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POPIS KRATICA

3D-TOF — trodimenzionalno vrijeme proleta (engl. three-dimensional time-of-flight)
ACE - angiotenzin I-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin-converting enzyme)
Akita — misevi s dijabetesom tipa 1 soja C57BL/6-Ins2/k/]

Akita/B2R-KO — misevi s dijabetesom tipa 1 i s onemoguéenim genom za bradikininski

receptor tipa 2 soja B6.Cg-Ins2/K8/Bdkrh2tmIm/smil
ANOVA — analiza varijance (engl. analysis of variance)
ATP — adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)
B1R — bradikininski receptor tipa 1 (engl. bradykinin receptor B1)
B2R — bradikininski receptor tipa 2 (engl. bradykinin receptor B2)

B2R-KO — miSevi s onemogucenim genom za bradikininski receptor tipa 2 soja
C57BL/6J/Bdkrb2tm1Ifth/smij

BBB — krvno-mozdana barijera (engl. blood-brain barrier)

BK — bradikinin (engl. bradykinin)

BL — pocetno stanje (engl. baseline)

bp — parovi baza (engl. base pairs)

BRB — krvno-mrezni¢na barijera (engl. blood-retinal barrier)

CBF — cerebralni krvotok (engl. cerebral blood flow)

CCL2 — kemokinski ligand s C-C motivom 2 (engl. C-C motif chemokine ligand 2)

CD - klaster diferencijacije (engl. cluster of differentiation), npr. CD11b, CD16, CD206

cDNA - komplementarna deoksiribonukleinska kiselina (engl. complementary

deoxyribonucleic acid)
CL - kontralateralno (engl. contralateral)
CLH — kontralateralna mozdana polutka (engl. contralateral hemisphere)

CLR - kontralateralna mreznica (engl. contralateral retina)



COX2 — ciklooksigenaza 2 (engl. cyclooxygenase 2)
D1 - prvi dan od okluzije srediSnje mozdane arterije
D3 — tre¢i dan od okluzije srediSnje mozdane arterije

DAMP — molekulski obrasci povezani s oSteCenjem tkiva (engl. damage-associated molecular

patterns)
DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
eNOS — endotelna sintaza dusikova oksida (engl. endothelial nitric oxide synthase)
Ga — a podjedinice G proteina (engl. G-protein alpha subunits), npr. Gai, Gos, Ga.12/13
HK — kininogen visoke molekulske mase (engl. high molecular weight kininogen)
HV — visoki napon (engl. high voltage)
I.p. — intraperitonealno

Iba-1 — ionizirana kalcij-vezuju¢a adaptorska molekula 1 (engl. ionized calcium binding

adaptor molecule 1)
IL — interleukin (engl. interleukin), npr. IL-1, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-18
ILH — ipsilateralna mozdana polutka (engl. ipsilateral hemisphere)
ILR — ipsilateralna mreZnica (engl. ipsilateral retina)
INOS — inducibilna sintaza dusikova oksida (engl. inducible nitric oxide synthase)
IPs— inozitol-1,4,5-trifosfat (engl. inositol 1,4,5-trisphosphate)

IPGTT — intraperitonealni test tolerancije na glukozu (engl. intraperitoneal glucose tolerance
test)

KD — kalidin (engl. kallidin)
KKS — kalikrein-kininski sustav (engl. kallikrein-kinin system)

LDS — laserski Dopplerov signal (engl. laser Doppler signal)



LK — kininogen niske molekulske mase (engl. low molecular weight kininogen)

LPS — lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide)

MAPK - proteinske kinaze aktivirane mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinases)
MCAO - okluzija srednje mozdane arterije (engl. middle cerebral artery occlusion)
MCP-1 — monocitni kemotaksijski protein 1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1)
MMP — metaloproteinaze matriksa (engl. matrix metalloproteinases), npr. MMP-9

MR — magnetska rezonancija

MRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)

NF-xB — jezgrin ¢imbenik kB (engl. nuclear factor kB)

Nrf2 — jezgrin eritroidni ¢imbenik 2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
ON — vidni Zivac (engl. optic nerve)

PBS — fizioloska otopina s fosfatnim puferom (engl. phosphate buffered saline)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PFA — otopina paraformaldehida (engl. paraformaldehyde)

PK — plazmatski kalikrein (engl. plasma kallikrein)

PKC — protein kinaza C (engl. protein kinase C)

PLA — fosfolipaza A (engl. phospholipase A)

PLC — fosfolipaza C (engl. phospholipase C)

PPARYy — gama receptor aktiviran proliferatorom peroksisoma (engl. peroxisome proliferator-

activated receptor y)

gPCR — kvantitativna lancana reakcija polimerazom (engl. quantitative polymerase chain

reaction)
RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)
ROI — podru¢je od interesa (engl. region of interest)

ROS - reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species)



rpm — okretaji u minuti (engl. rounds per minute)

STAT — pretvaraci signala i aktivatori transkripcije (engl. signal transducers and activators of

transcription)
T1D — dijabetes tipa 1 (engl. type 1 diabetes)
T2D — dijabetes tipa 2 (engl. type 2 diabetes)
TAE — Tris-acetat EDTA (engl. Tris-acetate-EDTA)
TGF-p — transformirajuci ¢imbenik rasta [ (engl. transforming growth factor )
TK — tkivni kalikrein (engl. tissue kallikrein)
TNF-a — ¢imbenik nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor o)
tPA — tkivni aktivator plazminogena (engl. tissue plasminogen activator)

WT — divlji tip (engl. wild type), u ovom istrazivanju odnosi se na miseve soja C57BL/6J



1. UVOD I SVRHA RADA

1.1.  Razvoj Se€erne bolesti i dijabetickih vaskularnih komplikacija

Secerna bolest je zajedni¢ki naziv za skupinu kroni¢nih metaboli¢kih poremedaja
obiljeZzenih povisenom razinom glukoze u krvi zbog nedovoljne proizvodnje inzulina,
rezistencije na djelovanje inzulina ili obaju mehanizama. Bolest moze biti uzrokovana genskim
mutacijama, iako se u vecini slucajeva razvija kao posljedica dugogodisnjih losih zivotnih
navika i Stetnih okoli$nih ¢imbenika (1). Sve duZi Zivotni vijek u kombinaciji s prehranom
bogatom visokokalori¢cnom preradenom hranom te sjedilackim nacinom Zivota doveli su do
globalnog porasta u prevalenciji Secerne bolesti. Skoro 500 milijuna ljudi odrasle dobi diljem
svijeta boluje od Secerne bolesti, a prema trenutnim predvidanjima broj oboljelih bi do 2045.
godine mogao narasti za ¢ak 30% (2). Prognosticka slika dodatno je pogorsana ¢injenicom da

se Secerna bolest sve ¢eSce javlja kod djece i adolescenata (3).

U preko 90% dijagnosticiranih slucajeva Secerne bolesti radi se o dijabetesu tipa 2
(engl. type 2 diabetes — T2D), stanju inzulinske rezistencije uzrokovane genskim mutacijama,
pretiloscu ili manjkom fizicke aktivnosti (4). Zbog smanjenog ucinka inzulina, posebice u jetri
i skeletnim miSi¢ima, istovremeno dolazi do povecane endogene proizvodnje glukoze te
smanjenog unosa i potros$nje glukoze u tkivima (5,6). Rezultiraju¢a poviSena razina glukoze u
krvi naziva se hiperglikemijom. U normalnim uvjetima smanjena aktivnost inzulina
kompenzira se njegovom povec¢anom proizvodnjom u B-stanicama Langerhansovih otocica
gusterae. Medutim, kroni¢na hiperglikemija kod T2D-a Stetno djeluje na B-stanice, koje s
vremenom postaju disfunkcionalne te gube sposobnost primjerenog odgovora na povisenu
razinu glukoze u krvi (7). U kasnijim fazama bolesti, gubitak funkcionalnih B-stanica moze
dovesti do hipoinzulinemije koja uz inzulinsku rezistenciju doprinosi razvoju hiperglikemije
(7,8).

U ostalih 10% slu¢ajeva uglavnom se radi o dijabetesu tipa 1 (engl. type 1 diabetes —
T1D) ili gestacijskom dijabetesu koji se javlja tijekom trudnoce (2,9). Dijabetes tipa 1 je
poremecaj u kojemu zbog autoimune reakcije posredovane T limfocitima dolazi do postupnog
razaranja B-stanica te znacajnog pada u proizvodnji inzulina (10). Utjecaj genske predispozicije
jaci je nego kod T2D-a, zbog ¢ega se T1D javlja puno ranije, najcesce prije punoljetnosti, a u
zadnje vrijeme sve ¢esce 1 tijekom prvih par godina zivota (11,12). Osobe koje boluju od T1D-
a u svom tijelu ne mogu proizvesti dovoljne koli¢ine inzulina potrebne za normalnu regulaciju

glukoze u krvi, zbog ¢ega dozivotno ovise o0 redovitoj primjeni egzogenog inzulina kako bi
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nadomjestili nedostatak endogenog. Osim $to sudjeluje u metabolizmu glukoze, inzulin ima
vaznu ulogu i u metabolizmu lipida (13). Nekontrolirana razina glukoze i slobodnih masnih
kiselina u krvi stetno djeluje na okolna tkiva te s viemenom moze dovesti do teskih vaskularnih
komplikacija.

Vaskularne komplikacije Secerne bolesti, prisutne u svim organima, ali od posebno
znaajnog utjecaja na srce, mozak, o¢i i bubrege, medu glavnim su razlozima visokog
socioekonomskog tereta ove bolesti uslijed negativnog u¢inka na kvalitetu Zivota te poveéanja
smrtnosti pacijenata (14). Kontinuirana izlozenost krvozilnih endotelnih stanica hiperglikemiji
poti¢e proizvodnju reaktivnih kisikovih radikala (engl. reactive oxygen species — ROS),
proupalnih citokina: ¢imbenika nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor o — TNF-a),
interleukina (engl. interleukin — IL) IL-1B i IL-6 te adhezijskih molekula: E-selektina,
adhezijskih molekula vaskularnih stanica 1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1) i
medustani¢nih adhezijskih molekula 1 (engl. intercellular adhesion molecule 1), dodatno
inhibiraju¢i proizvodnju dusikova oksida (engl. nitric oxide — NO), sto postupno dovodi do
propadanja endotelnih stanica, sistemske upale te poremecaja u integritetu i funkciji krvnih zila
(15-17). Uz mikrovaskularne promjene u svim tkivima, u ve¢im krvnim zilama endotelna
disfunkcija poti¢e razvoj ateroskleroze, koja otezava krvni protok, a u slucaju rupture
aterosklerotskog plaka posljedi¢na lokalna tromboza ili distalna embolizacija mogu dovesti i
do potpune opstrukcije krvotoka te akutne ishemije zahvacenih tkiva (18). Prema klini¢kim
podatcima, ve¢ u trenutku dijagnoze SeCerne bolesti, vaskularne komplikacije prisutne su u
skoro 50% slucajeva, a rizik od razvoja teskih i1 potencijalno smrtonosnih dogadaja poput
ishemijskog mozdanog udara 2,5 — 3,1 puta je veci kod osoba koje boluju od Secerne bolesti
nego u ostatku populacije (14,19). U istoj je mjeri kod oboljelih od $ecerne bolesti povisen i
rizik od razvoja akutne ishemije mreznice (20). Dodatno, osim §to povecava rizik od razvoja
akutne ishemije, prisutnost secerne bolesti u navedenim stanjima otezava oporavak i povecava
smrtnost (21,22).

1.2.  Ishemija mozga i mreZnice

Za odrzavanje golemih metabolickih zahtjeva mozga potrebna je neometana opskrba
mozdanog tkiva svjeZom arterijskom krvlju bogatom kisikom i glukozom. Ishemijski mozdani
udar nastupa kada je protok krvi u odredenom podruéju iznenada prekinut zbog zaepljenja

mozdanih arterija. S obzirom na to da u mozgu ne postoje zalihe glukoze u obliku glikogena,
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pad cerebralnog krvotoka (engl. cerebral blood flow — CBF) ispod 10 ml/100 g mozdanog
tkiva/min uzrokuje nagli odgovor i nekrozu stanica u zahva¢enom podrucju (23). lako ishemija
utjece na sve tipove stanica unutar mozdanog parenhima, gubitak ziv¢anih stanica ili neurona
ima daleko najvaznije posljedice. Mjesto okluzije najces¢e se nalazi unutar vaskularnog
podruc¢ja sredi$njih mozdanih arterija, koje opskrbljuju dijelove primarnog motornog i
somatosenzornog korteksa, zbog ¢ega pacijenti nakon ishemijskog mozdanog udara Cesto
pokazuju simptome hemipareze i hemisenzornog gubitka u podru¢ju lica, trupa i udova te
afaziju (24,25). Opseg gubitka tkiva je glavni prediktor rane smrtnosti od mozdanog udara (26).
Stanice mogu prezivjeti privremeni nedostatak raspolozive energije ako se radi o blazem padu
CBF-a i zatim se u potpunosti oporaviti ako se dovoljno brzo uspostavi protok krvi (27).
Intravenska ili intraarterijska primjena fibrinolitika poput tkivnog aktivatora plazminogena
(engl. tissue plasminogen activator — tPA) i kirurSko uklanjanje ugruska endovaskularnom
trombektomijom trenutno su jedini naéini lijeCenja ishemijskog mozdanog udara usmjereni na
ranu rekanalizaciju zacepljenih mozdanih arterija i ranu obnovu perfuzije s ciljem minimizacije
oStecenja, ocuvanja neuroloske funkcije i smanjenja smrtnosti (28-31). Medutim, navedeni
zahvati ucinkoviti su samo u uskom vremenskom okviru nakon nastupa ishemije, a ¢ak i
pravovremeno provedeni mogu u odredenim sluc¢ajevima pogorsati sekundarnu ozljedu mozga

te dovesti do tezeg oporavka i losijeg ishoda za pacijenta (32,33).

