hiperventilacija, hipotermija te razli€iti kirurSki zahvati, kao primjerice
drenaza cerebrospinalnog likvora ili kao prvi izbor antiedematozne terapije kirurSka

dekompresija (2,44).

4.2. Citotoksicni edem

Citotoksic¢ni edem se joS naziva i intracelularni edem, celularni edem ili oticanje
onkotskih stanica, a karakterizira ga influks izvanstani¢nih iona u neurone i astrocite

kao posljedica disfunkcije stani¢nih, energijski ovisnih mehanizama ekstruzije (2).



Tijekom ishemijskog mozdanog udara se zbog smanjenog dotoka krvi u neuronima i
astrocitima proizvodi vrlo mala koli¢ina ATP-a (45). Ako se ubrzo ne uspostavi
normoksija, ATP u stanicama ¢e se potroSiti, primarno na rad Na*/K* ATP-aze (2).
Zbog nastale energijske deplecije, ubrzo ¢e nastupiti disfunkcija tog ionskog
transportera, a buduci da je za odrzavanje normalnog stani¢nog volumena potrebna
konstantna ekstruzija natrijevih iona iz stanice, dolazi do povecanja volumena
neurona i astrocita. Naime, kao posljedica disfunkcije Na*/K* ATP-aze, stanica vise
ne moze izbacivati natrijeve ione protiv gradijenta te oni ulaze u unutarstanicni
prostor povlaceci za sobom kloridne ione (CI’) i vodu koja ulazi kroz akvaporine. Sve
to dovodi do znacajnog povecanja stani€nog volumena na racun deplecije vode iz
izvanstanicnog prostora. Upravo je povecanje individualnih stanica mozga
karakteristicno za citotoksi¢ni edem, za razliku od vazogenog edema u kojem se
influks iona odvija u intersticijskom prostoru (46). Za razliku od vazogenog edema, u
citotoksiénom edemu je krvno-mozdana barijera intaktna te nepropusna za vodu i

ione (2).

Astrociti su skloniji oticanju od neurona zbog njihove uloge ,uklanjanja“ glutamata.
Glutamat je glavni ekscitacijski neurotransmiter srediSnjeg Ziv€anog sustava kojega
iz sinapse uklanjaju astrociti. Zbog ishemije je poremecéena funkcija astrocita te dolazi
do akumulacije izvanstani¢nog glutamata Cija se koncentracija povecava i do 150
puta (47). Aktivacija presinapti¢kih i postsinaptic¢kih glutamatnih receptora uzrokuje
dodatni unos vode u stanice i pogorSava citotoksi¢ni edem (48). Pokus$aji stanice da
ponovno uspostavi homeostazu doprinose depleciji energije i nastalom mozdanom
edemu (2). Budu¢i da astrocita ima dvadeset puta vise od neurona i da su skloniji
povecanju volumena, koje moze biti Cak peterostruko, mozemo zakljuciti da imaju

znacajnu ulogu u stvaranju citotoksicnog edema (49).

4.3. lonski edem

Manjak Na*, ClI" i vode u izvanstaniCchom prostoru stvara novi gradijent ovih iona na
razini krvno-mozdane barijere. PovecCava se kapilarna propusnost i postupno dolazi
do stvaranja ionskog edema (50). Stoga je ionski ili osmotski edem posljedica novog
ionskog gradijenta izmedu intravaskularnog i izvanstani¢nog prostora. Medutim, do
pomaka tekucine dolazi tek kad se poveca permeabilnost endotelnih stanica kao
posljedice povecanja izrazaja ionskih kanala i transportera (51,52).
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4.4. Vazogeni edem

Funkcionalni integritet krvno-mozdane barijere je temeljna stvar potrebna za
odrzavanje normalnog volumena i homeostaze mozga. Krvno-mozdana barijera
sastoji se od endotelnih stanica povezanih €vrstim spojevima (engl. tight junctions)
oko kojih se nalaze astrociti i periciti. Cvrsti spojevi izmedu endotelnih stanica
onemogucuju prolaz komponentama plazme, leukocitima, eritrocitima i drugim
hidrofobnim molekulama kroz barijeru u mozdano tkivo (53,54). Tijekom ishemije
dolazi do ,otvaranja“ Cvrstih spojeva, prolaska tekucine bogate proteinima iz
intravaskularnog u izvanstani¢ni prostor te posljedi€no nastanka vazogenog edema
(54). Poremecaj krvno-mozdane barijere obi¢no nastaje nakon Sest sati od stvaranja
citotoksitnog edema (2). Postoji nekoliko mehanizama kojim se objasnjava
poremecaj transendotelne permeabilnosti za vrijeme ishemije, kao primjerice
transcitoza (55), poremecaj signalnih puteva zbog promjena u koncentraciji kalcija
(56), degradacija bazalne lamine (57,58), oStec¢enje Cvrstih spojeva protrombinom ili
matriks metaloproteinazom (58,59), ali to¢an mehanizam nastanka jo$S uvijek je
nepoznat. Posljedi€no promjeni u integritetu krvno-mozdane barijere, dolazi do
povecanja ne samo izvanstani¢nog prostora veé cjelokupnog volumena mozdane

hemisfere.

4.5. Bradikinin i mozdani edem

Sve komponente kalikrein-kininskog sustava se nalaze u ljudskom mozgu (60).
FizioloSka uloga bradikinina i njegovih receptora u mozgu jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjena, ali je dokazano da je aktivacija B2R vazna za neurogenezu i
diferencijaciju neuralnih mati¢nih stanica (61). Bradikininski receptori se nalaze na
svim glavnim stanicama srediSnjeg Ziv€anog sustava, ukljuCujuci neurone, astrocite,
mikrogliju, oligodendrocite i endotelne stanice, medutim, to€an izvor proizvodnje i
sekrecije bradikinina joS je nepoznat (62,63). Neuroni su jedina vrsta stanica u

mozgu u kojima je B2 receptor konstantno izraZen (64,65).

U ishemijskom mozdanom udaru je kalikrein-kininski sustav jedan od prvih upalnih
signalnih puteva koji se aktivira nakon oStecenja tkiva. Znacajno povecanje
koncentracije bradikinina u plazmi, tkivu i cerebrospinalnom likvoru korelira s tezinom

mozdanog edema (66). lzrazaj bradikininskih receptora u mozgu je za vrijeme
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ishemije takoder povecan, s veéim porastom izrazaja BiR od B2R, sukladno Cinjenici
da su ishemija i upala glavni induciraju¢i Cimbenici izrazaja BiR (67,68). Kod
dijabetiCara je povelanje izrazaja BiR tijekom ishemije izrazenije nego kod ne-
dijabetiCara, dok je povecCanje izrazaja B2R manje u usporedbi s ne-dijabetiCarima
(69). Koncentracija bradikinina postize maksimalne vrijednosti otprilike dvanaest sati
nakon pocetka ishemije, dok se povecéanje izrazaja bradikininskih receptora u mozgu
uoCava vec nakon 2 - 4 sata od nastanka ishemije te ostaje poviSen i nakon 24 sata
(68).