S obzirom na to da mreznica kod ljudi ima dva izvora opskrbe krvlju, ishemija mreznice
moze biti potpuna ili djelomi¢na. Potpuna ishemija mreZnice javlja se u slucaju okluzije
oftalmicke arterije, buduci da je ista ujedno izvoriste i sredi$nje mrezniéne arterije, ¢iji ogranci
opskrbljuju unutarnje slojeve mreznice, i straznjih cilijarnih arterija, koje putem kapilarne
mreze zilnice, odnosno koriokapilarisa, opskrbljuju vanjske slojeve mreznice (34). U praksi,
najc¢esci su slucajevi djelomic¢ne ishemije unutarnjih slojeva mreznice zbog izolirane okluzije
sredi$nje mrezni¢ne arterije ili njenih ogranaka (35,36). lako su metabolicki zahtjevi mreznice
veci od onith u mozgu, mreznica je manje osjetljiva na ishemiju zbog skladiSta glukoze u
staklovini koja moze posluziti kao privremeni izvor energije i U anaerobnim uvjetima (37,38).
Krvne zile mreznice mogu se lako i neposredno vizualizirati oftalmoloskim pregledom te
dokumentirati metodama fotografije i fluoresceinske angiografije o¢ne pozadine, S§to
neizmjerno olakSava dijagnozu i pra¢enje ishemije mreznice. Medutim, ni ova velika prednost
u usporedbi s mozgom, gdje je potvrda ishemije moguca iskljucivo koristenjem radioloSkih
metoda poput oslikavanja magnetskom rezonancijom, nije dovela do razvoja zadovoljavajuéih

metoda lijeCenja. Trenutno ni jedna od metoda lijecenja akutne ishemije mreznice, kao $to su



poticanje kapilarne reperfuzije snizavanjem intraokularnog tlaka, pokuSaj pomaka tromba ili
embulusa okularnom masazom, pokusaj razgradnje istoga ubrizgavanjem fibrinolitika poput
tPA-a, ili primjena hiperbari¢ne oksigenoterapije nije pokazala znacajan utjecaj na oporavak
vidne funkcije (35). I u mozgu i u mreZnici uspjesna rekanalizacija Sama po sebi nije dostatna
kako bi se minimizirale posljedice ishemijskog oste¢enja. To je zato $to ishemija i naknadna
reperfuzija pokrecu cijeli niz patofizioloSkih procesa koji, svaki na svoj nacin, utjecu na gubitak
stanica tijekom razvoja lezije i reorganizaciju tkiva tokom oporavka. Takozvana ishemijska
kaskada u mozgu i mreznici ukljuuje skoro identi¢ne procese buduc¢i da tkiva dijele
embrionalno podrijetlo te brojne histoloske i fizioloske sli¢nosti (39). To je 2003. godine
potvrdilo i Ameri¢ko drustvo za mozdani udar (engl. American Stroke Association) koje je
definiralo pojam infarkta sredi$njeg zivéanog sustava kao infarkt mozga, kraljezni¢ne mozdine

ili mreznice (40).

1.2.1. Ishemijska kaskada

U mozgu i mreznici, nedostatak glukoze i kisika uzrokuje poremecaj metabolizma i
ionske ravnoteze, ekscitotoksi¢nost, oksidativni stres, povecanje propusnosti krvno-mozdane
barijere (engl. blood-brain barrier — BBB) i krvno-mrezni¢ne barijere (engl. blood-retinal
barrier — BRB), razvoj edema te aktivaciju upalnog odgovora (41). Razumijevanje isprepletene
prirode ovih dogadaja i njihove sloZene vremenske dinamike klju¢no je u istraZivanju novih

terapijskih ciljeva za lijeCenje ishemijske ozljede mozga i mrezZnice.

Glukoza i kisik neophodni su za sintezu adenozin trifosfata (engl. adenosine
triphosphate — ATP) ¢ijom se razgradnjom oslobada energija potrebna za odrzavanje normalne
strukture i funkcije stanica, Sirenje akcijskog potencijala i prijenos signala medu ziv¢anim
stanicama (42). U podrucju ishemijske lezije deplecijom ATP-a prestaje rad ATP-ovisnih
ionskih pumpi poput Na'/K*-ATP-aze $to rezultira preraspodjelom iona izmedu stanica i
medustanicnog prostora, depolarizacijom stanica i nekontroliranim oslobadanjem
neuroprijenosnika u izvanstani¢nu tekucinu (43). Za stanice je posebno Stetno nakupljanje
glutamata, pobudujuceg neuroprijenosnika koji vezanjem na N-metil-D-aspartatne receptore
potie ulazak iona Ca?*, koji sudjeluju u aktivaciji enzima za razgradnju proteinskih i lipidnih
stani¢nih komponenti (44,45). Osmotski gradijent uzrokovan poremecajem u ravnotezi iona
uzrokuje citotoksi¢ni edem, odnosno bubrenje stanica zbog priljeva vode iz medustani¢énog

prostora pasivnom difuzijom kroz kanale za vodu (46). Ostecene stanice pod pritiskom edema



ubrzo gube kontrolu nad integritetom membrane i osnovnim stani¢nim procesima te podlijezu
nekrozi otpusStaju¢i pritom sav svoj sadrzaj u medustani¢ni prostor (47). U perilezijskom
podrucju, krvna opskrba moze se djelomi¢no nadomjestiti kolateralnim zilama, ali bez prave
reperfuzije vec¢ina oStecenih stanica s vremenom ipak umire. Budu¢i da su dostupne bar male
koli¢ine ATP-a, u perilezijskom podru¢ju stani¢na smrt odvija se kontroliranim procesom
apoptoze Kkoji je puno manje Stetan za okolno tkivo. Razvoj sekundarne ozljede zbog gubitka
stanica u perilezijskom podruc¢ju je sporiji, a dodatni gubitci stanica uzrokovani

nekontroliranom upalom akumuliraju se i tjednima nakon primarnog inzulta (48).

1.2.2. Postishemijski upalni odgovor

Upala je normalan fizioloski odgovor na ozljedu ¢iji je primarni cilj $to uéinkovitije
reducirati nastalo oStecenje kako bi se spasilo Sto je mogucée vise tkiva. Medutim,
nekontrolirana i/ili kroni¢na upala mozZe imati suprotan uéinak i djelovati Stetno na sam
oporavak. U mozgu i mreznici, postishemijski upalni odgovor pokrece se oslobadanjem
medijatora upale, ukljucujuéi peptid bradikinin (engl. bradykinin — BK), utjecuci na poremecaj
BBB-a/BRB-a i posljedi¢ni razvoj edema, koji je popra¢en nakupljanjem upalnih stanica, prvo
rezidentne mikroglije, a naknadno i perifernih stanica imunosnog sustava (49,50).

1.2.3. Razvoj edema

Klini¢ki znakovi razvoja edema jedan su od glavnih prediktora rane smrti nakon
ishemijskog mozdanog udara. Zbog ograni¢enog prostora unutar lubanje, oticanje mozga
uzrokuje povecanje intrakranijskog tlaka i distorziju tkiva pa tako s ve¢im edemom raste i
pritisak na tkivo koji ometa pravilnu reperfuziju te moze ubrzati razvoj neurodegenerativnih i

neuroloskih poremecaja (51,52).

Postoje tri faze razvoja edema; citotoksicni, ionski 1 vazogeni edem (Slika 1). Ve¢ u
prvim minutama nakon ishemije, zbog disfunkcije o ATP-u ovisnih ionskih transportera i
otvaranja ionskih kanala dolazi do nakupljanja Na* i CI" iona u stanici. Poremecaj ionske
ravnoteze remeti osmotski gradijent, zbog ¢ega uz ione u stanicu iz medustani¢nog prostora
ulazi i voda, $to dovodi do bubrenja stanica i razvoja citotoksi¢nog edema, posebno kod
neurona i astrocita (46). Citotoksi¢ni edem sam po sebi ne uzrokuje oticanje tkiva jer se stanice
Sire naustrb medustani¢nog prostora, ali zato poti¢e stvaranje ionskog i vazogenog edema.

Kako bi se nadomjestio manjak iona i teku¢ine u medustani¢nom prostoru uzrokovan razvojem
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citotoksi¢énog edema potice se transkapilarno kretanje iona i vode iz krvnih Zila u tkivo (53).
Kako se medustani¢ni prostori ponovno pune, tkivo pocinje oticati i razvija se ionski edem. U
ovoj fazi prolazak velikih molekula kroz BBB/BRB jo$ je uvijek pod kontrolom
specijaliziranih ulaznih i izlaznih proteinskih transportera koji strogo reguliraju izmjenu tvari
izmedu krvi i mozga ili mreznice (54). Endotelne stanice kapilara sredi$njeg Ziv€anog sustava
medusobno su povezane ¢vrstim spojevima i okruzene prvo bazalnom membranom, a potom i
izdancima astrocita i pericita, tako da je paracelularni transport u potpunosti blokiran (55,56).
Poremecajem BBB-a/BRB-a ionski edem prelazi u vazogeni. Vrhunac vazogenog edema kod
glodavaca doseze se 2 — 3 dana, a kod ljudi 3 — 5 dana nakon ishemije, nakon cega slijedi
postupna rezolucija (67-70). Propadanje ¢vrstih spojeva, kontrakcija i apoptoza endotelnih
stanica, razgradnja bazalne membrane te odvajanje pericita i astrocita od endotelnih stanica
glavni su uzroci narusenog integriteta BBB-a/BRB-a (57-59). U pozadini ovih procesa lezi
rastu¢a koncentracija proupalnih citokina i drugih medijatora upale u akutnoj fazi nakon
ishemije, posebice vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth
factor), kemokinskog liganda s C-C motivom 2 (engl. C-C Motif Chemokine Ligand 2—CCL2),
TNF-a, IL-6 i BK-3, koji poti¢u fosforilaciju i translokaciju proteina ¢vrstih spojeva, povecanu
proizvodnju ROS-a te izlucivanje i aktivaciju metaloproteinaza matriksa (engl. matrix
metalloproteinase — MMP), koje razgraduju medustani¢nu tvar (60-64). Kroz propusnu
BBB/BRB sada vise ne prolaze samo ioni i voda ve¢ i proteini seruma i druge veé¢e molekule

koje dodatno narusavaju osmotski gradijent.

Povecéana propusnost BBB-a/BRB-a i sirenje medustani¢nih prostora zbog priljeva
teku¢ine omogucuju infiltraciju, migraciju i nakupljanje perifernih i rezidentnih stanica
imunosnog sustava na ostecenom podrucju (65). Na ostecenje uzrokovano ishemijom prve
reagiraju rezidentne stanice mikroglije, a u stopu ih prate periferni neutrofili, monociti, Bi T
limofociti te dendriti¢ke stanice (49,66). Na svom putu one oslobadaju proupalne citokine i
kemokine kako bi privukle i aktivirale §to ve¢i broj imunosnih stanica, iako time istovremeno
doprinose razvoju sekundarne ishemijske ozljede zbog dodatne destabilizacije BBB-a/BRB-a
I poticanja apoptoze kod ostecenih neurona (65). Postupna rezolucija edema i upale te obnova
i stabilizacija BBB-a/BRB-a ovise o0 fagocitozi viska upalnih stanica i otpustanju protuupalnih
citokina IL-10 i transformiraju¢eg ¢imbenika rasta B (engl. transforming growth factor f —
TGF-), koji inhibiraju izrazaj proupalnih citokina i MMP-a te infiltraciju i daljnju polarizaciju
imunosnih stanica prema proupalnom fenotipu (67,68). U postishemijskom upalnom odgovoru

tkiva sredisSnjeg zivéanog sustava glavnu ulogu svakako imaju aktivirane stanice mikroglije,



koje se najduze zadrzavaju na mjestu ozljede te su glavni izvor upalnih ¢imbenika u sredisSnjem

Ziv€anom sustavu.

KAPILARA CITOTOKSICNI EDEM IONSKI EDEM VAZOGENI EDEM
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Slika 1. Tri faze razvoja mozdanog i mrezni¢nog edema nakon ishemije. Razvoj edema nakon
ishemije zapoc€inje poremecajem ionske ravnoteze izmedu stanice i medustani¢nog prostora
zbog nekontroliranog ulaska iona natrija putem ionskih kanala u stanicu. Preraspodjela iona
izmedu unutarstani¢nog i izvanstani¢nog prostora mijenja osmotski gradijent koji potice
ulazak vode u stanicu, bubrenje stanice i razvoj citotoksi¢nog edema. Citotoksi¢ni edem
direktno utjece na razvoj ionskog edema odnosno oticanja tkiva zbog prelaska iona i vode iz
hipertoni¢nog intravaskularnog u hipotoni¢an medustani¢ni prostor. lonski edem prelazi u
vazogeni edem u trenutku propadanja ¢vrstih spojeva i destabilizacije krvno-
mozdane/mreznic¢ne barijere sto omogucuje prelazak proteina i drugih vec¢ih molekula iz krvi
u medustaniéni prostor. Prilagodeno iz (69). Izradeno s BioRender.com.

1.2.4. Odgovor mikroglije

Mikroglija je rezidentna populacija multifunkcionalnih mononuklearnih fagocita koji
potjecu od mijeloidnih progenitorskih stanica Zumanjéane vrece, a sredi$nji zivéani sustav
koloniziraju tijekom ranih razvojnih faza (70). Kao pripadnica imunosnog sustava, mikroglija
sudjeluje u obrani tkiva od mikroorganizama i oporavku nakon ozljede eliminacijom patogena
te ostecenih i apoptoticnih stanica fagocitozom i predvodenjem upalnog odgovora otpustanjem
proupalnih i protuupalnih citokina (71,72). Za mikrogliju se dugo vremena smatralo da su
uglavnom neaktivne stanice koje se aktiviraju samo u slu¢aju infekcije ili ozljede, medutim
danas je dobro poznato da mikroglija svojim pokretnim stani¢nim nastavcima kao senzorima

vr$i konstantan nadzor svoje okoline, izmjenjuje signale sa susjednim stanicama, uklanja



suviSne stanice i potpomaze normalnu funkciju ziv¢anih stanica (73). Unutar zdravih tkiva
srediSnjeg ziv€anog sustava, imunohistokemijski ili histokemijski obiljezena mikroglija moze
se lako prepoznati po relativno maloj somi i dugackim razgranatim nastavcima (74). U mozgu,
¢ak ni U uvjetima homeostaze stanice mikroglije nisu u potpunosti uniformne vec variraju u
broju i morfologiji ovisno o poziciji koju zauzimaju unutar tkiva. Osim radijalno razgranatih
stanica koje su najucestalije i nadgledaju najveci postotak mozdanog parenhima, uz snopove
zivéanih vlakana mogu se naci i uzduzno razgranate stanice, a U perivaskularnom prostoru i
kompaktne stanice sa svega par kratkih i debelih nastavaka (74). U odraslom mis§jem mozgu
najviSe mikroglije ima u olfaktornim bulbusima, hipokampusu i bazalnim ganglijima, nesto
manje u mozdanoj kori, talamusu i hipotalamusu, a najslabije su naseljena podruc¢ja malog
mozga i mozdanog debla (74). U mreznici, mikroglija se najée$¢e nalazi u vanjskom i

unutras$njem mrezastom sloju te sloju ganglijskih stanica (75).

Duz nastavaka stanica mikroglije nalazi se Citav niz receptora ¢ija je uloga prepoznati
bakterijske, virusne i gljivicne patogene, toksine i ksenobiotike, kao i Stetne molekule koje se
oslobadaju iz mrtvih ili umiruéih stanica tijekom traumatske ozljede, ishemije ili drugih
neurodegenerativnih procesa (71). Primjerice, nakon ishemije, oSte¢ene i nekroti¢ne stanice
zbog narusSene stanicne membrane u medustanicni prostor oslobadaju citoplazmatske molekule
poput ATP-a te B1 proteina grupe visoke mobilnosti (engl. high mobility group box 1) i
proteina toplinskog Soka (engl. heat shock proteins). Izvan stanice, te endogene molekule
postaju molekulski obrasci povezani s ostecenjem tkiva (engl. damage-associated molecular
patterns — DAMP), koji se vezu za receptore za prepoznavanje molekulskih obrazaca na
povrsini mikroglije (76—78). I u mozgu i u mreznici, mikroglija se nakon detekcije DAMP
molekula u svojoj okolini aktivira te pokre¢e upalni odgovor. Aktivacija je proces u kojemu
stanice mikroglije pod utjecajem signala primljenih iz okoline mijenjaju svoju morfologiju i
povrsinske biljege, preuzimaju funkcionalno razlic¢ite fenotipove te izlu€uju niz upalnih
posrednika kojima utje¢u na prezivljenje stanica, na integritet BBB-a/BRB-a te na razvoj
edema i drugih upalnih procesa (79). Osim DAMP molekula, i drugi upalni ¢imbenici koji se
otpustaju prilikom ishemije, poput BK-a, takoder mogu utjecati na aktivaciju mikroglije (80).
Prelaskom u viSa aktivacijska stanja dolazi do povecanja i promjene oblika tijela stanica
mikroglije preko ameboidnog u okrugao, uz istovremeno skra¢ivanje pa i potpunu resorpciju
izdanaka tipi¢nih za mirujuce stanje (Slika 2) (81,82). Opsezne morfoloske promjene odraz su
funkcionalnih promjena; razgranati oblik nadzorne mikroglije idealan je za pokrivanje §to

veceg teritorijalnog volumena u fazi mirovanja, dok ameboidno tijelo bez puno nastavaka



aktiviranoj mikrogliji omoguc¢uje lakSe kretanje kroz parenhim prema mjestu ozljede te
pospjesuje fagocitozu (83). Ishemija u mozgu i mrezZnici ve¢ u prvim satima na podrucju lezije
I okolnog tkiva dovodi do nakupljanja aktiviranih stanica mikroglije koje dosezu svoju najvecu
brojnost izmedu treceg i sedmog dana, ovisno o eksperimentalnom modelu, a u mozgu ih se
moze naci i preko mjesec dana od pocetnog inzulta (66,78,84,85). Nakupljanje mikroglije na
ozlijedenom podru¢ju posljedica je proliferacije i migracije mikroglije iz distalnih i

nezahvacenih podrucja (86,87).

Aktivirana mikroglija moZe djelovati proupalno i protuupalno te prelaziti iz jednog
fenotipa u drugi ovisno o podruc¢ju ishemijske lezije, signalima koje otpustaju okolne stanice
te trajanju ishemije (88). U prvom tjednu nakon ozljede sredis$njeg zivéanog sustava uglavnom
prevladava mikroglija protuupalnog fenotipa, koja kao biljeg na povrSini izrazava klaster
diferencijacije CD206 (engl. cluster of differentiation — CD) (79). Polarizaciju prema
protuupalnom fenotipu predvodi aktivacija i nuklearna translokacija transkripcijskih ¢imbenika
gama receptora aktiviranog proliferatorom peroksisoma (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor y — PPARY) i jezgrinog eritroidnog ¢imbenika 2 (engl. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 — Nrf2), koji poti¢u izrazaj neurotrofnih i protuupalnih ¢imbenika
IL-4, IL-10, IL-13 i TGF-p (89,90). Za mikrogliju protuupalnog fenotipa tipican je vrlo visok
izrazaj citoplazmatskog enzima arginaze-1, koja potice fagocitoznu aktivnost te je ista
izrazenija u usporedbi s mikroglijom proupalnog fenotipa (91). Uklanjanjem stani¢nih ostataka
i viska upalnih stanica fagocitozom te poticanjem obnove medustani¢ne tvari, smanjuje se
Stetan utjecaj upale na razvoj lezije i apoptozu. Osim toga, IL-4, IL-10 i TGF-B poti¢u
prezivljenje neurona, proliferaciju i diferencijaciju progenitorskih stanica u subventrikularnoj
zoni, ali i angiogenezu, §to smanjuje veli¢inu lezije i potpomaze oporavak (92). Oko sedmog
dana nakon ishemije, mijenja se omjer protuupalne i proupalne mikroglije u korist proupalnog
fenotipa, koji prevladava u kroni¢noj fazi. Aktivacija transkripcijskih ¢imbenika poput
jezgrinog ¢imbenika kB (engl. nuclear factor kB — NF-xB) te pretvaraca signala i aktivatora
transkripcije (engl. signal transducers and activators of transcription) u proupalnoj mikrogliji
potiCe izrazaj i otpustanje citokina i kemokina TNF- o, IL-1pB, IL-6, IL-18, CCL2 i
kemokinskog liganda s C-C motivom 3 (engl. C-C motif chemokine ligand 3), koji pojacavaju
upalni odgovor i razinu oksidativnog stresa te doprinose degradaciji BBB-a/BRB-a i stani¢noj

smrti. Citotoksi¢ni u¢inak ovih molekula $tetno djeluje na neurogenezu i oporavak (93-95).

Da prisutnost mikroglije direktno utjeCe na tezinu ishemijske ozljede potvrduju

istrazivanja u kojima je prije izazivanja ishemije eliminirano i do 90% stanica mikroglije u
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mozgu inhibicijom receptora faktora stimulacije kolonija tipa 1 (engl. colony stimulating factor
1 receptor), koji je neophodan za njihovo prezivljenje. Odsustvo, odnosno deplecija mikroglije
tijekom akutne faze eksperimentalnog ishemijskog mozdanog udara, kada inace prevladava
protuupalni fenotip, dovodi do povecanog volumena lezije, smanjenog broja prezivjelih
neurona i loSijeg neuroloskog statusa, dok repopulacija mikroglije netom prije izazivanja
ishemije ponistava ucinak prethodne deplecije na veli¢inu lezije (96-98). Neki od nacina na
koji aktivirana mikroglija djeluje neuroprotektivno u akutnoj fazi nakon ishemije mozga su
zastita neurona od preopterecenja Ca?*, regulacija infiltracije perifernih monocita, neutrofila i
T limfocita te inhibicija otpustanja citokina IL-1, TNF-a i IL-6 iz astrocita (96,97,99). Ako je
mikroglija prisutna tijekom akutne faze razvoja lezije, ali je inhibirana njena aktivacija i
proliferacija, kao $to je sluc¢aj kod miSeva s onemogucenim genom za upalni medijator
galektin-3, takoder dolazi do znacajnog pogorSanja ishemijske ozljede zbog poveéanja u
veli¢ini ishemijske lezije, udvostru¢enja broja apoptoti¢nih neurona i deregulacije razine
neuroprotektivnog inzulinu sli¢énog ¢imbenika rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1) (100).
S druge strane, inhibicija aktivacije i polarizacije mikroglije prema proupalnom fenotipu
ublazuje upalni odgovor, ¢uva integritet sive i bijele tvari te dugoro¢no dovodi do boljeg
oporavka neuroloskih funkcija nakon eksperimentalnog ishemijskog mozdanog udara (101).
Ovo ukazuje na dvojaku ulogu mikroglije u razvoju ishemijske ozljede, koja je blagotvorna
kada prevladava protuupalni, a Stetna kada prevladava proupalni fenotip. Medutim,
klasifikacija aktivirane mikroglije puno je kompliciranija od podjele na isklju¢ivo proupalni i
protuupalni tip, budu¢i da postoje i stanice intermedijarnog fenotipa koje izrazavaju biljege
obaju navedenih (102).

AKTIVACIJA STANICA MIKROGLIJE

Razgranati oblik Prijelazni oblici Ameboidni oblik'

Slika 2. Promjena morfologije stanica mikroglije prilikom aktivacije u upalnim procesima.
Prelaskom mikroglije iz mirujuceg u visa aktivacijska stanja dolazi do povlacenja stani¢nih
nastavaka i povecanja volumena tijela stanice, Sto mikrogliji omogucuje lakSu migraciju do
mjesta ozljede i1 fagocitozu oStecenih stanica, viSka upalnih stanica i stani¢nih ostataka.
Prilagodeno iz (103). Izradeno s BioRender.com.
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1.2.5. Utjecaj Secerne bolesti na razvoj ishemijske ozljede

Cak i u sluajevima brze reakcije i uspjesne rane reperfuzije, $eéerna bolest pogoriava
ishemijsku leziju, otezava oporavak te povecava rizik od smrti nakon ishemijskog mozdanog
udara (104,105). Losiji ishod ishemijskog mozdanog udara kod osoba koje istovremeno boluju
od Secerne bolesti posljedica je stetnog ucinka vec¢ postojece kroni¢ne sistemske upale niskog
stupnja, endotelne disfunkcije, dislipidemije, inzulinske rezistencije, hiperglikemije i u
mnogim slucajevima hipertenzije u trenutku ishemije (106). Perturbacije u ishemijskoj kaskadi
uzrokovane se¢ernom bolesti rezultiraju ve¢im gubitkom stanica, naru$enim integritetom bijele

tvari, poremecajem u mijelinizaciji te oslabljenim kapacitetom neuroplasti¢nosti, Koji

ultimativno dovode do trajnih funkcionalnih i kognitivnih deficita (104,107,108).

Hiperglikemija usporava obnovu aerobne razgradnje glukoze i proizvodnje ATP-a
nakon ponovne uspostave krvne opskrbe na ishemijskom podrucju. Anaerobni metabolizam
dovodi do nakupljanja laktata i acidoze tkiva koja je citotoksi¢na za stanice te do povecane
mitohondrijske proizvodnje ROS molekula koji imaju niz $tetnih u¢inaka (109). U endotelnim
stanicama velike koli¢ine ROS molekula inhibiraju proizvodnju NO-a i vazodilataciju $to
rezultira i do 24% slabijom reperfuzijom kod hiperglikemi¢nih Zivotinja u eksperimentalnim
modelima ishemijskog mozdanog udara (110). Hiperglikemija takoder dodatno potice
otpustanje glutamata te unos iona Ca?* u stanice, ¢ime promovira razvoj citotoksiénog edema
i stani¢nu smrt (111,112). Prisutnost Secerne bolesti tijekom ishemije mijenja aktivaciju
mnogih signalnih puteva, posebice aktivaciju upalnog NF-xB signalnog puta i transkripciju
gena koji su pod njegovom kontrolom (113). Kod dijabeti¢kih zivotinja, u akutnoj fazi nakon
ishemije, uocene su povisene razine citokina IL-1p, 1L-6 i TNF-a, adhezijskih molekula E-
selektina i P-selektina, kemokina monocitnog kemotaksijskog proteina 1 (engl. monocyte
chemoattractant protein-1 - MCP-1) i makrofagnog upalnog proteina la (engl. macrophage
inflammatory protein 1a) te upalnih medijatora ciklooksigenaze 2 (engl. cyclooxygenase 2 -
COX2), MMP-9 i inducibilne sintaze dusikova oksida (engl. inducible nitric oxide synthase —
INOS) (113-116). Takav proupalni milje dodatno potice degradaciju BBB-a, razvoj vazogenog
edema te povecava rizik od hemoragijske transformacije u odnosu na postishemijski upalni
odgovor u normoglikemijskim uvjetima (117-119). Osim toga, pod utjecajem TNF-a, MCP-1
i adhezijskih molekula dolazi do prolongirane i povecane infiltracije neutrofila, leukocita, T i
B limfocita (114,120,121).
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Ja¢em upalnom odgovoru na ishemiju mozga i mreznice u prisutnosti Se¢erne bolesti U
velikoj mjeri doprinosi izmijenjeni odgovor rezidentne mikroglije. | prije samog nastupa
ishemije, hiperglikemija promovira proliferaciju mikroglije i izrazaj proupalnih ¢imbenika
CD16, INOS i TNF-a, S§to mikrogliju dovodi u predaktivacijsko stanje (122). U
predaktivacijskom stanju, stanice mikroglije su osjetljivije i burnije reagiraju na sekundarni
upalni podrazaj. IstraZivanja na razli¢itim modelima eksperimentalnog ishemijskog mozdanog
udara kod glodavaca pokazala su da SeCerna bolest uzrokuje poveéanje ukupnog broja
aktivirane mikroglije medu kojom i u akutnoj fazi prevladava proupalni fenotip, $to u konacnici
dovodi do vec¢ih funkcionalnih i kognitivnih oste¢enja (107,123). Pojacanu aktivaciju
mikroglije nakon ishemije u prisustvu se¢erne bolesti podupire i morfoloska analiza mikroglije
perilezijskog podruéja kod dijabeti¢nih Stakora, koja je pokazala ve¢u somu te smanjen broj i
ukupnu duljinu stani¢nih nastavaka u usporedbi s perilezijskom mikroglijom kontrolnih
zivotinja (123). Kod nedijabeti¢nih zivotinja, deplecija mikroglije tijekom akutne faze ishemije
dovodi do pogorSanja ishemijske ozljede. Medutim, kod dijabetickih Zivotinja deplecija
kroni¢no aktivirane proupalne mikroglije utiSava upalu, sprjecava demijelinizaciju bijele tvari,

poboljsava stani¢no prezivljenje te smanjuje kognitivno ostecenje nakon ishemije mozga (124).

Bolje razumijevanje preciznih stani¢nih mehanizama koji doprinose pogorsanju
upalnog procesa i ishemijske ozljede srediSnjeg zivéanog sustava kod dijabetesa jos uvijek je
potrebno. Ocito je da veliku ulogu igraju medijatori upale, ¢iji se izrazaj mijenja u prisustvu
Secerne bolesti, medutim za vecinu njih se ne zna kako ta promjena u izrazaju mijenja njihovu

ulogu u ishemijskoj kaskadi i postishemijskom upalnom odgovoru.

1.3.  Bradikininski signalni put

1.3.1. Sinteza i metabolizam bradikinina

Bradikinin, ¢lan kalikrein-kininskog sustava (engl. kallikrein- kinin system - KKS),
medu prvim je upalnim ¢imbenicima koji se oslobadaju s nastupom ishemije (125). Kalikrein-
kininski sustav je endogeni sustav aktivnih peptida kinina, njihovih proteinskih prekursora
kininogena te skupine serinskih proteaza kalikreina koje sudjeluju u njihovoj sintezi i
metabolizmu. Poznat je po svojoj fizioloskoj ulozi u regulaciji krvnog tlaka, boli, zgrusavanja
krvi, ravnoteze elektrolita i bubreznog protoka krvi (151-156). Mnoge od ovih funkcija rezultat

su djelovanja BK-a na endotelne stanice sto dovodi do vazodilatacije i povecanog protoka krvi
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(157). U zadnjih nekoliko godina, sve se vise istrazuje i uloga BK-a u metabolizmu glukoze,
buduci da se pokazalo da aktivacija bradikininskog signalnog puta utje¢e na translokaciju
transportera glukoze i unos glukoze u stanice (126). Razli¢ite komponente KKS-a aktivno
sudjeluju i u razvoju mnogih patoloskih poremecaja poput respiratorne alergijske reakcije,
bolesti srca, angioedema, dijabeticke nefropatije i retinopatije, ishemijskog mozdanog udara i

drugih neuroloskih poremecaja (144,154,158-160).

Postoje dva ogranka KKS-a koji oslobadaju kinine BK i kalidin (engl. kallidin - KD) te
njihove metabolite des-Arg®-BK i des-Arg!°-KD, od kojih se jedan nalazi u plazmi, a drugi u

tkivu (Slika 3) (127). Primarno mjesto sinteze kinina je u tkivima.