Jedan od najvaznijih i najistraZivanijih uc¢inaka bradikinina u ishemijskom mozdanom
udaru je ucinak na permeabilnost krvno-mozdane barijere. Bradikinin, povecavajuci
vaskularnu permeabilnost i vazodilataciju, doprinosi retenciji tekuéine unutar
mozdanog tkiva i nastanku edema mozga. Bradikinin povecava propusnost krvno-
moZdane barijere za proteine plazme djeluju¢i na protein klaudin-5, komponentu
tijesnih spojeva zaduZenih za odrzanje integriteta krvno-mozdane barijere (70).
Bradikin izaziva dilataciju arteriola i konstrikciju vena §to za posljedicu dovodi do
porasta tlaka mikrocirkulacije, pove¢anja mozdanog edema i povecanja rizika od
nastanka hemoragijske transformacije (71). Vecdina tih ulinaka posredovani su
aktivacijom B2 receptora koja dovodi do porasta unutarstani¢nog kalcija, aktivacije
INOS (prema engl. inducible nitric oxide synthase) te posljedicnog oslobadanja
duSikova oksida (72). Agonisti B2 receptora se katkada upotrebljavaju kao sredstva
za povecCanje permeabilnosti krvno-mozdane barijere u svrhu maksimalizacije

biodostupnosti kemoterapeutika u mozgu (73,74).

Nekoliko istraZzivanja na misjem modelu ishemijskog mozdanog udara pokazalo je da
primjena antagonista bradikininskih B2 receptora smanjuje mozdani edem i volumen
ishemijske lezije nakon privremene i trajne okluzije srednje cerebralne arterije ( engl.
middle cerebral artery occlusion - MCAO). Sukladno tome, poceli su se razvijati B2R
antagonisti od kojih je LF 16-0687 jedan od najCeSce istrazivanih. Primjena tog
antagonista, kod miSeva nakon MCAO, smanjuje volumen ishemijske lezije i
mozdanog edema za otprilike 30% te smanjuje ostecenje krvno-mozdane barijere i
akumulaciju neutrofila na oste¢enoj mozdanoj hemisferi. Autori nisu odredili je li
protektivni u€inak LF 16-0687 posljedica inhibicije vaskularnih B2R, neuronskih BzR ili
inhibicije COX-2 (prema engl. cyclooxygenase-2) aktivnosti inducirane bradikininom,

S obzirom da je poznato da COX-2 ima Stetni u€inak u mozdanoj ishemiji. B2R
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antagonist, CP-0597, takoder smanjuje veli€inu ishemijske lezije, mozdani edem i
broj nekroti¢nih neurona. U pokusima s miSevima s onemogucenim B2R genom (Bz2R"
") je takoder pokazano da inhibicija B2R smanjuje volumen lezije, postishemijskog
mozdanog edema i smrtnost u usporedbi s miSevima divljeg tipa nakon MCAO. S
obzirom da je ekspresija B1 receptora u B2R”’ miSeva jednaka kao i kod kontrolne
skupine miSeva, istrazivana neuroprotekcija se pripisuje aktivnosti B2R (75-78).
Medutim, Cini se da inhibicija B1 receptora smanjuje neuroprotektivno djelovanje B2R

antagonizma (63).

Za razliku od navedenog, istraZivanje Raslana i sur. te istrazivanje Austinat i sur.
pokazala su da upravo primjena BiR antagonista ili njihov genetski manjak smanjuje
poremecaj krvno-mozdane barijere, veli€inu mozdanog edema, klini¢ki neuroloski
deficit te smrtnost nakon MCAQO. Istrazivanja su pokazala da je izrazaj BiR povecan
tijekom 12 sati nakon pocetka ishemije, dok izrazaj B2R ostaje povecan i nakon 48
sati. Inhibicijom B1iR, ali ne i B2R, postize se protekcija miSjeg mozga od kortikalnog
ostecenja, primarno zbog smanjenja poremecaja krvno-mozdane barijere i smanjenja
lokalnog upalnog odgovora (79). Zanimljivo, proizvodnja endotelina-1 je kod miSeva s
onemoguéenim BiR genom (BiR”) bila gotovo nepostojeca, za razliku od visokih
razina endotelina-1 postignutin nakon eksperimentalnog mozdanog udara kod
miSeva divljeg tipa (80,81). Endotelin-1 ima kriticnu ulogu u regulaciji vaskularnog
integriteta i nastanku edema tijekom ishemijskog mozdanog udara (82,83). MiSevi s
prekomjernim izrazajem endotelina-1 razvijaju ve¢i mozdani edem i veéi volumen
ishemijske lezije nakon MCAO (84). Farmakolo$ka inhibicija endotelinskin A
receptora dokazano smanjuje poremecaj krvno-mozdane barijere i mozdani edem
kod Stakora (81,85). Visoke razine endotelina u serumu pokazale su se kao dobar
prognostiCki znak teSskog mozdanog edema kod osoba s akutnim ishemijskim
inzultom (86). Povezanost kalikrein-kininskog sustava i endotelina-1 u ishemijskom
mozdanom udaru i mehanizmi djelovanja jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni.
Farmakoloska inhibicija BiR je ucinkovita i nakon jednog sata od indukcije ishemije
Sto selektivne BiR antagoniste Cini terapijskim potencijalom za daljnja istrazZivanja
(87).

UCinci bradikinskih 1 i 2 receptora na razvoj mozdanog edema u razli€itim su se
istraZivanjima pokazali kontradiktornim. Prema istraZivanju Grogera i sur. B2R™

miSevi razvijaju manje ishemijsko ostec¢enje i mozdani edem nakon MCAO. U
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oCiglednom kontrastu, Xia i sur. smatraju da je postishemijsko oSte¢enje mozga
povecano u B2R”miseva, dok brojna druga istrazivanja nisu dokazala $tetni ucinak
blokade B2 receptora. Razlog ovih diskrepancija joS uvijek nije jasan, ali se moze
objasniti razli¢itom strukturom razliitih studija, relativno malim uzorkom ili razlikom u

vremenu mozdane ishemije (67).