Bradikinin ~ je  nonapeptid  (Arg!-Pro®-Pro-Gly*-Phe®-Ser®-Pro’-Phe8-Arg®,
CsoH73N15011) koji nastaje cijepanjem kininogena visoke molekulske mase (engl. high
molecular weight kininogen — HK) plazmatskim kalikreinom (engl. plasma kallikrein - PK)
(128,129). Plazmatski kalikrein se sintetizira u jetri, a iz hepatocita se oslobada u inaktivnom
obliku proenzima prekalikreina koji stvara heterodimere s HK-om (130). Za pretvorbu
prekalikreina u PK zaduzen je faktor koagulacije XII (Hagemanov faktor), koji se prethodno
sam aktivira u dodiru s negativnom povrsinom endotelnih stanica. Aktivni PK oslobada BK
cijepaju¢i HK na dva mjesta (129). Tkivni kalikrein (engl. tissue kallikrein - TK), koji je
izmedu ostalog prisutan diljem mokraénog, diSnog, krvoZilnog, probavnog i srediSnjeg
ziv€anog sustava, kod ljudi cijepa kininogen niske molekulske mase (engl. low molecular
weight kininogen — LK) i HK kako bi oslobodio dekapeptid KD, a u glodavaca moze oslobadati
i BK (127,131,132). Bradikinin se takoder oslobada cijepanjem KD-a aminopeptidazama.
Zbog kratkog Zivotnog vijeka od svega 30 s, BK i KD djeluju autokrino i/ili parakrino vezuci
se za bradikininski receptor tipa 2 (engl. bradykinin receptor B2 - B2R) (133). Kinini se mogu
dalje cijepati karboksipeptidazama u aktivne metabolite poput des-Arg®-BK i des-Arg*’-KD,
koji se vezu za bradikininski receptor tipa 1 (engl. bradykinin receptor B1 - B1R), ili neaktivne
peptide koji se s vremenom razgraduju (134). Cak 90% ukupnog BK-a metabolizira
angiotenzin I-konvertiraju¢i enzim (engl. angiotensin-converting enzyme — ACE), a ostalih
10% se razgraduje aminopeptidazom P, neutralnom endopeptidazom ili karboksipeptidazama
M i N (135). Angiotenzin I-konvertirajuci enzim pripada renin-angiotenzinskom sustavu koji,
suprotno KKS-u, sudjeluje u vazokonstrikciji i povisenju krvnog tlaka (136). Odcjepljivanjem
zadnje 3 ili 4 aminokiseline s C-terminalnog kraja, ACE pretvara BK i des-Arg®-BK u neaktivni
pentapeptid BK[1-5; (137).
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Slika 3. Pregled kalikrein-kininskog sustava. Aktivni peptidi kalidin i bradikinin oslobadaju
se iz kininogena niske molekulske mase (LK) i kininogena visoke molekulske mase (HK)
djelovanjem tkivnog i plazmatskog kalikreina. Kinini aktiviraju bradikininski receptor tipa 2
(B2R) ili se karboksipeptidazama metaboliziraju u des-Arg°-KD i des-Arg®-BK koji aktiviraju
bradikininski receptor tipa 1 (B1R). Aminopeptidaze dodatno oslobadaju bradikinin (BK) iz
kalidina (KD) te des-Arg®-BK iz des-Arg'®-KD. Prilagodeno iz (132). Izradeno s
BioRender.com.

1.3.2. Aktivacija bradikininskog signalnog puta

U zdravim tkivima, BK djeluje vezujuci se na konstitutivno izrazen B2R (138). U
upalnim stanjima pod utjecajem citokina dolazi do povecanja izrazaja B2R-a te indukcije B1R-
a, Ciji je izrazaj u fizioloskim uvjetima zanemariv (138-140). Kod ljudi, BDKRBL1 gen, Kkoji
kodira B1R, i BDKRB2 gen, koji kodira B2R, dijele 36% homologije u genomskoj sekvenci te
su medusobno udaljeni svega 12 kb na 14. kromosomu (141). Isti se geni kod miSa nalaze na
12. kromosomu, a s humanim ortolozima dijele 70 — 80% homologije (127). U stanicama, oba
Su receptora smjestena na stani¢noj membrani i gradena od jednog polipeptidnog lanca s
izvanstanicnom N-terminalnom domenom i unutarstani¢nom C-terminalnom domenom, a koji
se proteze kroz membranu sedam puta, pri ¢emu tvori tri izvanstani¢ne 1 tri unutarstanicne
petlje (134). Ovakva struktura tipi¢na je za rodopsinsku porodicu receptora vezanih za G
bjelancevine. N-terminalna domena u sebi sadrzi glikozilacijska mjesta koja osiguravaju

pravilan izrazaj receptora na membrani, a C-terminalna domena fosforilacijska mjesta koja su
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vazna za inaktivaciju i endocitozu receptora nakon vezanja liganda (142). Inaktivacija i
internalizacija receptora natrag u stanicu brza je kod B2R-a, dok je inaktivacija B1R-a toliko
spora da ga se Cesto opisuje kao konstitutivno aktivan receptor (143). Unutar stanice, B2R
uglavnom djeluje putem o podjedinica G proteina (engl. G-protein alpha subunits — Ga)) Gaq
te u manjoj mjeri Gai, Gos i Gaaz/13 (134). U endotelnim stanicama, aktivacijom B2R-a aktivira
se signalni put fosfolipaze C (engl. phospholipase C — PLC) koji povecava unutarstani¢nu
koncentraciju kalcijevih iona (144). Fosfolipaza C, aktivirana Gog proteinom, hidrolizira
fosfolipid stanicne membrane fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfat, pri ¢emu nastaju sekundarni
glasnici diacilglicerol i inozitol-1,4,5-trifosfat (engl. inositol 1,4,5-trisphosphate — IP3).
Diacilglicerol odlazi u citoplazmu gdje aktivira protein kinazu C (engl. protein kinase C -
PKC), a IP3 poti¢e oslobadanje Ca®* iz skladista unutar endoplazmatske mreZice u citoplazmu
(145). Kalcij, sam ili u kombinaciji s PKC, posreduje u aktivaciji mnogih enzima, ukljuéujuci
endotelnu sintazu NO-a (engl. endothelial nitric oxide synthase — eNOS), koja proizvodi NO,
te fosfolipazu A (engl. phospholipase A — PLA), koja sudjeluje u nastanku arahidonske kisline
i prostaglandina (145,146). Prostaglandini i NO sintetizirani u endotelnim stanicama djeluju na
glatke misicne stanice stijenke zile, gdje stimuliraju proizvodnju ciklickog gvanozin
monofosfata i ciklickog adenozin monofosfata, otvaranje kalijevih kanala, hiperpolarizaciju i
relaksaciju (Slika 4) (127,147). Osim toga, B2R aktivira signalne puteve posredovane
proteinskim kinazama aktiviranima mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinases —
MAPK) i Janus kinazama koji prvenstveno sudjeluju u proliferaciji i prezivljenju stanica
(148,149). Za vrijeme upale, i B2R i B1R aktiviraju transkripcijski ¢imbenik NF-«B, koji se
translocira u jezgru i potice transkripciju citokina i drugih upalnih ¢imbenika, ali B1R ujedno
aktivira i iINOS, ¢ime u velikoj mjeri doprinosi oksidativnom stresu (138,150). lako B1R
takoder veze Gag and Goi te aktivira sli¢ne signalne puteve kao B2R, aktivacija ova dva
receptora daje razli¢it kalcijski odgovor unutar stanice. Aktivacija B2R-a uzrokuje prolazan
porast u citoplazmatskoj razini Ca?* zbog otpustanja iz endoplazmatske mreZice, dok aktivacija
B1R-a primarno poti¢e ulazak Ca?* u stanicu otvaranjem ionskih kanala, zbog ¢ega je porast u

njegovoj unutarstani¢noj koncentraciji puno veéi i dugorocniji (143).
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Slika 4. Aktivacija bradikininskih receptora na endotelnim stanicama. Vezanjem kinina na
bradikininski receptor tipa 2 i njihovih metabolita na bradikininski receptor tipa 1, u
endotelnim stanicama dolazi do porasta iona kalcija zbog otpuStanja iz spremista u
endoplazmatskoj mrezici ili ulaska kroz ionske kanale iz medustani¢nog prostora. Kalcij
zajedno s protein kinazom C aktivira fosfolipazu A i endotelnu sintazu dusikova oksida, koji
proizvode prostaglandine i dusikov oksid, time poticu¢i relaksaciju glatkih misi¢nih stanica
stijenke krvnih zila i vazodilataciju. B1R — bradikininski receptor tipa 1; B2R — bradikininski
receptor tipa 2; BK — bradikinin; cAMP — cikli¢ki adenozin monofosfat; cGMP — cikli¢ki
gvanozin monofosfat; DAG — diacilglicerol; eNOS - endotelna sintaza dusikova oksida; ER —
endoplazmatska mrezica; IP3 — inozitol 1,4,5-trifosfat; KD — kalidin; MAPK — proteinska
kinaza aktivirana mitogenom; NO — dusikov oksid; PLA2 — fosfolipaza A2; PLC — fosfolipaza
C; PKC — protein kinaza C. Prilagodeno iz (127). Izradeno s BioRender.com.

1.3.3. Distribucija kalikrein-kininskog sustava i bradikininskih receptora unutar

mozga i mreZnice

U mozgu i cerebrospinalnoj tekuéini pronadene su sve komponente KKS-a koje
sudjeluju u oslobadanju BK-a, kao i sam BK (151,152). Bradikininski receptori su u najvecoj

mjeri izraZzeni u mozdanoj kori, hipotalamusu, hipofizi, strijatumu, malom mozgu i mozdanom
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deblu i to uglavnom na neuronima, iako je njihov izrazaj u stani¢noj kulturi pokazan i na

endotelnim stanicama, astrocitima, mikrogliji i oligodendrocitima (152-157).

U oku, dijelovi endogenog KKS-a, ukljucuju¢i LK i TK te bradikininske receptore,
nalaze se prvenstveno u mreznici i zilnici, @ u puno manjoj koli¢ini prisutni su i u vidnom zivcu
(engl. occular nerve — ON) te cilijarnom tijelu (158). Unutar mreznice, B2R je pronaden u
vanjskom i unutrasnjem zrnatom sloju, sloju ganglijskih stanica te u endotelnim stanicama
krvnih zila (158,159). U prisustvu upale u patoloskim stanjima poput makularne degeneracije
i dijabeticke retinopatije, izrazaj B1R-a u mreznici je kod ljudi potvrden u endotelnim i glatkim
misi¢nim stanicama krvnih zila, astrocitima, Mullerovim stanicama i mikrogliji, a kod Stakora

u endotelnim, astrocitnim i Millerovim stanicama, ali ne i mikrogliji (139,160).

1.3.4. Uloga bradikinina i njegovih receptora u razvoju edema nakon ishemije

mozga i mreZnice

Bradikinin je medu prvim ¢imbenicima upale koji se otpustaju nakon ishemije. Kod
misa i Stakora, poviSene razine BK-a, prekalikreina, PK-a i cijepanog HK-a detektirane su u
plazmi i tkivu nakon ishemije mozga, a vrhunac dosezu otprilike 24 sata od inzulta (125,161—
165). Porast u koli¢ini dostupnog BK-a nakon ishemije popracen je i porastom u izraZaju
bradikininskih receptora na membranama oSte¢enih stanica, posebno neurona i astrocita
(125,163). Osim toga, tPA koji se primjenjuje kao jedna od metoda lijeCenja ishemijskog
mozdanog udara, poti¢e glikozilaciju B2R-a u citoplazmi endotelnih stanica, §to usmjerava

B2R prema stani¢noj membrani (166).

Do sada, najbolje je istrazena uloga BK-a u razvoju sekundarne ishemijske ozljede
poticanjem razvoja edema (167). Kod ljudi, uoc¢ena je povisena razina BK-a u cerebrospinalnoj
tekucini nakon ishemijskog mozdanog udara, ¢ija visina korelira s tezinom edema i porastom
intrakranijskog tlaka (168). Vecina pretklinickih istrazivanja pokazuje da su $tetni ué¢inci BK-
a u akutnoj fazi ishemije mozga rezultat njegovog vezanja za B2R. S druge strane, postoje i
istrazivanja prema kojima inhibicija B1R-a, a ne B2R-a, dovodi do smanjenja razvoja edema,
pa ¢ak i prema kojima inhibicija B2R-a dovodi do pogorsanja ishemijskog oste¢enja mozga
(164,169). Primjenom antagonista B2R-a i uporabom miseva s onemogucenim Bdkrb2 genom
pokazano je da inhibicija B2R-a smanjuje oste¢enje BBB-a, vazogeni edem, veli¢inu lezije i
neuroloSko oSte¢enje u miSjem 1 Stakorskom modelu ishemijskog mozdanog udara

(125,163,170-172). Stovise, inhibicija B2R-a poti¢e prezivljenje endotelnih stanica jer titi
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njihove mitohondrije od oksidativnog oStecenja te doprinosi o¢uvanju ¢vrstih spojeva koji su
klju¢ni za integritet BBB-a (163). Zastitni ucinak je veci Sto je nakon ishemije B2R ranije
inhibiran, medutim pokazalo se da inhibicija B2R-a i 6,5 sati od ishemije jos uvijek dovodi do
znacajnog poboljsanja (173). Ovo daje nadu da bi vremenski okvir djelotvorne primjene
potencijalne terapije ishemijskog mozdanog udara farmakoloskom inhibicijom B2R-a mogao
biti duzi nego za trenutno dostupne metode lijecenja. Zanimljivo je i da sam BK, ukoliko se
primijeni prije nastupa ishemije, sli¢no kao ishemijsko prekondicioniranje, doprinosi razvoju

tolerancije mozga na ishemiju i ublazava ishemijsku ozljedu (174).

Pretpostavlja se da BK potice razvoj edema i tijekom ishemiji mreznice. Tome u prilog
ide podatak da u normalnim uvjetima BK primijenjen intravitrealnom injekcijom kod $takora
ili egzogeno dodan na izolirane zile Stakorske mreznice uzrokuje vazodilataciju i povecanu
propusnost BRB-a (175,176). Kako istovjetna primjena des-Arg®-BK-a nije utjecala na tonus
ni propusnost krvnih zila, proizlazi da su opisani u¢inci BK-a u normalnim uvjetima posljedica
aktivacije B2R-a. Prema trenutnim podatcima, ¢ini se da BK u akutnoj fazi ishemije mreznice
ima viSe zaStitni nego S$tetni ucinak. Misevi koji su nakon ishemije mreznice uzrokovane
podvezivanjem pterigopalatine i vanjske karotidne arterije prva dva dana intravenozno primali
TK, a koji sudjeluje u nastanku BK-a, peti dan nakon ishemije pokazali su blazi funkcionalni
deficit, manji gubitak ganglijskih stanica i manju propusnost BRB-a u usporedbi s netretiranim
zivotinjama (177). Barem dio opazenih promjena mogao bi biti rezultat povecane fosforilacije
i aktivacije eNOS-a te utiSavanja proupalnog transkripcijskog ¢imbenika NF-xB, koji su
pokazani kod tretiranih Zivotinja (177). Dodatno, in vitro je pokazano da primjena BK-a stiti
stanice primarne kulture neurona stakorske mreznice od ekscitotoksi¢nog djelovanja povisene
razine glutamata (178). Medutim, u mi§jem modelu ishemije mreznice uzrokovane naglim
povecanjem intraokularnog tlaka, ni intraperitonealna primjena BK-a ni antagonista B2R-a

netom prije izazivanja ishemije nisu utjecale na ishemijsku ozljedu (179).