Zakljuéno mozZzemo reci da je jedan od najvaznijih u€inka bradikinina u ishemijskom
mozdanom udaru stvaranje mozdanog edema koji kao sekundarno ostecenje
doprinosi povecanju ishemijske ozljede mozga. Je |i taj ucinak bradikinina
posredovan dominantno aktivacijom Ba ili B2 receptorima jo$ uvijek nije u potpunosti

razjasnjeno te je u tu svrhu potrebno napraviti dodatna istrazivanja.
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5 GLIJA STANICE

5.1. Astrociti i njihova uloga u ishemijskom mozdanom udaru

Astrociti su najbrojnija skupina glija stanica u srediSnjem ziv€anom sustavu, broj¢ano
dominantnija i od neurona. Morfolo$ki, razlikujemo dvije vrste astrocita: fibrozne i
protoplazmatske. Fibrozni astrociti su zvjezdolikog oblika, imaju manji broj veéih i
duljih izdanaka, te se primarno nalaze u bijeloj tvari. Protoplazmatski astrociti su
grmolikog, sferiChog oblika, s kra¢im i brojnijim izdancima, primarno ih nalazimo u
sivoj tvari (88). Astrociti sadrzavaju citoplazmatska intermedijarna vlakna, gradena od
glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl. glial fibrillary acidic protein — GFAP), koji je
jedan od najCeSce sintetiziranih proteina u mozgu (89). Unato€ tome $to vecina
astrocita ima slicne morfoloSke karakteristike, njihova funkcija se u razli€itim
podrucjima srediSnjeg Ziv€anog sustava znacCajno razlikuje. Funkcije astrocita su
brojne i kompleksne, a neke od njih su uklanjanje ekscitacijskog neurotransmitera
glutamata iz sinapticke pukotine, $to je temelj optimalne glutamatne neurotransmisije
i izbjegavanja ekscitotoksiCnosti (90,91). Astrociti odvajaju parenhim srediSnjeg
Ziv€anog sustava od vanjske okoline, ponovno unose kalij osloboden iz neurona te
sluze kao spremista najvece koliCine glikogena, glavne energetske rezerve u mozgu
(88,92,93).

Astrociti su otporniji na ishemiju od neurona. Jedan od mogucih razloga tome je sto
astrociti sadrzavaju veliku koli¢inu enzima i proteina zaduzZenih za stani¢ne
obrambene funkcije, kao primjerice glutationa (94), antioksidanse katalazu,
superoksid dismutazu, glutation peroksidazu i antiapoptotske proteine. Takoder,
sadrze velike koliCine glikogena, glutamina i glutamata koji im omogucavaju visoku

razinu metaboli¢ke aktivnosti ¢ak i nakon dva sata od nastupa ishemije (88).

Vrlo rano u tijeku razvoja ishemijskog mozdanog udara dolazi do oticanja astrocita
(95,96). Takvi astrociti sadrze povecane, vodenaste citoplazme bogate vakuolama
koje okruzuju nekroticne neurone. Oticanje astrocita posljedica je ishemijom
uzrokovane deplecije energije koja dovodi do disfunkcije ionskih pumpi zaduzenih za
odrzavanje volumena stanice. ZnacCajno oticanje astrocita ima Stetne ucCinke jer
dovodi do nastanka citotoksicnog edema i porasta intrakranijalnog tlaka, oslobadanja

glutamata, kompresije kapilara i dodatnog smanjenja krvnog protoka (88,97).
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Ishemijska ozljeda mozga rezultira trenutaChom smréu neurona i astrocita u
sredi$njoj zoni. S druge strane, astrociti u okolnoj zoni penumbre hipertrofiraju, a u
manjoj mjeri i proliferiraju, $to se naziva reaktivnom astrocitozom (98). Astrocitoza je
najviSe izrazena otprilike dva tjedna nakon nastupa ishemije, a dominantno nastaje
kao posljedica akumulacije intermedijarnih glijalnih filamenata (99). Krajnji ucinak
astrocitoze je nastanak ,glijalnog ozZiljka“ kojeg oko podrucja nekroze stvaraju glijalni
citoplazmatski izdanci. U kasnijim fazama ishemijskog mozdanog udara, reaktivni
astrociti proizvode €imbenike rasta, molekule izvanstanicnog matriksa, citokine koji
poti€u regeneraciju oste¢enih neurona. Sama uloga reaktivne astrocitoze nije u
potpunosti razjasnjena, ali se smatra pokusajem astrocita da obnove i poprave

nastalo ostecenje te da potaknu neurogenezu i sinaptogenezu (88,98).

5.2. Ucinak bradikinina na astrocite

Bradikinin vezanjem za receptore na membrani astrocita ostvaruje brojne ucinke,
primjerice  poveéava proizvodnju matriks metaloproteinaze-9 (engl. matrix
metallopeptidase 9 — MMP-9) koja potom povecava migraciju mozdanih astrocita
Stakora (engl. rat brain astrocytes — RBA) (100). Matriks metaloproteinaze su velika
obitelj cink-ovisnih endopeptidaza koje razgraduju proteine izvanstani¢nog matriksa u
fizioloSkim procesima, ali i patoloSkim zbivanjima (101). MMP takoder sudjeluju u
patogenezi razliCitih bolesti, ukljuCujuéi mozdani udar (102). Bradikinin direktno
inducira izrazaj proMMP-9 putem aktivacije B2R i PKC-d (prema engl. Protein kinase
C delta type) signalnog puta. Aktivacija PKC-6 uzrokuje fosforilaciju i translokaciju
kinaza reguliranih izvanstani¢nim signalom ERKZ1/2 (engl. Extracellular Signal-
Regulated Kinase — ERK1/2) koje dovode do aktivacije EIk-1 transkripcijskog
Cimbenika. Fosforiliran Elk-1 se veze za MMP-9 promotor i inducira njegovu
transkripciju (100). Povecan izrazaj MMP-9 uzrokovan bradikininom moze biti
posredovan i aktivacijom MAP kinaza, NF-kB signalnog puta te AP-1 (prema engl.
activator protein-1) (100,103,104). U akutnoj fazi mozdanog udara, povecan izrazaj
bradikinina i MMP-9 poveéava permeabilnost krvno-mozdane barijere, mobilizira
imunosne stanice iz krvi u mozdano tkivo te posljedi€no doprinosi razvoju mozdanog
edema i upale. U kroni¢noj fazi ishemije, MMP-9 i bradikinin sudjuluju u nastanku
oziljka, odrzavanju integriteta krvno-mozdane barijere i remodeliranju mozdanog tkiva
(53,105,106).
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U akutnoj fazi ishemijskog mozdanog udara, bradikinin ima i neuroprotektivne ucinke
posredovane djelovanjem astrocita. Bradikinin povecéava proizvodnju prostaglandina
E2 (PGE2) i Ziv€anog €imbenika rasta (engl. nerve growth factor - NGF) te smanjuje
proizvodnju LPS-induciranih (prema engl. lipopolysaccharides) proupalnih citokina
(TNF-a, IL-1B). IstraZivanja su pokazala da primjenom 100 i 300 nM BK proizvodnja
100ng/ml LPS-induciranog TNF-a se smanji za 55%, odnosno 70%. Proizvodnja
NGF-a poc€inje rasti tek nakon Sest sati od primjene 100 nM BK, dok u prva tri sata
nema nikakve promjene u izrazaju. To nam govori o €injenici da je proizvodnja NGF
ograni¢ena na odredeno vrijeme nakon osteéenja mozga. Primjena B2R antagonista
(HOE140), ali ne i BiR antagonista, inhibira BK-induciranu proizvodnju NGF mRNA
Sto upucuje na to da je taj u€inak bradikinina posredovan aktivacijom B2 receptora
(106).

Bradikinin potice oslobadanje glutamata iz neurona aktivacijom B2R Sto uzrokuje
porast unutarstani¢nog kalcija (107). Nakon aktivacije B2R astrociti zapocinju lu¢enje
glutamata, interleukina 6 i prostaglandina E2 (108-111). Buduéi da tijekom ishemije
astrociti ne mogu uklanjati glutamat iz sinaptiCke pukotine, dolazi do porasta
izvanstani¢nog glutamata, poremecaja rada glutamatnih izmjenjivaca i posljedi¢no do

porasta unutarstani€énog osmotskog tlaka i akumulacije vode (112,113).

Bradikinin u astrocitima povecava i proizvodnju fosfolipaze A2, COX-2 (103,114),
reaktivnih kisikovih radikala i ugljikova monoksida (CO) koji mogu izazvati smrt

neurona (115).

Zakljuéno mozemo recCi da ucCinak bradikinina na astrocite nije jednoznacajan.
Bradikinin inducira upalne, ali i protuupalne ucinke. Kako je ishemijski mozdani udar
kompleksno stanje koje se postupno razvija u vremenu i prostoru, tako i proizvodnja i

uc€inci bradikinina te uloge astrocita znacajno variraju.

5.3. Mikroglija i njihova uloga u ishemijskom mozdanom udaru

Mikroglija stanice su rezidentne imunosne stanice sredidnjeg Ziv€anog sustava koje
¢ine 10% svih stanica u mozgu (116). Unato€ ekstenzivnim istrazivanjima koja se
provode od 1919. godine od njihova otkri¢a, porijeklo mikroglije nije joS uvijek u
potpunosti razjasnjeno. Danas se smatra da je rije€C o mijeloidnim progenitornim

stanicama koje infiltriraju mozak u razli€itim razvojnim stadijima mozga, s time da se
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vecina populacije mikroglije generira u postnatalnom razdoblju, nakon formiranja
krvno-mozdane barijere (117,118). Buduéi da krvno-mozdana barijera u potpunosti
odvaja krvnu cirkulaciju od mozga, mikroglija, za razliku od svih ostalih tkivnih
magrofaga, razvija se u visoko specijaliziranom mikrookoliSu karakteriziranom
ograni¢enim kontaktom s krvnim elementima (119). Stanice mikroglije nikad ne
,2odmaraju“ te stalno nadziru stanje u mozgu nastojeci odrzati integritet i homeostazu
mozdanog tkiva (120). Mikroglija na svojim membranama sadrze receptore nalik na
Toll - TLR (prema engl. Toll-like receptors) i nukleotid-vezani oligomerizacijskoj
domeni slicne - NLR receptore (prema engl. nucleotide-binding oligomerization
domain-like receptors), koji pripadaju skupini receptora koji prepoznaju uzorak (engl.
pattern recognition receptor — PRR), a na koje se vezu bakterijski i virusni ligandi ili
neki drugi molekularni znakovi oste¢enja stanica (121). Nakon Sto mikroglija uodi
prijetnju, dolazi do njihove brze aktivacije prilikom c¢ega mikroglija preuzima

ameboidni izgled s velikom somom te zapocinje adekvatni obrambeni odgovor (122).

Stanice mikroglije najznacajnije su stanice u upalnom odgovoru mozga na ishemijsko
oStecenje. Aktivacija mikroglije je strogo kontrolirana CX3CL1/CX3CR1 signalnim
putem izmedu neurona i glije. U ishemijskom mozZdanom udaru dolazi do aktivacije
mikroglije upravo djelovanjem na CX3CL1/CX3CR1 signalni put razli€itim
mehanizmima (123,124). lako se dugi niz godina smatralo da mikroglija ima primarno
Stetni ucinak u ishemijskom mozdanom udaru, novija saznanja govore u prilog puno
kompleksnije uloge mikroglije. U akutnoj fazi mozdanog udara, ve¢ nakon par minuta,
dolazi do aktivacije mikroglije Cija aktivnost doseze maksimum izmedu drugog i
treCeg dana te traje joS nekoliko tjedana nakon pojave ishemije (121,125). U
sredisnjoj zoni ishemije je aktivacija mikroglije primarno uzrokovana ekscitotoksicnim
signalima (126), dok je u periinfarktnom podru¢ju aktivacija uzrokovana DAMP
molekulama, odnosno molekularnim uzorcima pridruzenim opasnosti/ozljedi (engl.
Danger/Damage Associated Molecular Patterns) (127). Jo$ jedan vrlo vazan aktivator
mikroglije je izvanstani¢ni adenozin trifosfat (ATP) osloboden iz oSte¢enih neurona u
podrucju ishemije (128). Jednom aktivirane, mikroglija postaju polarizirane te
mijenjaju fenotip variraju¢i izmedu klasicnog M1 fenotipa, koji proizvodi proupalne
medijatore, i alternativnog M2 fenotipa koji sudjeluje u protuupalnim,

neuroprotektivnim aktivnostima (129).
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Aktivirana M1 mikroglija proizvodi razliCite upalne ¢imbenike, kao sto su TNF-q, IL-
1B, IL-6, IL-18. (130). Oni pojacavaju upalni odgovor, povecavaju oksidativni stres
stimuliraju¢i proizvodnju i oslobadanje reaktivnih kisikovih radikala te poticu
proizvodnju dusSikova oksida, stimulirajuci iINOS, prilikom ¢ega se nakupljaju
citotoksi€ne koliine reaktivnih dusSikovih spojeva (131). M1 mikroglija potice
citotoksi¢ne ucinke, djelujuci Stetno na neurogenezu pogorsavajuci neuroloski deficit

koCenjem aksonalne regeneracije (132).