1.3.5. Uloga bradikinina i njegovih receptora u odgovoru mikroglije na ishemiju

mozga i mreZnice

Osim §to utjeCe na destabilizaciju BBB-a i razvoj edema, aktivacija bradikininskog
signalnog puta nakon ishemije utjece i na druge procese ishemijske kaskade koji doprinose
razvoju ili oporavaku od ishemijske ozljede. Na primjer, sve je vise pokazatelja da BK i njegovi
receptori doprinose aktivaciji i migraciji rezidentne mikroglije nakon ishemije (180).
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Unato¢ obecéavaju¢im rezultatima dobivenima in vitro, otkrivanje uloge BK-a u
odgovoru mikroglije na ishemiju mozga i mreZnice in Vivo tek je u zacetcima. U primarnoj
stani¢noj kulturi mikroglija izrazava oba tipa bradikininskih receptora: B2R je konstitutivno
izrazen, dok je izrazaj B1R-a induciran primjenom BK-a (157). Aktivacija bradikininskih
receptora na mikrogliji u normalnim uvjetima uzrokuje promjenu u koncentraciji
unutarstaniénog Ca?* i utje¢e na proizvodnju NO-a, ali nema utjecaja na prezivljenje, veli¢inu
stanica ili otpustanje citokina IL-6, IL-1p, COX-2 i TNF-a (181,182). Bakterijski toksin
lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide - LPS) Cesto se primjenjuje u stani¢nim kulturama
zbog sposobnosti aktivacije mikroglije. Bradikinin smanjuje LPS-om inducirano oslobadanje
NO-a, citokina IL-18 i TNF-a te inhibira transkripcijski ¢imbenik NF-«xB, pri ¢emu posreduju
oba bradikininska receptora (37-39). U drugom je pak istrazivanju inhibicija B1R-a, ali ne i
B2R-a, dovela do povecanog otpustanja NO i TNF-a u aktiviranoj mikrogliji (80). Nedavno je
pokazano da se izrazaj B2R-a u mikrogliji ne mijenja pod utjecajem LPS-a, ali zato raste
primjenom BK-a i plazmatskog prekalikreina te u dodiru sa stani¢nim ostatcima (181). Cini se
da je primarni u¢inak BK-a na mikrogliju poticanje protuupalne funkcije aktivacijom primarno
B1R-a, medutim u in vitro modelu ishemijsko-reperfuzijske ozljede u kokulturi neurona i
mikroglije, inhibicija B1R-a pospjesila je prezivljenje stanica (183). S obzirom na velike
razlike u eksperimentalnom dizajnu navedenih istrazivanja, posebno u odabiru primarnih
kultura ili imortaliziranih stani¢nih linija, teSko je donijeti konkretne zakljucke o ulozi BK-a u
aktivaciji mikroglije. Takoder, vrlo je mali broj istrazivanja koja se bave interakcijom
bradikininskog signalnog puta i mikroglije in vivo. U miSeva kojima nedostaje funkcionalni
PK, uocen je smanjeni broj CD11b pozitivne mikroglije na podruc¢ju lezije mozga 24 sata nakon
ishemije (161). U primarnim kulturama mikroglije iz miseva divljeg tipa te miSeva bez
funkcionalnog B1R-a ili B2R-a, pokazalo se da BK sluzi kao kemoatraktant koji aktivacijom
B1R-a i ulaskom Ca?* u stanice povecéava pokretljivost i poti¢e migraciju mikroglije (184). U
istoj je studiji, usporedivanjem gustoce mikroglije 18 sati nakon zari$ne ubodne ozljede mozga
odraslih miSeva divljeg tipa i miSeva s nedostatkom B1R-a i B2R-a, pokazano da je nakupljanje
mikroglije oko lezije inhibirano u nedostatku funkcionalnog B1R-a (184). Pritom ostaje
nerazjasnjeno je li utjecaj BK-a na brojnost mikroglije in vivo rezultat djelovanja na migraciju
ili proliferaciju stanica, buduci da je pokazano da B2R moze utjecati i na proliferaciju (185). S
druge strane, u transgeni¢nom miSjem modelu Alzheimerove bolesti, inhibicija B1R-a je,
umjesto ocekivanog smanjenja CD11b pozitivnih stanica zbog smanjenog nakupljanja
mikroglije, uzrokovala 50%-tno povecanje kortikalnog CD11b signala, dok inhibicija B2R-a
nije imala znacajnog utjecaja (80).
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Iz navedenih istrazivanja vidljivo je da uloga BK-a i njegovih receptora u ishemiji
mozga i mreZnice nije u potpunosti razja$njena. Cini se da aktivacija bradikininskog signalnog
puta s jedne strane dovodi do sekundarnog ishemijskog osteéenja stvaranjem edema, a s druge
pruza zaStitni ucinak cuvajuéi ziv€ane stanice od toksi¢nog djelovanja prekomjernog
glutamata. Tu je i uloga BK-a u migraciji i aktivaciji mikroglije koja, ovisno o fenotipu, moze
djelovati i $tetno i povoljno tijekom razvoja ishemijske ozljede. Budu¢i da osobe oboljele od
ishemijskog mozdanog udara Cesto istovremeno razvijaju i ishemiju mreZnice, posebno u
prisutnosti Secerne bolesti, modulacija bradikininskog signalnog puta u terapijske svrhe
zahtijeva preciznu definiciju uloge BK-a u ishemiji oba tkiva. Medutim, unato¢ visokoj
srodnosti medu tkivima, aktivacija bradikininskog signalnog puta ne mora nuzno imati jednak

uc¢inak u ishemiji mozga i mreznice.

1.3.6. Utjecaj Secerne bolesti na bradikininski signalni put

Bradikininski signalni put i KKS sve ¢e$ce se spominju u istrazivanjima razvoja Secerne
bolesti i njenih vaskularnih komplikacija poput dijabetiCke nefropatije, retinopatije,
hiperalgezije i hipertrofije (186-188). Utjecaj Secerne bolesti na izrazaj i aktivnost KKS-a
varira ovisno o istrazivanju. Neka istrazivanja pokazuju da Se¢erna bolest dovodi do povecane
aktivnost i razine PK-a i TK-a u plazmi te povisene razine TK-a i BK-a u bubrezima
(186,189,190). Druge pak studije prijavljuju da nema razlike u razini PK-a i BK-a u krvi osoba
sa ili bez secerne bolesti te Cak da osobe u preddijabetiCkom stanju imaju smanjenu aktivnost
KKS-a i nizu razinu BK-a (190,191). U eksperimentalnim modelima dijabetesa kod misa i
Stakora, povisene razine kinina, PK-a i TK-a potvrdene su u srcu, aorti, bubrezima i mreznici
(190,192,193). Posebno je znacajan utjecaj Secerne bolesti na izrazaj bradikininskih receptora.
| kod ljudi i kod miSeva i Stakora pokazano je da Secerna bolest inducira izrazaj B1R-a te potice
izrazaj B2R-a u raznim tkivima (139,175,176,186,187,194,195). Povisen izrazaj B1R i B2R
rezultat je hiperglikemije 1 sistemske upale, odnosno poviSene koli¢ine cirkuliraju¢ih ROS
molekula i proupalnih citokina (187,196,197). Inhibicija B1R-a u dijabetickim zivotinjama
smanjuje hiperglikemiju te vaskularnu permeabilnost, oksidativni stres, upalu i leukocitozu,
naro¢ito u mreznici (139,175,176,198-201). S druge strane, inhibicija B2R-a u
streptozotocinskom modelu Se¢erne bolesti kod Stakora nije utjecala na razinu glukoze u krvi,
lako aktivacija B2R-a in vitro potice izlucivanje inzulina u B stanicama gusterace te
translokaciju prijenosnika glukoze tipa 4, glukoznog prijenosnika u izoliranom skeletnom

miSic¢ju pretilih Stakora (200,202,203). Moguce je da Secerna bolest mijenja ulogu B1R-a i
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B2R-a, §to je primije¢eno i u istrazivanjima ishemijske ozljede mozga kod dijabeti¢nih
Zivotinja.

Na Stakorima kojima je izazvana ishemija mozga, pokazano je da je ishemijom
uzrokovan porast u izrazaju B1R-a veci, a B2R-a manji u prisustvu Secerne bolesti (140).
Stovise, inhibicija B1R-a u dijabetickim Zivotinjama imala je zastitan u¢inak na razvoj lezije
zbog smanjenja upale i poremecaja BBB-a, dok je inhibicija B2R-a dovela do pogorsanja u
razvoju lezije u subakutnoj fazi (140). Ista je grupa istrazivac¢a godinu dana kasnije pokazala
da pojacani izrazaj B1R-a kod dijabetickih Zivotinja doprinosi razvoju hemoragijske
transformacije u ranoj fazi ishemijske ozljede (204). Suprotno utjecaju B2R-a u razvoju
ishemijske ozljede kod Zivotinja bez SeCerne bolesti, aktivacija B2R-a kod dijabeti¢nih
Zivotinja smanjuje razvoj edema, veliCinu lezije, poboljSava funkcionalni oporavak te Stiti
neurone od apoptoze pokretanjem signalnog puta kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom
(engl. extracellular signal-regulated kinase) (205). Slicna promjena u djelovanju
bradikininskih receptora pod utjecajem Secerne bolesti uocena je i u razvoju edema Sape
dijabeti¢nih Stakora. Primijeceno je da aktivacija B2R-a ima puno slabiji, a aktivacija B1R-a

puno jaci u¢inak na razvoj edema u prisustvu Se¢erne bolesti nego u normalnim uvjetima (206).

U ovom istrazivanju, koriStenjem eksperimentalnog modela mozdanog udara kod kojeg
dolazi do simultanog prekida perfuzije oftalmicke arterije i srednje mozdane arterije, istrazili
smo utjecaj Secerne bolesti na ishemijsku ozljedu mozga i mreznice u akutnoj fazi te izrazaj
bradikininskih receptora u mozgu i mreznici prije i nakon ishemije. U tu svrhu koristen je Akita
genetski misji model T1D-a koji je bolje okarakteriziran i manje varijabilan od dostupnih
mi$jih modela T2D-a. Nadalje, ukljuenjem zivotinja sa ili bez SeCerne bolesti i S
onemogucenim Bdkrb2 genom, istrazili smo ulogu BK-a i njegovih receptora u razvoju
mozdanog i mrezni¢nog edema i odgovoru mikroglije na ishemiju mozga i mreznice te

provjerili mijenja li se ta uloga, i na koji nacin, u prisustvu Secerne bolesti.
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2. HIPOTEZA

Proupalna uloga bradikinina u ishemiji mozga i mreznice izraZzenija je u Secernoj

bolesti, a ocituje se ve¢im edemom te pojacanom aktivacijom i migracijom mikroglije.
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3. CILJEVI RADA

3.1.  Opéicilj

Op¢i cilj istrazivanja je odrediti kako Secerna bolest utjee na ulogu bradikininskog
signalnog puta u razvoju edema te aktivaciji i migraciji mikroglije u misjem modelu ishemijske

ozljede mozga i mreznice.

3.2.  Specifi¢ni ciljevi
U svrhu potvrdivanja hipoteze, odreden je niz specifi¢nih ciljeva:

1. Odrediti utjecaj Secerne bolesti na promjenu genskog i proteinskog izrazaja BIR-a i B2R-a

u mozgu i mreznici nakon ishemijske ozljede kod miSeva sa i bez Secerne bolesti.

2. Odrediti utjecaj Secerne bolesti na razvoj edema mozga i mreznice nakon ishemijske ozljede
kod WT i B2R-KO miseva sa i bez $ecerne bolesti snimanjem magnetskom rezonancijom i

fluoresceinskom angiografijom.

3. Odrediti utjecaj Se¢erne bolesti na migraciju i proliferaciju mikroglije u mozgu i mreznici
nakon ishemijske ozljede imunohistokemijski kod WT i B2R-KO miseva sa i bez Secerne

bolesti.

4. Istraziti meduovisnost migracije mikroglije i razvoja edema nakon ishemijske ozljede mozga

1 mreZnice te moguce razlike u Sec¢ernoj bolesti.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1.  Pokusne Zivotinje

Ovo istrazivanje provedeno je na 3 do 4 mjeseca starim muSkim miSevima s
dijabetesom tipa 1 soja C57BL/6-Ins2”%/) (Akita), miSevima s dijabetesom tipa 1 i S
onemoguéenim genom za B2R soja B6.Cg-Ins2AK®/Bdkrh2tmIM/Smil (Akjta/B2R-KO) te
njihovim nedijabeti¢nim kontrolama, miSevima divljeg tipa soja C57BL/6J (WT) i miSevima s
onemoguéenim genom za B2R soja C57BL/6J/Bdkrb2™mMSmiJ (B2R-KO). Todkasta mutacija
u Ins2 genu kod Akita i Akita/B2R-KO miSeva mijenja konformaciju (Cys96Tyr) u genu za
inzulin 2 $to dovodi do prekida veze izmedu A i B lanaca inzulina uzrokujuéi njegovo
nakupljanje unutar [ stanica gusterace (207,208). Unutarstanicno nakupljanje neispravno
savijenog proinzulina djeluje citotoksicno na stanice i one ubrzano ulaze u apoptozu,
posljedi¢no dovode¢i do smanjenog izlu¢ivanja inzulina (208). MiSevi koriSteni u pokusima
heterozigotni su za tockastu mutaciju u Ins2 genu. Hiperglikemiju, hipoinzulinemiju,
polidipsiju i poliuriju, simptome tipicne za dijabetes tipa 1 razvijaju ve¢ tri tjedna nakon
rodenja (209). Akita/B2R-KO i B2R-KO misevi ne posjeduju funkcionalni B2R zbog delecije
eksona 4 koji sadrzi kompletnu kodiraju¢u sekvencu Bdkrb2 gena na oba alela (210). Misevi

bez funkcionalnog B2R 1 dalje su vijabilni, fertilni i bez ocitih morfoloskih promjena u razvoju.

Sva 4 soja miSeva kupljena su iz komercijalnog uzgoja zivotinja Jackson Laboratories
(Bar Harbor, SAD) te dalje uzgajana u Nastambi za laboratorijske Zivotinje Hrvatskog instituta
za istrazivanje mozga Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, uz neometan pristup hrani
i vodi te 12-satni ciklus svjetlo/tama. Sve zivotinje genotipizirane su prilikom razdvajanja
prema spolu s navrSenih 2 mjeseca starosti. U istrazivanje je ukulju¢eno ukupno 96 Zivotinja,

24 miSa po skupini.

Eksperimentalni postupci na laboratorijskim Zzivotinjama odobreni su od Eti¢kog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te provedeni u Nastambi za
laboratorijske zivotinje (HRPOK-006) i Laboratoriju za regenerativnu neuroznanost (HRPOK-
006), u skladu sa Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 102/17, 32/19), Izmjenama 1 dopunama
Zakona o zastiti zivotinja (NN 37/13) i Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u

znanstvene svrhe (NN 55/13).
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4.2. Genotipizacija miSeva

4.2.1. Izolacija DNA iz vrska repa misa

Prilikom razvrstavanja miSeva u kaveze u Nastambi za laboratorijske zivotinje
(HRPOK-006) prikupljen je uzorak vrska repa svake zivotinje iz kojeg je izolirana
deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid — DNA) potrebna za genotipizaciju.
Odrezani vrSak repa inkubiran je preko no¢i na 56°C u 500 pl otopine za izolaciju i 10 pl
proteinaze K (20 mg/ml, MC5005, Promega, Madison, SAD). Otopina za izolaciju sadrzavala
je 50 mM Tris baze (pH = 8, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), 100 mM etilendiamintetraoctene
kiseline (engl. ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA) (pH = 8, Kemika, Zagreb, Hrvatska),
100 mM NaCl (Kemika) i 1% natrijevog dodecil-sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate) (Sigma-
Aldrich). Idu¢i dan, uzorci su centrifugirani na 14000 rpm (engl. rounds per minute) 20 minuta
na sobnoj temperaturi u uredaju Centrifuge 5415 C (Eppendorf, Hamburg, Njemacka), nakon
Cega je supernatant prebacen u novu tubicu u koju je prethodno dodano 500 pl izopropanola
(Kemika). Sadrzaj tubice je protresen nekoliko puta kako bi se istalozila DNA, a uzorci su
potom centrifugirani na 14000 rpm 5 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se pelet DNA
zalijepio za dno tubice. Supernatant je uklonjen, a pelet je nekoliko puta ispran dodavanjem
sterilnog 70%-tnog etanola (Kemika) i centrifugiranjem na 14000 rpm po 2 minute. Nakon
zadnjeg ispiranja, pelet je ostavljen u otvorenoj tubici na sobnoj temperaturi dok nije ispario
sav etanol i potom resuspendiran u 200 ul sterilne vode (Voda za injekcije, Hrvatski zavod za
transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska). Otopljena DNA dodatno je prokuhana u
termobloku ThermoMixer C (Eppendorf) na 70°C s otvorenim poklopcem i kona¢no

pohranjena na 4°C.