S druge strane, aktivirana M2 mikroglija sudjeluje u popravku i regeneraciji
mozdanog ostecenja oslobadajuci protuupalne Cimbenike, primjerice IL-4, IL-10, IL-
13 i TGF-B (130). Smatra se da M2 fenotip izrazava specificne povrSinske stanicne
markere, prvenstveno arginazu-1 koja ima neuroprotektivan ucinak (133), te Ym1l
(engl. chitinase-like-3) koji sprjeCava degradaciju izvanstanicnog matriksa. M2
mikroglija pokazuje veéu fagocitnu aktivnost u usporedbi s M1 mikroglijom te
uspjeSno eliminira stani¢ni debris i potiCe rekonstrukciju izvanstani€nog matriksa.
Takoder, M2 fenotip proizvodi inzulinu-sli¢an ¢imbenik rasta (engl. insulin-like growth
factor-1, IGF-1) koji suprimira apoptozu te povecava proliferaciju i diferencijaciju
neuronalnih prekursorskih stanica. Eliminacijom stani€nog debrisa fagocitozom i
proizvodnjom protuupalnih citokina, M2 mikroglija pokuSava obnoviti oSte¢eno

mozdano tkivo te smanijiti Stetne ucinke upale (130,134).

Prethodna istraZivanja pokazala su da mikroglija dinamiCki odgovara na nastalu
ishemiju postupno mijenjajuci polarizaciju iz M2 protektivnog fenotipa u akutnoj fazi, u
M1 destruktivni fenotip u subakutnoj i kroni¢noj fazi (135). Tijekom razvoja ishemijske
ozljede, M1 fenotip moze prije¢i u M2, ili obrnuto, ovisno o upalnim signalima (136).
Takoder, mikroglija moZe samokontrolirati vlastitu polarizaciju putem autokrinih i
parakrinih signala. Kada je taj sustav autoregulacije ostecen, nastaje kroni¢na,

neregulirana upala koja dodatno povecava ishemijsko osteCenje (137).

Kao rezidentna imunosna stanica, mikroglija fagocitira stani¢ni debris, Iu¢i proupalne
citokine te tako doprinosi nastalom ishemijskom oste¢enju. Medutim, mikroglija Iui i
neurotrofne ¢imbenike potrebne za popravak nastalog oste¢enja. Ravnoteza ova dva
procesa ovisi 0 lokaciji mikroglije, stupnju ishemije i vremenu proteklom od nastanka
ishemije (121). Zato se kaze da je uloga mikroglije i opcenito upale u ishemijskom

v

mozdanom udaru ,dvosjekli mac®, odnosno moze pogorsati mozdano ostecenje, ali i
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sudjelovati u popravku i regeneraciji. Ono $to sa sigurnoS¢u mozemo reci je da

stanice mikroglije imaju vaznu ulogu u ishemijskom mozdanom udaru.

5.4. Ug¢€inak bradikinina na mikrogliju

Stanice mikroglije u normalnim uvjetima izrazavaju B2R, ali ne i BiR. Medutim,
istraZzivanje Noda i sur. pokazuje da se primjenom 100 nM BK tijekom 24 sata izrazaj

B1iR znacgajno povecéava (138).

Bradikinin je snazan medijator upale i vazodepresor Cija proizvodnja u ishemijskom
mozdanom udaru znacajno raste. Bradikinin potice luenje citokina i kemokina,
djeluje kao kemoatraktant leukocita te poti¢e adheziju trombocita na endotel primarno
putem B2R (139,140). Takoder, uzrokuje porast unutarstani¢nog kalcija i posljedi¢nu
aktivaciju signalnih puteva, uzrokuje aktivaciju Ca?*-ovisnih K* kanala i aktivaciju
INOS (106). Medutim, kada govorimo o ucCinku bradikinina na glija stanice,
prvenstveno mikrogliju, €ini se da bradikinin vrlo rijetko poti€e lu€enje proupalnih
citokina, ve¢ upravo suprotno, ima protuupalnu ulogu. Protektivha protuupalna uloga

bradikina opisana je u srcu, bubregu i mreznici (141).

Protuupalni ucinak bradikinina temelji se na inhibiciji LPS-induciranog oslobadanja
proupalnih citokina, prvenstveno TNF-a i IL-1p iz aktiviranih mikroglija stanica.
Aktivacija BiR povecéava izrazaj ciklooksigenaze-2 (COX-2), povecava proizvodnju
prostaglandina E: te posljedicno dovodi do porasta ciklickog adenozin monofosfata
(cAMP) koji djeluje negativnhom povratnom spregom te inhibira lu€¢enje proupalnih
citokina (Slika 3). Kao Sto je prije navedeno, isti u€inak bradikinina uoCen je i na
astrocitima. Smatra se da je taj protektivni u€inak BK posredovan dominantno Bi
receptorima. Naime, B1 agonisti povec¢avaju LPS-induciranu proizvodnju TNF-a, a B:1
antagonisti ju smanjuju (Slika 3). Takoder, proizvodnja prostaglandina E2 znaCajno je,
ali ne u potpunosti, ovisna o0 BiR, a ne o B2R (106,141). Bradikinin smanjuje i
proizvodnju duSikova oksida (NO) iz aktivirane mikroglije inhibicijom cAMP-PKA-
CREB signalnog puta (142).
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Slika 3. Shematski prikaz bradikininskog ucinka na LPS-induciranu
proizvodnju TNF-a i IL-18. Bradikinin aktivira BiR i Gg11. Djelujuci na
Ca?*-ovisan K* kanal poveéava unutarstani¢nu koncentraciju Ca?* i
oslobada PGE:2. To uzrokuje negativhu povratnu spregu inhibicije
LPS-inducirane proizvodnje TNF-a i IL-13 putem cAMP-a te moguce
pozitivnu povratnu spregu koja povecava izrazaj B2R. LPS-induciran
TNF-a poveéava izrazaj prostaglandinskih EP2/EP4 receptora i
bradikininskih receptora vjerojatno putem aktivacije NF-kB. Preuzeto
i modificirano prema Noda (2007) (141).