4.2.2. UmnaZanje DNA metodom lancane reakcije polimerazom (PCR)

Genotipizacija miseva provedena je metodom lancane reakcije polimerazom (engl.

polymerase chain reaction — PCR).

Genotipizacija Akita miSeva nosilaca tockaste mutacije Ins2 gena provedena je prema
protokolu dostupnom u literaturi (211). Koristen je par vanjskih pocetnica Ins2-OF 5°-GCG
AGA AAA CCT GGG GTA GT-3” i Ins2-OR 5°-TAC CAG CCC CAC TCA TGT CT-3’

komplementarnih 1 mutiranom Akita i divljem tipu alela te par unutarnjih pocetnica InsWT-
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InF 5’-AGA AGC GTG GCA TTG TAG ATC AGT GTT G-3’ komplementarna isklju¢ivo
divljem tipu alela i Akita-InR 5’-GCT GGT AGA GGG AGC AGA TGC TGT TGT-3’
komplementarna isklju¢ivo mutiranom Akita alelu. PCR reakcija provedena je u ukupnom
volumenu od 25 pl u koji je dodano 0,125 pl GoTaqg G2 polimeraze (5U/ul, Promega), 5 pl
GoTaq pufera (5x, Promega), 0,5 pl smjese dNTP-ova (Promega), 1 ul MgCl, (25mM,
Promega), 13,375 ul sterilne vode, 1 ul pocetnica te 1 ul genomske DNA. Ciljana DNA
umnozena je u PCR uredaju 2720 Thermal Cycler (Applyed Biosystem, Waltham, SAD).
Pocetna denaturacija provedena je inkubacijom 3 minute na 94°C, nakon ¢ega su slijedila 33
ciklusa po 30 s denaturacije na 94°C, 25 s vezanja primera na 65°C i 45 s umnazanja na 72°C.

Za zavr$ni korak umnazanja uzorci su inkubirani 5 minuta na 72°C.

Za genotipizaciju miSeva koji nose deleciju u Bdkrb2 genu za B2R koristen je sluzbeni
protokol (broj 28234, verzija 4.2) dostupan na stranicama tvrtke Jackson Laboratories.
Koristena je smjesa Cetiri poCetnice IMR0434 5'-TGT CCT CAG CGT GTT CTT CC-3,
IMR0435 5'-GGT CCT GAA CAC CAA CAT GG-3, IMR6916 5-CTT GGG TGG AGA
GGC TAT TC-3' i IMR6917 5-AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC-3. Reakcija je
provedena na 1 pl izolirane genomske DNA u ukupnom volumenu od 25 pl. Koristen je
identian sastav reakcijske smjese kao kod genotipizacije Akita miSeva: 0,125 pl GoTaq G2
polimeraze (5U/ul, Promega), 5 pl GoTaq pufera (5x, Promega), 0,5 pl smjese dNTP-ova
(Promega), 1 pl MgCl2 (25mM, Promega), 13,375 ul sterilne vode, 1 pul pocetnica te 1 pl
genomske DNA. Kori$ten je sljede¢i program umnazanja: 2 minute na 94°C, 10 ciklusa po 20
s na 94°C, 15 s na 65°C (- 0,5°C/ciklusu) i 10 s na 68°C, zatim 28 ciklusa po 15 s na 94°C, 15
sna 60°C i 10 s na 72°C te na kraju 2 minute na 72°C.

4.2.3. Razdvajanje produkata PCR reakcije elektroforezom

Produkti umnazanja Ins2 gena razdvojeni su elektroforezom na 3%-tnom agaroznom
gelu. Misevi s alelima divljeg tipa dali su produkte veli¢ine 188 i 378 parova baza (engl. base
pairs — bp), misevi s oba mutirana alela produkte veli¢ine 243 i 378 bp, a miSevi heterozigotni

za Akita mutaciju produkte veli¢ina 188, 243 1 378 bp.

Produkti umnazanja Bdkrb2 gena razdvojeni su elektroforezom na 1,5%-tnom

agaroznom gelu. MiSevi s oba alela divljeg tipa dali su produkt veli¢ine 361 bp, miSevi
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homozigotni za mutirani alel produkt veli¢ine 280 bp, a heterozigotni miSevi produkte veli¢ina

280 i 361 bp.

U svrhu pripreme gela za elektroforezu, agaroza je pomijesana s 1X Tris-acetatnim
EDTA, odnosno TAE puferom. Pufer je pripremljen u 10X koncentraciji mijeSanjem 48,4 g
Tris baze, 11,4 ml ledene octene kiselne (Kemika), 3,7 g EDTA i deionizirane vode u volumenu
od 11. U zagrijanu otopinu dodano je 5 ul fluorescentne boje GelRed (10000x, Biotium, SAD).
Otopina za gel izlivena je u kadicu sustava za elektroforezu PS 304 minipac (Biometra,
Njemacka) nakon ¢ega je brzo umetnut ¢eslji¢ za formiranje jazica. Nakon polimerizacije gela,
u jazice su naneseni uzorci DNA i biljeg veli¢ina BenchTop 100bp DNA Ladder (Promega).
Kao pufer za migraciju tijekom elektroforeze koristen je takoder 1X TAE. Elektroforeza se
odvijala pod naponom od 10 — 15 mV/cm. Nakon elektroforeze, produkti su vizualizirani UV

lampom Smartdoc (Accuris Instruments, SAD) i snimljeni pametnim telefonom.

4.3. Potvrda Secerne bolesti i odredivanje glikemijskog statusa miSeva

Za potvrdu Sec¢erne bolesti kod Akita sojeva te za usporedbu glikemijskog statusa medu
koriStenim sojevima, na pocetku pokusa svim miSevima uklju¢enima u istraZivanje izmjerena
je koncentracija bazalne glukoze (prije gladovanja), glukoze nataste (nakon gladovanja) i
razina glikoziliranog hemoglobina u krvi. U WT i B2R-KO miseva je dodatno proveden
intraperitonealni test tolerancije na glukozu (engl. intraperitoneal glucose tolerance test -
IPGTT) kako bi se izuzeo mogué utjecaj nedostatka B2R-a na metabolizam glukoze. Sva

mjerenja provedena su u istom danu, na budnim Zivotinjama, iz uzorka krvi repne vene.

Na dan testiranja, u jutarnjim satima, zivotinje su prvo izvagane i potom imobilizirane
pod improviziranim plastiénim drzac¢em. Rep, koji je izvan drzaca, polozen je nekoliko minuta
na prijenosni grijac (Wedze grijaci za ruke i stopala, Decathlon, Villeneuve-d'Ascq, Francuska)
kako bi se potaknula cirkulacija krvi 1 dilatacija repnih vena. OStrim Ziletom napravljen je mali
rez na bo¢noj strani repa, u podrucju repne vene. Prva se kap krvi uklonila sterilnom gazom, a
druga prikupila jednokratnim spremnikom za uzorkovanje krvi koji dolazi u setu s uredajem
za odredivanje razine glikoziliranog hemoglobina A1C Now® Self Check (PTS Diagnostics,
Indianapolis, SAD). Spremnik je nekoliko puta protresen i uzorak je nanesen na mjerni ulozak
umetnut u uredaj prema uputama proizvodaca. Nakon 5 minuta ocitane su i zabiljezene

izmjerene vrijednosti glikoziliranog hemoglobina. Laganim masiranjem repa potaknuta je jos$
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jedna kap iz istog reza iz koje je izmjerena koncentracija bazalne glukoze pomocu glukometra
Rightest GM 550 (Bionime, Taichung City, Tajvan). Kapljica krvi kapilarno je povucena
testnom trakicom umetnutom u glukometar, te su 5 s od uzimanja uzorka krvi ocitane i
zabiljeZene izmjerene vrijednosti. Zivotinje su potom prebadene u novi kavez s ¢istom steljom
kako bi iduc¢ih 6 sati provele u gladovanju, bez hrane, ali sa slobodnim pristupom vodi. Po
isteku gladovanja, Zivotinjama je istim postupkom kao kod mjerenja bazalne glukoze u krvi

izmjerena i koncentracija glukoze nataste.

Odmah po mjerenju glukoze, nataste, kod WT i B2R-KO sojeva uslijedio je IPGTT.
Zivotinjama je intraperitonealno (i.p.) primijenjena 20%-tna glukoza (Braun, Kronberg,
Njemacka) u fizioloskoj otopini u dozi od 1,0 g/kg. Koncentracija glukoze u krvi izmjerena je
i zabiljezena nakon 15, 30, 60 i 120 minuta od primjene glukoze. S obzirom na visoke razine
glukoze u krvi i nakon 6-satnog gladovanja, IPGTT se nije provodio na Akita i Akita/B2R-KO
misevima kako bi se izbjegao moguci gubitak zivotinja zbog rizika razvoja hiperglikemijske
kome i smrtnog ishoda izazvanih injekcijom glukoze. Po zavrSetku svih mjerenja, Zivotinjama

je vracena hrana u kaveze.

4.4. Neinvazivno mjerenje krvnog i intraokularnog tlaka na anesteziranim miSevima

U svrhu izuzeca utjecaja razlika u krvnom ili intraokularnom tlaku na ishemijsko
oStecenje, prije operativnog zahvata svim zivotinjama izmjereni su krvni 1 intraokularni tlak.
Posebna paznja posvecena je odrzavanju istih uvjeta prilikom svakog mjerenja kako bi se
smanjio utjecaj vanjskih ¢imbenika poput doba dana u kojemu se vrsi mjerenje, temperature,

stresa i trajanja anestezije na izmjerene vrijednosti tlaka.

Zivotinje su uspavane u indukcijskoj komori 3,5%-tnim izofluranom (Isoflurane,
Piramal Critical Care, Bethlehem, SAD) u mjeSavini plinova 70/30% N2/O; do trenutka
prestanka spontanih pokreta tijela i vibrisa. Tijekom mjerenja anestezija je odrzavana 2%-tnim
izofluranom. Uspavani miS$ stavljen je na grijacu podlogu s njuskom poloZenom u masku za
anesteziju te mu je umetnuta rektalna sonda za mijerenje tjelesne temperature. Tijekom
mjerenja, tjelesna temperatura odrzavana je u rasponu od 38,5 — 39°C pomocu grijace podloge,
a stopa disanja u rasponu od 90 — 100 udisaja po minuti podesavanjem anestezije putem sustava
za nadzor vitalnih funkcija i upravljanje anestezijom (Medres — medical research GmbH, Kaln,

Njemacka).
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Prvo je uslijedilo mjerenje intraokularnog tlaka pomocu tonometra za glodavce
(TonoLab tonometer for rodents, Icare, Vantaa, Finska) koji o¢ni tlak odreduje prema
usporavanju i vremenu odbijanja sonde nakon kontakta S roznicom. Sva mjerenja
intraokularnog tlaka provedena su unutar 5 minuta od stavljanja zivotinje u indukcijsku
komoru, kako bi se smanjio utjecaj anestezije. Intraokularni tlak mjeren je naizmjence 6 puta
na oba oka pri ¢emu se pazilo da sonda uvijek dodiruje sredi$nji dio roznice. Za konacnu
vrijednost intraokularnog tlaka uzeta je srednja vrijednost svih mjerenja. Po zavr§etku mjerenja
o¢i su prekrivene oftalmickim lubrikantom (Recugel, Bausch and Lomb, Laval, Kanada) kako

bi se sprijecilo isusivanje roznice.

Krvni tlak izmjeren je CODA sustavom za neinvazivno mjerenje tlaka pomocu repnih
manzeta (CODA Surgical Monitor, Kent Scientific, Torrington, SAD). MiSu zagrijanom na
38,5°C namjestena je na bazu repa prvo okluzijska manzeta (engl. occlusion cuff ) koja
ritmickim stezanjem i1 opuStanjem regulira protok krvi kroz rep, a otprilike 2 mm ispod nje
manzeta koja mjeri sistoli¢ki i dijastolicki krvni tlak odredivanjem volumena krvi u repu (engl.
volume pressure recording cuff). Obje manzete spojene su na CODA uredaj koji je povezan s
prijenosnim racunalom preko kojeg su postavljeni parametri mjerenja i automatski pohranjene
izmjerene vrijednosti krvnog tlaka. Na svakoj Zivotinji provedeno je 5 aklimatizacijskih 1 15
pravih ciklusa mjerenja s pauzom od 5 s izmedu ciklusa, vremenom opustanja okluzijske
manzete od 20 s te donjom granicom detekcije volumena krvi od 15 pl. Ukoliko je viSe od 5
pravih ciklusa bilo neuspjesno ili je standardna devijacija izmedu pojedinacnih ciklusa bila
veca od 30, dobivena vrijednost krvnog tlaka smatrala se nepouzdanom i izbacena je iz daljnje

analize.

4.5. Izazivanje ishemijskog oSte¢enja mozga i mreZnice

Istovremeno ishemijsko oSte¢enje mozga i mreZnice izazvano je intraluminalnom
okluzijom srednje mozdane arterije (engl. middle cerebral artery occlusion- MCAOQ) u trajanju

od 30 minuta.

Preoperativno, zivotinjama je i.p. dano 0,2 ml fizioloske otopine (Braun) te analgetik
buprenorfin (Buprenovet, Bayer, Leverkusen, Njemacka) u dozi od 0,05 mg/kg. Anestezija je
inducirana 4%-tnim izofluranom u kisiku, a tijekom zahvata odrzavana je 1,5%-tnim

izofluranom u kisiku koriStenjem vaporizatora (Kent Scientific). Anestezirana Zivotinja
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stavljena je na grijacu podlogu kako bi se tijekom zahvata tjelesna temperatura odrzala na 37°C,
s njuSkom poloZzenom u masku za anesteziju i o¢ima zasSti¢enima oftalmic¢kim lubrikantom
(Recugel, Bausch and Lomb). Relativni protok krvi u mozgu u podrucju irigacije srednje
mozdane arterije pracen je prislanjanjem sonde laserskog Dopplerovog mjeraca protoka
moorVMS-LDF (Moor Instruments Inc., Axminster, UK) na povrSinu lubanje u podruc¢ju
lijevog temporalnog reznja. Kako bi se oslobodio pristup lubanji i distalnom dijelu srednje
mozdane arterije, na tom je mjestu pod operacijskim mikroskopom napravljen rez koze te je
odmaknut temporalni misi¢. Relativni protok izmjeren je prije zahvata, na pocetku i na kraju
30-minutnog perioda ishemije te nakon vadenja kirur§kog konca obloZenog silikonom kako bi

se potvrdila reperfuzija.

Operativni zahvat izveden je pod operacijskim mikroskopom Olympus SZ-STU2
(Olympus, Tokyo, Japan). Anestezirani mi$ polegnut je na leda s njuskom u maski za
anesteziju, ispod vrata stavljen je potporni jastuci¢, a udovi su fiksirani za grijacu podlogu
medicinskom trakom. Izlozeno ventralno podruc¢je vrata obrijano je elektricnim brijatem
(Aesculap Vega shaver, AgnTho's AB, Lidingd, Svedska) te potom dezinficirano 70%-tnim
etanolom. U pripremi operativnog polja napravljen je rez u podruc¢ju vrata, odmaknute su
zlijezde slinovnice te je umetnut retraktor (Colibri Retractors, Cat. # 17000-02, F.S.T., Foster
City, SAD) kako bi se pridrzale i razmakle slinovnice i koza. Lijeva zajednicka karotidna
arterija te lijeva vanjska i unutarnja karotidna arterija oslobodene su od okolnog vezivnog tkiva
i zivaca pazeci da se pritom ne oSteti n. vagus. Zatim su 6-0 kirurSkim koncem (Black Braided
Silk suture thread, F.S.T.) napravljena dva ¢vora na zajednickoj karotidnoj arteriji, tako da je
prvi ¢vor ¢vrsto svezan nisko na zajednickoj karotidnoj arteriji, a drugi labavo svezan Sto blize
racviStu vanjske 1 unutarnje karotidne arterije. Iznad drugog labavog ¢vora postavljene su
samozatvarajuce pincete (Fine Forceps — Self-Closing, #11261-30, F.S.T.) kako bi se sprijecio
retrogradni protok krvi. Izmedu ¢vorova napravljen je zasjek Skaricama za mikrodisekciju
(Cohan-Vannas Spring Scissors, #15000-02, F.S.T.) kroz koji je uveden kirurski konac obloZen
silikonom (7019910 — 6023910, Doccol Company, Sharon, SAD). Nakon uklanjanja
samozatvarajuce pincete, konac je poguran kroz unutarnju karotidnu arteriju sve do mjesta
ra¢vanja srednje mozdane arterije, karakteriziranog laganim otporom koji oteZava daljnje
uvodenje silikoniziranog konca. Stezanjem drugog ¢vora ispod racvista, konac je zadrzan u toj
poziciji 30 minuta, tijekom kojih dolazi do ishemijskog oSteenja mozga. Pravilno
pozicioniranje silikoniziranog konca potvrdeno je laserskim Dopplerovim mjeratem protoka,

koji u slucaju uspjesSnog izazivanja ishemije biljezi pad protoka krvi kroz distalni dio srednje
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mozdane arterije od 70 — 80% u odnosu na pocetno stanje. U toj poziciji, umetnuti silikonizirani
konac zatvara i mjesto grananja pterigopalatine arterije, iz koje se u glodavaca grana oftalmicka
arterija, ¢cime istovremeno dolazi 1 do ishemijskog oSteéenja lijevoga oka. Nakon 30 minuta
silikonizirani konac izvaden je kako bi se omogucila reperfuzija. Zajednicka karotidna arterija
u ovom modelu ostaje trajno ligirana. Naposljetku, rana je zaSivena 4-0 kirurSkim koncem, a

misu je postoperativno i.p. dano 0,25 ml fizioloske otopine te analgetik buprenorfin u dozi od

0,05 mg/kg.

Postoperativno, zivotinje su prvih 24 sata smjeStene u kavez na grijanoj podlozi s
omekSanom hranom i vodom dostupnima ad libitum. Prva dva dana nakon operacije, miSevima
je dnevno i.p. dano 0,25 ml fizioloske otopine radi sprjeCavanja dehidracije te buprenofin u

dozi od 0,05 mg/kg za analgeziju.

4.6. Invivo pracenje razvoja ishemijske ozljede miSjeg mozga i mreZnice

4.6.1. Procjena neuroloskog oStecenja

Sedam dana prije te na 1. i 3. dan nakon izazivanja ishemijske ozljede, miSevi su
podvrgnuti procjeni neuroloskog osSteenja modifikacijom metode opisane u prijasnjim
radovima (212,213). Misevi su bodovani u viSe kategorija i potkategorija prema kriterijima
navedenima u Tablici 1. Tezina neuroloskog oste¢enja proporcionalna je zbroju dobivenih
bodova, ¢iji maksimum iznosi 42 boda. Uz to, zasebno je bodovan gubitak tjelesne mase nakon
MCAO zahvata u odnosu na masu prije zahvata. Gubitak manji od 5% tjelesne mase bodovan
je 1 bodom, gubitak od 5% do ispod 15% tjelesne mase bodovan je s 2 boda, a gubitak od 15%

do 20% pocetne tjelesne mase bodovan je s 3 boda.

Tablica 1. Kriteriji bodovanja neuroloskog ostecenja nakon izazivanja ishemijske ozljede.

KATEGORIJA BROJ BODOVA

1.1. lzgled dlake:

0 bodova — uredna i glatka dlaka
1. Izgled o ) N

1 bod — lokalizirana piloerekcija

2 boda — neuredna dlaka, globalna piloerekcija
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2. Pokretljivost,
spontana

aktivnost

3. Poremecaji hoda

1.2. Polozaj uSiju:

0 bodova — usi stoje uspravno

1 bod — usi poloZene lateralno

2 boda — usi poloZene unazad
1.3. Izgled ipsilateralnog (lijevog) oka:

0 bodova — oko je bistro i $irom otvoreno

1 bod — oko je suzeno

2 boda — oko je suZeno i prekriveno bistrom sluzi

3 boda — oko je suzeno i prekriveno gustom sluzi

4 boda — oko je u potpunosti zatvoreno
1.4. lzgled kontralateralnog (desnog) oka:

0 bodova — oko je bistro i Sirom otvoreno

1 bod — oko je suzeno

2 boda — oko je suzeno i prekriveno bistrom sluzi

3 boda — oko je suzeno i prekriveno gustom sluzi

4 boda — oko je u potpunosti zatvoreno
1.5. Drzanje tijela:

0 bodova — ravno drzanje

1 bod — slaba pogrbljenost

2 boda — umjerena pogrbljenost

3 boda — izrazita pogrbljenost

0 bodova — normalna pokretljivost i spontana aktivnost
1 bod — blago smanjena spontana aktivnost

2 boda — micanje udova bez aktivnog kretanja

3 boda — kretanje samo uz podrazaj

4 boda — nema odgovora na podrazaj, normalni mi$iéni tonus
5 bodova — gubitak miSiénog tonusa, premortalno stanje
0 bodova — ravno hodanje

1 bod — ravno hodanje u kontralateralnu stranu

2 boda — naizmjeni¢no hodanje ravno i u krug

3 boda —hodanje u krug

4 boda — hodanje u krug uz dodatne poremecaje u hodu

5 bodova — njihanje ili bez pokreta
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4. Fleksija prednjih
udova prilikom
drZanja Zivotinje
zarep

5. Uvijanje prsnog
kosSa prilikom
drZanja Zivotinje
zarep

6. Stupanj otpora
pri bo¢nom
pritisku

7. Polozaj
ipsilateralne
prednje Sape

8. Polozaj
kontralateralne

prednje Sape

9. Osjetilni i
refleksni odgovori

0 bodova — normalna fleksija udova
1 bod — gubitak fleksije na jednom udu
2 boda — gubitak fleksije na oba uda

0 bodova — uvijanje u obje strane
1 bod — uvijanje samo u jednu stranu

2 boda — bez uvijanja

0 boda — jaki otpor
1 bod — slabi otpor
2 boda — nema otpora
0 bodova — oslanjanje na podlogu punom $apom
1 bod — oslanjanje na podlogu prstima Sape
2 boda — bez oslanjanja na podlogu, $apa stoji u zraku
0 bodova — oslanjanje na podlogu punom $apom
1 bod — oslanjanje na podlogu prstima Sape
2 boda — bez oslanjanja na podlogu, $apa stoji u zraku
9.1. Refleks zaprepastenja:
0 bodova — zivotinja se trzne na glasni pljesak rukama
1 bod — nema reakcije na glasni pljesak rukama
9.2. Podrazaj vibrisa na ipsilateralnoj strani:
0 bodova — zivotinja odmice glavu pri laganom dodiru vibrisa
1 bod — nema reakcije na dodir
9.3. Podrazaj vibrisa na kontralateralnoj strani:
0 bodova — zivotinja odmice glavu pri laganom dodiru vibrisa
1 bod — nema reakcije na dodir
9.4. Podrazaj uske na ipsilateralnoj strani:
0 bodova — refleksni odgovor uske na lagani dodir Stapicem
1 bod — nema reakcije na dodir
9.5. Podrazaj uske na kontralateralnoj strani:
0 bodova — refleksni odgovor pine na lagani dodir Stapicem

1 bod — nema reakcije na dodir
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9.6. Propriocepcija ipsilateralne prednje Sape:
0 bodova — zivotinja odmice $apu uslijed laganog pritiska
1 bod — nema reakcije na lagani pritisak Sape

9.7. Propriocepcija kontralateralne prednje Sape:
0 bodova — zivotinja odmice Sapu uslijed laganog pritiska

1 bod — nema reakcije na lagani pritisak Sape

4.6.2. Fotografija i fluoresceinska angiografija o¢ne pozadine i analiza slika

Patoloske promjene na mreznici miSeva uzrokovane ishemijom pracene su fotografijom
1 fluoresceinskom angiografijom o¢ne pozadine, snimanima sedam dana prije te na 1. i 3. dan
nakon izazivanja ishemijske ozljede. Za to je koriSten sustav za snimanje digitalnih slika ocne
pozadine vlastite izrade sastavljen od prilagodljivog drZzaca za miSeve spojenog na sustav za
inhalacijsku anesteziju, rukom drzane Sirokokutne oftalmoloske lupe te operacijskog
mikroskopa s pricvr§¢enom kamerom pametnog telefona i parom pomicénih kromatskih filtera

(Slika 5).

Slika 5. Operacijski mikroskop pretvoren u platformu za fotografiju i fluoresceinsku
angiografiju o¢ne pozadine.

Misevi su anestezirani u indukcijskoj komori 4%-tnim izofluranom u kisiku, a tijekom

snimanja anestezija je odrzavana 1,5%-tnim izofluranom u kisiku koristenjem vaporizatora.
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Anestezirani mi$ je osiguran ispod mikroskopa Olympus SZ-STU2 (Olympus) u mobilnom
drzacCu, s njuSkom umetnutom u masku za anesteziju. Radi odrzavanja tjelesne temperature
misa, oko drzaca je omotan prijenosni grijac. Na svako oko nanesena je kap 1%-tne otopine
tropikamida (Mydriacyl 1%, Alcon, Geneva, Svicarska) kako bi se potaknulo §irenje zjenica.
Nakon nekoliko minuta potrebnih za nastup prikladne midrijaze, tropikamid je kapilarno
uklonjen papirnatim ru¢nikom ne dirajuc¢i roznicu. Na ipsilateralno oko dodana je kap umjetnih
suza (Vizol S 0,4%, JGL, Rijeka, Hrvatska) radi postizanja bolje ostrine slike, dok je drugo
oko prekriveno oftalmickim gelom (Recugel, Bausch and Lomb) radi prevencije isuSivanja
roznice. Mi$ je poloZen tako da je oko u sredistu vidnog polja mikroskopa te je nakon toga
pokrenuto snimanje na pametnom telefonu Samsung Galaxy S10+ (Samsung, Suwon-si, Juzna
Koreja). I1znad oka, ru¢no je manevrirana 90D oftalmoloska lupa (Volk Optical Inc., Mentor,
SAD) dok nije uspostavljen kut koji pruza optimalan pogled na o¢nu pozadinu i vaskulaturu
mreznice s glavom ON-a u srediStu. Odmah nakon fotografiranja o€ne pozadine uslijedilo je
snimanje fluoresceinske angiografije. Misu je u dorzalnom dijelu vrata subkutano primijenjen
10%-tni fluorescein (Fluorescite 10%, Alcon) u dozi od 0,4 ml/kg. Postupak shimanja
fluoresceinskog angiograma bio je isti kao i za fotografiju o¢ne pozadine, uz dodatak pobudnog
filtra (483 nm, FITC excitation filter, Edmund Optics, New Jersey, SAD) ispred izvora
svjetlosti i emisijskog filtra (535 nm, FITC emission filter, Edmund Optics) ispred objektiva
kamere. Po zavrSetku snimanja ipsilateralnoga oka, postupak je ponovljen na drugom oku
obrnutim redoslijedom: nakon uklanjanja oftalmi¢kog lubrikanta i nano$enja umjetnih suza,
bez dodatne primjene fluoresceina snimljena je prvo fluoresceinska angiografija, a potom

fotografija ocne pozadine.

Fotografije i fluoresceinski angiogrami o¢ne pozadine ipsilateralnog i kontralateralnog
oka analizirani su prema kriteriju postojanja jasnih znakova ishemije ili edema mreznice 1. 1 3.
dan nakon MCAO zahvata. Na fotografijama o¢ne pozadine biljeZena je prisutnost podrucja
opacifikacije koja ukazuju na ishemijom uzrokovanu onkotsku nekrozu mreZnice. Na
fluoresceinskim angiogramima biljezena je prisutnost podrucja curenja kontrasta iz krvnih zila
mreznice kao znak propusnosti Zila i aktivnog razvoja vazogenog edema. Dodatno je biljezena
pojava opacifikacije roznice i le¢e kao mogucéa komplikacija ishemije prednjeg segmenta oka.
Navedeni ishodi analizirani su kao kategoricke varijable: znakovi ishemijske nekroze mreznice
(prisutni, odsutni, nedostupno analizi zbog opacifikacije roznice/le¢e), znakovi aktivnog
vazogenog edema (prisutni, odsutni, nedostupno analizi zbog opacifikacije roZnice/lece) te

opacifikacija roznice/lece (prisutna, odsutna).
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4.6.3. Snimanje mozga i ipsilateralnog oka magnetskom rezonancijom i analiza

slika

Razvoj ishemijske lezije pra¢en je snimanjem mozga i ipsilateralnog oka magnetskom
rezonancijom (MR) pretklini¢kim Bruker BioSpec 70/20 USR (Bruker BioSpin, Ettlingen,
Njemacka) uredajem magnetskog polja snage 7 tesla u Tx/Rx konfiguraciji koriste¢i volumnu
zavojnicu od 86 mm (MTO0381, Bruker BioSpin) za odasiljanje (Tx) i dvoelementnu povrsinsku
zavojnicu za mi$ji mozak (MT0042, Bruker BioSpin) za primanje (Rx). Mozak i ipsilateralno
oko snimljeni su anatomskom T2 sekvencom te su za mozak dodatno snimljene T2 mapa i
trodimenzionalna angiografija ovisna o vremenu proleta (engl. three dimensional time of flight
- 3D-TOF).