Proteklih godina provedena su brojna istrazivanja mikroglijalne aktivnosti te mogucih
Cimbenika i signalnih puteva koji utjeCu na migraciju mikroglije prema mjestu ozljede.
Adenozin trifosfat (ATP) jedan je od najvaznijih atraktanata mikroglije. Osloboden iz
oStec¢enih neurona privlaCi mikrogliju na mjesto ozljede. Istrazivanje Ifuku i sur.
dokazalo je da bradikinin takoder djeluje kao atraktant te povecCava pokretljivost i
migraciju mikroglije. U prisutnosti BiR antagonista pokretljivost mikroglije je znac¢ajno
smanjena, dok prisutnost BiR agonista opona$a ucinak bradikinina. Suprotno, B2R
antagonist ne utjeCe na pokretljivost mikroglije sto dokazuje da su BiR, a ne B2R,
klju€ni u migraciji mikroglije. Ova saznanja su potom potvrdena prou¢avanjem
bradikinin-inducirane mikroglijalne migracije na miSevima s onemoguéenim BiR i B2R
genom, gdje je dokazano da bradikinin ne utjeCe na pokretljivost mikroglije kod

miSevima s onemogucenim BiR genom, ali da kod miSevima s onemogucenim B2R
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genom povecava pokretljivost mikroglije. Bradikinin vezanjem na Ba receptor dovodi
do aktivacije Gga11 proteina, protein kinaze C (PKC) i fosfoinozitid-3 kinaze (PI3K). Te
kinaze potom fosforiliraju i aktiviraju Na*/Ca?* izmjenjivaé koji poveéava unos
izvanstani¢nog kalcija u stanicu. Povecanje unutarstanicne koncentracije kalcija
aktivira Ca?*-ovisne K* kanale $to uzrokuje mikroglijalnu migraciju mehanizmom koji
jos$ nije razjadnjen (143,144). Dosad razjaSnjen mehanizam kojim bradikinin privlai
mikrogliju na mjesto ozljede se razlikuje od mehanizma migracije adenozin
trifosfatom Sto je vrlo vazno jer se koli€ine ATP-a oslobodenog tijekom ishemijskog
inzulta postupno smanjuju (145). S druge strane, koncentracija bradikinina tijekom
ishemijskog mozdanog udara znaCajno raste Sto upucuje na to da je upravo
bradikininom uzrokovana migracija mikroglije klju¢na u ishemijskog mozdanom udaru
(63,144) .
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6 ANGIOGENEZA

6.1. Angiogeneza i ishemijski mozdani udar

Vaskularni sustav mozga je iznimno stabilan sustav u normalnim homeostatskim
uvjetima, no kao odgovor na ishemiju dolazi do proliferacije endotelnih stanica,
odnosno angiogeneze. Angiogeneza je proces stvaranja novih krvnih Zila iz
postojecih krvnih Zila. To je kljuéni mehanizam popravka kojim se nastoji obnoviti
nastalo ishemijsko ostecenje mozga. U glodavaca se ve¢ unutar nekoliko minuta od
nastanka ishemije poveCava izrazaj gena za angiogenezu (146), dok razine
angiogenih proteina ostaju poviSene jo$ i tiednima nakon nastupa ishemije (147).
Indukcijom angiogeneze, primarno u periinfarktnom podrucju, pove¢ava se dotok
kisika i hranjivih tvari u osteéeno mozdano tkivo. Stvaranje novih krvnih Zila poticCe i
olakSava druge neuroregeneracijske procese, ukljuCuju¢i  neurogenezu,
sinaptogenezu i neuronsku plasticnost (148-150). Medutim, u zadnje vrijeme sve se
vise ukazuje i na negativnhe posljedice stvaranja novih krvnih zila. Primjerice, u
mreznici patoloSka angiogeneza uzrokuje hemoragije, edem i naposljetku sljepocu
(151), dok se u mozgu patoloSka angiogeneza povezuje sa stvaranjem hereditarnih
hemoragijskih teleangiektazia (HHT) (152). Medutim, brojna istrazivanja na
zivotinjskim modelima i ljudima s mozdanim udarom pokazala su da indukcija
angiogeneze dokazano poboljSava ishod i prezivljenje (146,153-155). Razlog tome
mogu biti angiogeni ¢imbenici rasta koji povecavaju prezivljenje endotelnih stanica,
glije i neurona u zoni penumbre (156-160), moze biti odstranjenje oStecenog
mozdanog tkiva novonastalim krvnim Zzilama, a prema novijim istrazivanjima
angiogenezom se stvara ,vaskularna niSa“ u kojoj se neuralne mati¢ne stanice

nakupljaju i potom migriraju prema ostecenom tkivu (161).

Proces angiogeneze ukljuCuje kompleksne interakcije brojnih molekula, primjerice
Cimbenika rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor — FGF), vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor — VEGF),
mozdanog neurotrofnog Cimbenika rasta (engl. brain-derived neurotrophic factor -
BDNF), angiopoetina, neuropilina, kemokina, matriks metaloproteinaza (MMP) i
drugih (24). NajCeSce istraZivana proangiogena molekula u mozdanom udaru je

VEGF. Unato€ neuroprotektivnim i neurogenim svojstvima, VEGF moze pogorsati
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mozdani edem i krvarenje nakon inzulta povecavajuci vaskularnu permeabilnost
(162-164). Unato¢ tome, veliki broj istraZivanja govori o mogucnosti odvajanja
proangiogenog ucinka i u€inka na vaskularnu permabilnost pri Cemu protektivni u€inci
dominiraju i potiCu brzi oporavak (165-167). U tom procesu odvajanja razlicitin
uCinaka VEGF-a razlicit izrazaj izoformi VEGF-a smatra se klju¢nim (168). MozZdani
neurotrofni ¢imbenik rasta (BDNF) je c¢lan obitelji neurotrofina ¢&ija poviSena
koncentracija u mozgu poboljSava funkcionalni oporavak miSeva nakon ishemijskog
mozdanog udara (169,170). U miSeva s mutantnom varijantom BDNF (Met BDNF)
uocen je losiji ishod u usporedbi s miSevima divljeg tipa nakon ishemije. LoSiji ishod
povezan je s oste¢enim angiogenim odgovorom u miseva s mutantnom varijantom
BDNF (171). Istrazivanja su pokazala da BDNF regulira izrazaj VEGF-a (172,173) te

da ima puno jaci u€inak na endotelne stanice u usporedbi s VEGF-om (161).

Terapijska angiogeneza predstavlja novi pristup regenerativne medicine kojim se
nastoji poboljSati ishod i prezZivlenje pacijenata nakon mozZdanog udara. lako
angiogeneza sudjeluje u popravku nastalog mozdanog oStecenja, konacni angiogeni
odgovor u akutnom ishemijskom mozdanom udaru jo$ nije u potpunosti razjasnjen.
Translacija dosada$njih znanja o angiogenezi i rezultata eksperimentalnih
istrazivanja u odgovarajuci nacin lije€enja joS uvijek nije postignuta. Prvi terapijski
pristup je modulacija endogenog angiogenog odgovora $to ukljuCuje rano uvodenje
fiziCke aktivnosti nakon inzulta, primjena statina, antagonista angiotenzinskih 2
receptora i PPAR- y agonista (prema engl. peroxisome proliferator-activated
receptors gamma) koji potiCu angiogenezu i neuroregeneraciju. Genska terapija
vaskularnim ¢imbenicima rasta uspjedno je testirana kod pacijenata s kronicnom
miokardijalnom i perifernom ishemijom. U slu€aju mozdane ishemije, pokusi na
zivotinjskim modelima pokazali su da ucinci vaskularnih ¢imbenika rasta znacajno
ovise o dozi, nacinu primjene i vremenu primjene u odnosu na pocetak inzulta te da

optimalna angiogena supstanca jos uvijek nije razvijena (174).

6.2. Bradikininski receptori i angiogeneza

Humana urinarna kalidinogenaza (HUK) je tkivni kalikrein ekstrahiran iz urina. U
nekim zemljama svijeta, primjerice Kini, HUK je novi lijek kategorije 1 za lijeCenje
pacijenata s mozdanim udarom (175). Istrazivanja na Zzivotinjskim modelima su

pokazala da HUK povecava cerebralni metabolizam glukoze, smanjuje mozdani
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edem te inhibira postishemijsku upalnu kaskadu (176). Medutim, istrazivanje Han i
sur. je po prvi puta na Stakorskom modelu mozdanog udara pokazalo da HUK
povecava cerebralnu perfuziju i angiogenezu, povec¢ava VEGF i apelin/APJ izrazaj
djelovanjem na ERK1/2 receptore te da je angiogeni uCinak HUK-a posredovan
aktivacijom bradikininskih receptora (175). Injekcija HUK-a, kojom se Stakora s
mozdanim udarom opskrbljuje humanim tkivnim kalikreinom, mozZe smanijiti podrucje
ozljede i neuroloski deficit indukcijom angiogeneze, neovaskularizacije te obnovom
poremecenog krvnog mozdanog protoka (175,177-179). U stvaranju novih krvnih Zila
kinini, nastali djelovanjem kalikreina, djeluju dominantno na B2R prilikom ¢ega dolazi
do aktivacije razliitih signalnih puteva, primjerice Akt-GSK-3B-VEGF-VEGFR-2, Akt-
eNOS-NO (180) ili ERK1/2-apelin-APJ-VEGF. Primjena selektivnih BiR i B2R

antagonista smanjuje angiogeni u¢inak HUK in vivo i in vitro (175).

Istrazivanje Ishihare i sur. pokazalo je da bradikinin ima integralnu ulogu u tumorskoj
angiogenezi i tumorskom rastu. Naime, primjenom selektivnih B2R antagonista
(HOE140 i FR173657) suprimiran je tumorski rast i angiogeneza, dok s druge strane
blokada B1R selektivnim antagonistom desArg10-[HOE140] nije rezultirala inhibicijom
angiogeneze Sto govori u prilog tome da B2 receptori sudjeluju u angiogenezi i
tumorskom rastu (181). Takoder, inhibicijom degradacije bradikinina ACE inhibitorom
kaptoprilom smanjuje se angiogeneza i rast tumora aktivacijom B2R i eNOS
signalnog puta (182). Mehanizam angiogeneze inducirane bradikininom jo$ nije u
potpunosti jasan. Nije poznato inducira li bradikinin proliferaciju i migraciju endotelnih
stanica, glatkomisiénih stanica ili pericita (183—186). Bradikinin poti¢e rast endotelnih
stanica iz postkapilarnih venula in vitro (187), no taj proces je posredovan aktivacijom
BiR, ali ne i B2R. Budu¢i da je tumorska angiogeneza primarno posredovana
aktivacijom B2R, malo je vjerojatno da je Bi-ovisna mitogena aktivnost bradikinina

uklju€ena u tumorsku angiogenezu (181,184).
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7 APOPTOZA

7.1. Bradikininski receptori i apoptoza

Apoptoza je oblik programirane staniCne smrti koja se odvija u viSestaniCnim
organizmima. Razliita biokemijska zbivanja uzrokuju karakteristicne staniCne
promjene i konacno staniénu smrt. Te promjene ukljuCuju smanjenje stani¢nog
volumena, nuklearnu fragmentaciju, kondenzaciju kromatina, fragmentaciju
kromosomske DNA i raspad glasni¢ke RNA (188). Za razliku od neurona u sredis$njoj
zoni ishemije koji odumiru unutar nekoliko minuta od nastupa ishemije, u zoni
penumbre neuroni ulaze u proces apoptoze tek nakon nekoliko sati ili dana od
poCetka ishemije, Cime se otvara i potencijalni vremenski okvir za njihov opravak. Za
razliku od nekroze, apoptoza je ureden proces energijski ovisne programirane smrti
stanice kojim se uklanja viSak stanica. Stanice koje ulaze u proces apoptoze
uklanjaju se na nacin da uzrokuju minimalnu Stetu i ne remete funkciju susjednih
stanica. Postoje dva mehanizma aktivacije apoptoze: intrinzicni i ekstrinzi¢ni.
Intrinzi€ni put aktivacije uklju€uje disrupciju mitohondrija i oslobadanje citokroma C
Sto dovodi do aktivacije kaspaza, dok ekstrinzi¢ni put apoptoze uklju€uje aktivaciju

stani¢nih povrsinskih “smrtonosnih receptora specificnim ligandima (189).

U fizioloSkim uvjetima reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species -
ROS), koji uklju€uju superoksidni anion (O:"), hidrogen peroksid (H:0.) i hidroksilni
radikal (OH-) stvaraju se u vrlo malim koli¢inama te igraju vaznu ulogu kao signalne
molekule u razliitim metabolickim putevima (190). Unutarstani¢ni izvori ROS su
ksantin oksidaze, mitohondrijski elektronski respiratorni lanac, arahidonska kiselina i
NADPH (prema engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oksidaze (191).
Koncentracije slobodnih kisikovih radikala su pod kontrolom endogenih antioksidansa
kao Sto su superoksid dismutaze, glutation peroksidaze i katalaze (192). Povecane
razine ROS-a tijekom ishemijskog mozdanog udara izazivaju oStecenje tkiva ili
direktno unistavajuci stani¢ne proteine, lipide i DNA ili indirektno remete¢i normalne
staniCne signalne mehanizme i regulaciju gena. Interakcija kisikovih radikala s
tkivnim komponentama uzrokuje stvaranje brojnih drugih radikala. Od izrazite

vaznosti je interakcija O. s duSikovim oksidom (NO) pri ¢emu nastaje izrazito
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toksi¢na molekula, peroksinitrit. Peroksinitrit se smatra okidaCem aktivacije apoptoze

nakon ishemijskog mozdanog udara (11,190).

Istrazivanje Xia i sur. dokazalo je da tkivni kalikrein povecava prezivljenje glija stanica
te smanjuje ishemijski induciranu apoptozu i oksidacijski stres (193). Povecana
proizvodnja toksicnih kisikovih radikala tijekom ishemije i reperfuzije potice aktivaciju
apoptoze neurona (194,195). Tkivni kalikrein povecCava razine dusSikova oksida te
posljedicno smanjuje aktivnost NADPH oksidaze i proizvodnju superoksida (193).
Naime, duSikov oksid je potentan antioksidans koji inhibira aktivnost NADPH
oksidaze i proizvodnju ROS u neutrofilima (196). Antiapoptotski ucinak kalikreina u
mozdanoj ishemiji je posljedica aktivacije Akt (protein kinaze B) i povecanja
koncentracije Bcl-2 (prema engl. B-cell lymphoma 2) $to rezultira smanjenom
aktivnoScu kaspaze-3 (193). DusSikov oksid takoder inhibira apoptozu smanjujuci

aktivnost kaspaze-3 (197).

Prema novijim istrazivanjima bradikinin direktno utje€e na smrt neurona u
ishemijskom mozdanom udaru (198). Aktivacija B2R inhibira stanicnu smrt djelujuci
antiapoptotski, antioksidativho, protuupalno, antiautofagno i antiekscitotoksi¢no.
Bradikinin takoder putem aktivacije B2R izaziva vazodilatacijski uCinak u mozgu te

povecava perfuziju i indirektno inhibira neuronsku smrt (6,199).
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8 TROMBOLIZA

8.1. Bradikininski receptori i tromboliza

Tromboliza, odnosno injekcija rekombiniranog tkivnog aktivatora plazminogena
(rtPA), jedina je farmakolosSka terapijska opcija za pacijente s mozdanim udarom
(200). rtPA pretvara plazminogen u aktivni oblik, plazmin koji potom degradira fibrin,
glavni sastojak krvnih ugru$aka (4). U klini¢kim istraZivanjima, intravenska injekcija
rtPA dokazano poboljSava neuroloski ishod kada se primijeni unutar prva 4,5 sata od
nastupa simptoma (5). Medutim, primijenjen 6 sati nakon, rtPA pogorSava neurolo$ki
ishod (7) te povecava smrtnost za €ak 60% u prvih sedam dana (201). Poveéana
smrtnost posljedica je povecane stope hemoragijske transformacije i malignog
mozdanog edema koji je 2,7 puta ¢eS¢i nakon primjene rtPA (202). Brojni dokazi
upucuju na to da je upravo povecana proizvodnja bradikinina uzrokovana tkivnim
aktivatorom plazminogena glavni medijator Stetnih ucinaka rtPA u ishemijskom
mozdanom udaru (203-205).

Istrazivanje Agostonija i sur. pokazalo je da intravenska primjena rtPa ili
streptokinaze kod pacijenata s akutnim infarktom miokarda izaziva cijepanje
visokomolekularnog kininogena (HMWK), prekursora bradikinina (203). Kasnije su isti
rezultati uo€eni i kod pacijenata s ishemijskim mozdanim udarom nakon primjene
rtPA (204). Naime, rtPA cijepa plazminogen na mjestu Arg561-Val562 peptidne veze
u aktivni fibrinoliticki protein plazmin (206). O mehanizmu kojim plazmin uzrokuje
nakupljanje bradikinina se jo$ raspravlja. Prvi moguéi mehanizam temelji se na
¢injenici da je plazmin sposoban direktno cijepati HMWK i generirati bradikinin in vitro
(204,207), Sto je dokazano istrazivanjem u kojem se provodila elektroforeza
visokomolekulskog kininogena (HMWK) nakon inkubacije s rtPA, plazminogenom,
kombinacijom rtPA i plazminogena te plazminom. Do cijepanja kininogena nije doslo
u prisutnosti isklju€ivo rtPa ili plazminogena, ali je zato u prisutnosti plazmina ili
kombinacije plazminogena i rtPA doslo do znacajnog cijepanja kininogena i
nakupljanja bradikinina. lako je ovaj direktni mehanizam ocigledan u in vitro
istrazivanjima, joS uvijek nije jasno dogada li se to i u in vivo uvjetima nakon primjene
rtPA (6). Drugi, alternativni mehanizam sinteze bradikinina su opisali Siméo i sur. u

kojemu rtPA uzrokuje pretvorbu plazminogena u aktivni plazmin koji potom aktivira
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X1l faktor. Aktivirani FXIl pretvara prekalikrein u aktivni kalikrein koji cijepa HMWK i
uzrokuje stvaranje bradikinina. Ovaj indirektni mehanizam se smatra dominantnim

mehanizmom stvaranja bradikinina nakon primjene rtPA (6,208).

lako vjerojatno postoji cijeli niz molekularnih izvrsitelja kojim rtPA izaziva Stetne
ucinke u akutnom ishemijskom mozdanom udaru, danasnje znanje o patofiziologiji
mozdanog udara ukazuje da je bradikinin jedna od klju¢nih molekula. Proupalnim i
proedematoznim ucCinkom bradikinina moZe se objasniti poveéana stopa
hemoragijske transformacije i malignog edema kod pacijenata lijeCenim s rtPA. Ako
je to istina, angioedem je tek vrh ledenjaka bradikininskih ucinak kod pacijenata
ljeCenih s rtPA nakon ishemijskog mozdanog udara. U skladu s tim saznanjima,
inhibicija bradikininskih receptora bi mogla poboljSati uc€inak fibrinolize i konacnog
ishoda (6).
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9 ZAKLJUCCI

Istrazivanjem ucinaka i mehanizma djelovanja bradikinina i aktivacije bradikininskih

receptora tijekom ishemijskog mozdanog udara zakljueno je sljedece:

e Bradikinin je snazan upalni Cimbenik i vazodepresor Cija proizvodnja u
ishemijskom mozdanom udaru znacajno raste.

e Bradikinin povecava veli¢inu mozdanog edema povecavajuéi permeabilnost
krvno-mozdane barijere i izazivajuéi vazodilataciju.

e Bradikinin inducira upalne, ali i protuupalne ucinke, ovisne o vremenu
proteklom od pocetka ishemije.

e Aktivacija bradikininskin receptora poveCava mozdanu perfuziju i
angiogenezu.

e Aktivacija bradikininskih receptora smanjuje ishemijski induciranu apoptozu i
oksidacijski stres.

e Bradikinin je jedan od glavnih medijatora Stetnih u€inaka trombolitiCke terapije.
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