Snimanje MR-om uslijedilo je odmah nakon fotografije i fluoresceinske angiografije
o¢ne pozadine na ve¢ uspavanim zivotinjama, u istim vremenskim to¢kama, tj. sedam dana
prije te na 1. i 3. dan nakon izazivanja ishemijske ozljede. Anestezija je tijekom snimanja
odrzavana 1,5%-tnim izofluranom u mjesavini plinova 70/30% N2/O2. Mis je polozen na trbuh
na grijano postolje s njuskom unutar inhalacijske maske. Glava zivotinje lagano je nagnuta na
desnu stranu kako bi se ipsilateralno oko priblizilo zavojnici i u¢vr$éena fiksacijskim Stapi¢ima
prislonjenima na hrskavicu unutarnjeg dijela uske. Na lijevo oko stavljena je kap gela s
lidokainom (Cathejell Lidocaine C, Montavit, Absam, Austrija) kako bi se sprijecili nasumiéni
pokreti oka tijekom snimanja. Oba su oka dodatno zasti¢ena oftalmickim lubrikantom kako bi
se sprijecilo isusivanje. MiSu je uz bok namjesten opticki senzor za pracenje disanja, a rektalno
je umetnuta sonda za pracenje temperature tijela. Tijekom snimanja, tjelesna temperatura i
respiratorni ciklus prac¢eni su sustavom za nadzor vitalnih funkcija te su podeSavanjem
temperature grijace podloge i anestezije odrzavani u rasponu od 36,5 — 37°C i 90 — 100 udisaja
po minuti. Zavojnica za snimanje pozicionirana je iznad glave misa, a ostatak trupa prekriven
je grijaCem povezanim na ugradeni sustav cirkulacije tople vode. Nakon pozicioniranja

zivotinje, postolje s miSem pomaknuto je u otvor uredaja u srediSte radiofrekventne zavojnice.

Nadzor snimanja 1 upravljanje sekvencama vrsilo se putem Bruker Paravision 6.1.1
programa (Bruker BioSpin). Protokol za snimanje sastojao se od pripremnih i glavnih snimaka.
Pripremna snimanja ukljucivala su pilot snimku niske razlucivosti (Localizer multi_slice) te
TurboRARE snimku o€iju u koronalnoj ravnini (LocSE_cor_Eyes) i mozga u sagitalnoj ravnini
(LocSE sag Brain), kako bi se omogucilo precizno poravnanje virtualnih rezova. Glavna

snimanja ukljucivala su anatomsku Turbo Spin-Echo sekvencu s visokom razlucivosti za
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mozak (T2w_cor_Brain), anatomsku Turbo Spin-Echo sekvencu s visokom razlucivosti za
ipsilateralno oko (T2w_leftEye highRes), Multi-echo Spin-Echo snimku mozga
sekvencijskog protokola (T2map cor Brain) iz koje je nakon obrade koriStenjem ugradenih
makronaredbi Paravision programa izracunata T2 mapa te FLASH sekvencu
(Angio_TOF_3D_MT) za snimanje 3D angiografije mozga. Parametri snimanja i geometrijske
postavke svih sekvenci navedeni su u Tablici 2. Ukupno trajanje protokola snimanja iznosilo

je oko 60 min.

Nakon snimanja 1. dan, odnosno 24 sata nakon MCAOQO zahvata, Zivotinje bez vidljive
lezije, s lakunarnim lezijama izvan podru¢ja irigacije srednje mozdane arterije, s
hemoragijskim krvarenjem ili ishemijskom lezijom koja prelazi u hemoragijsku leziju

iskljucene su iz daljnjih pokusa.

Tablica 2. Protokol snimanja mozga i ipsilateralnoga oka magnetskom rezonancijom.
GEOMETRIJSKE

POSTAVKE
.. . Velicina slike: 128
Vrijeme ponavljanja: 500 ms

1. WOBBLE_POSITION ) ) ) Veli¢ina vidnog polja: 87
Broj usrednjavanja: 1

SEKVENCE PARAMETRI SNIMANJA

mm

Orijentacija slike: koronalna,
aksijalna i sagitalna

Broj slika: 3x 7

Debljina slike: 0,8 mm
Rezolucija: 0,133 x 0,133

mm

Vrijeme odjeka: 4 ms
2. Localizer_multi_slice  Vrijeme ponavljanja: 15 ms

Broj usrednjavanja: 1

Vrijeme odjeka: 34 ms Orijentacija slike: koronalna
Vrijeme ponavljanja: 3000 ms = Debljina slike: 0,35 mm

3. LocSE_cor_Eyes ) ] ] .
Broj usrednjavanja: 4 Rezolucija: 0,095 x 0,095
Razmak odjeka: 8,5 ms mm

. . Orijentacija slike: sagitalna
Vrijeme odjeka: 30 ms

- o Broj slika: 3
) Vrijeme ponavljanja: 2500 ms y ]
4. LocSE_sag_Brain ) ) ) Debljina slike: 0,7 mm
Broj usrednjavanja: 1 -
_ Rezolucija: 0,100 x 0,100
Razmak odjeka: 10 ms
mm
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5. LocSE_leftEye

6. T2w_cor_Brain

7. T2w_leftEye_highRes

8. T2map_cor_Brain

9. Angio_ TOF_3D_MT

Vrijeme odjeka: 33 ms
Vrijeme ponavljanja: 2500 ms
Broj usrednjavanja: 8

Razmak odjeka: 11 ms

Vrijeme odjeka: 33 ms
Vrijeme ponavljanja: 3000 ms
Broj usrednjavanja: 8

Razmak odjeka: 8,25 ms

Vrijeme odjeka: 28 ms
Vrijeme ponavljanja: 2500 ms
Broj usrednjavanja: 32

Razmak odjeka: 7 ms

Vrijeme odjeka: 7,5 ms
Vrijeme ponavljanja: 3150 ms
Broj usrednjavanja: 3
Razmak odjeka: 7,5 ms

Vrijeme odjeka: 2 ms
Vrijeme ponavljanja: 17,238
ms

Broj usrednjavanja: 4

Orijentacija slike: sksijalna
Broj slika: 11

Debljina slike: 0.35 mm
Rezolucija: 0,095 x 0,095
mm

Orijentacija slike: aksijalna
Broj slika: 25

Debljina slike: 0,4 mm
Rezolucija: 0,100 x 0,100
mm

Orijentacija slike: aksijalna
Broj slika: 9

Debljina slike: 0.4 mm
Rezolucija: 0,06 x 0,06 mm
Orijentacija slike: aksijalna
Broj slika: 25

Debljina slike: 0.4 mm
Rezolucija: 0,125 x 0,125
mm

Orijentacija slike: aksijalna
Broj slika: 1

Debljina slike: 14 mm
Rezolucija: 0,08 x 0,08 x 0,2

mm

Dobivene snimke 1 podatci prebaceni su u univerzalni format za neuroloSke snimke
,NifTi* pomocu besplatnog pomoénog alata Bru2Nii (GitHub Inc., San Francisco, SAD) kako
bi se pomoc¢u konverzijskog modula ,,NifTi Input/Output* mogli ucitati u ImageJ (ImageJ1.531
software, Wayne Rasband, National Institutes of Health, Kensington, SAD) program za analizu
(214).
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4.6.3.1. Volumetrijska analiza mozga miSa

Na T2 snimkama mozga, u podrucju koje odgovara velikom mozgu u anatomskom
atlasu mi§jeg mozga, ru¢nim ocrtavanjem rubova mozga i medijane linije odredeni su volumeni
mozdanih polutki, od kojih su u kasnijem koraku oduzeti volumeni mozdanih komora. U
akutnoj fazi, ishemijska lezija mozga na MR snimkama vidi se kao podru¢je mozdanog tkiva
hiperintenzivnog signala u odnosu na okolno zdravo tkivo. Hiperintenzivni signal posljedica je
rasta vremena T2-relaksacije zbog nakupljanja vode u tom podrucju uslijed razvoja vazogenog
edema. VeliCina lezije izmjerena je ru¢nim ocrtavanjem hiperintenzivnog podrucja na T2 mapi,
koja daje prikaz kvantitativnog mjerenja vremena T2-relaksacije (spin-spin relaksacija) u
svakom vokselu. Nakon odredivanja podrucja ishemijske lezije, izraCunat je relativni sadrzaj
vode odredivanjem intenziteta signala edema koriste¢i makronaredbu koja rauna prosjecni
intenzitet signala duz ¢itavog volumena lezije. Na T2 mapi izmjereni su i volumeni mozdanih
komora koriStenjem makronaredbe koja detektira sve tocke unutar polutke u kojima je
izmjerena T2 vrijednost visa od najveée vrijednosti T2 zdravog tkiva (T2 > 65 ms). Volumen
mozdane komore oduzet je od volumena polutke izmjerenog na T2 snimci kako bi se dobio
volumen polutke koji obuhva¢a samo mozdano tkivo. Otok ozlijedene ipsilateralne mozdane
polutke na prvi i tre¢i dan nakon MCAOQO zahvata izraZen je kao postotak povecanja volumena

polutke u odnosu na volumen polutke prije izazivanja ishemije.

4.6.3.2. Analiza MR angiograma

Procjena volumena arterijske vaskulature mozga miSa provedena je koriStenjem
angiograma dobivenih iz 3D-TOF slika generiranjem projekcija maksimalnog intenziteta (engl.
maximum intensity projections) pomoc¢u softvera Paravision 6.0.1., koji omogucéuje
vizualizaciju i inspekciju vaskulature s velikom brzinom krvnog protoka. Projekcije
maksimalnog intenziteta prikazuju samo arterijsku cerebralnu vaskulaturu buduc¢i da je venski
signal potisnut zbog niske brzine protoka krvi. Volumen arterijske vaskulature za svaku
hemisferu analiziran je u kuboidnom 3D podrucju od interesa (engl. region of interest — ROI)
koje zauzima ventralnu polovicu 3D vidnog polja, mjereci pritom volumen glavnih mozdanih
i vratnih arterija. Volumen 1 polozaj ROI-ja standardizirani su koriStenjem anatomskih
orijentira na prednjem, straznjem i gornjem dijelu ROI-ja. Ekstrahirani ROI koriSten je za
daljnju analizu. Segmentacija je izvedena koristenjem algoritma otvorenog izvora za strojno

ucenje u FIJI/ImagelJ-v.1.53c programu kako bi se stvorila optimizirana skripta za dobivanje
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parametara volumena 1 gustofe vaskulature. Nakon odredivanja pragova detekcije i
binarizacije slika, na dobivenoj kona¢noj slici objekata izvrSena je volumetrijska analiza koja

je izrazena kao volumen vaskulature ipsilateralne ili kontralateralne hemisfere u mm?,

4.6.3.3. Volumetrijska analiza mreZnice

Debljina mreZnice izmjerena je na jednom T2-ponderiranom sredi$njem sagitalnom
rezu postavljenom kroz srediste oka i izlaziste ON-a, u tri to¢ke iznad i tri to¢ke ispod izlaziSta
ON-a. Segmentacija mreznice izvedena je subpikselnom to¢nos$¢u na linearno interpoliranim
poduzorkovanim T2-ponderiranim slikama, dodatno izgladenima anizotropno difuzijskim
dvodimenzionalnim filtrom (engl. anisotropic diffusion 2D filter). To¢ne pozicije mjerenja
odredene su nakon definiranja srediSta o¢ne jabucice i ravnomjerne distribucije projekcija

okomitih na mreznicu. Debljina mreznice izrazena je u mm.

4.7. Odredivanje izraZzaja bradikininskih receptora u miSjem mozgu i stanicama

mikroglije mozga i mreZnice prije i nakon izazivanja ishemije

4.7.1.  Perfuzijska fiksacija, izolacija i priprema tkiva za imunohistokemijsku

analizu

U svakoj vremenskoj tocki po 3 miSa iz skupine podvrgnuta su perfuzijskoj fiksaciji te
1zolaciji mozga 1 o¢iju za imunohistokemijsku analizu. MiS je uspavan 1.p. primjenom 2,5%-
tnog tribrometanola (Avertin, Sigma-Aldrich) u dozi 250 mg/kg. Za provjeru miorelaksacije
Zivotinje izveden je test pedalnog refleksa (eng. pedal withdrawal reflex) pritiskanjem koze
medu prstima prednje ili straznje Sape, te promatranjem povlaci li ili trza anestezirana zivotinja

Sapu.

Uspavani mi$ polozen je na leda te su mu imobilizirani prednji udovi. U predjelu donjeg
abdomena napravljen je vertikalni rez kroz kozu 1 miSiéni sloj. Zatim je prerezan osit, a potom
1 rebra, pazeci da se pritom ne oStete jetra, pluca ili srce. PridrZzavajuci prsnu kost pincetama,
otvoren je prsni kos te osloboden pristup srcu. U lijevu klijetku uvedena je 25G intravenozna
kanila (KD-Fly, KDM, Czechowice-Dziedzice, Poljska) spojena na Spricu ispunjenu s 30 ml
fizioloske otopine s fosfatnim puferom (engl. phosphate buffered saline — PBS) sobne
temperature sljedeéeg sastava: 13,7 mM NaCl, 0,27 mM KCIl, 0,65 mM Na;HPO4, 0,14 mM
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KH2PO4 (Kemika), a desna pretkljetka je prerezana Skaricama kako bi se omoguéilo ispiranje
krvi iz krvozilnog sustava. PBS se lagano potiskivao kroz srce (oko 10 ml/min) sve dok jetra i
plucéa nisu sasvim izblijedila, predstavljajuc¢i znak ispravno odradene perfuzije. Kroz istu rupicu
u lijevoj klijetci mi$ je zatim transkardijalno perfuzijski fiksiran s 30 ml 4%-tne otopine
paraformaldehida (engl. paraformaldehyde — PFA) (Biognost, Zagreb, Hrvatska) u PBS-u.

Odmah po transkardijalnoj perfuzijskoj fiksaciji uslijedila je izolacija o¢iju i mozga. Za
enukleaciju misjih oc¢iju prvo je Skaricama proSiren vjedni rasporak, odstranjene su suzne
zlijezde i potom je oko podignuto pincetom zakrivljenog vrha (Dummont #7, F.S.T.) kako bi
se prerezao ON i enukleirala o¢na jabucica. Pod operacijskim mikroskopom Olympus SZ-
STU2 (Olympus) uklonjene su roznica i le¢a kruznim rezom u podrucju limbusa. Enukleirane
ocne jabucice bez staklovine, lece i roznice uronjene su u 4%-tnu otopinu PFA u PBS-u na sat

vremena na sobnoj temperaturi radi postfiksacije prozimanjem.

Za izolaciju mozga, mis je prvo dekapitiran, a potom su Skaricama i pincetom pazljivo
prerezane i1 odstranjene koza i lubanja. Mozak je izoliran pazeci pritom da se pincetom ravnog
vrha (Dummont #5, F.S.T.) pazljivo odstrane mozdane ovojnice kako se ne bi ostetile njezne
mozdane strukture. Odmah po izolaciji, mozak je uronjen u 4%-tnu otopinu PFA u PBS-u i

drzan u istoj otopini 48 sati na 4°C radi postfiksacije prozimanjem.

Nakon postfiksacije, o¢i i mozak isprani su PBS-om te prebaceni u 10%-tnu otopinu
saharoze (Sigma-Aldrich) u PBS-u kako bi se zapoceo proces dehidracije i krioprezervacije.
Nakon 24 sata na 4°C u 10%-tnoj otopini (¢eka se da tkivo potone, kao znak prozimanja) mozak
i o¢i prebaceni su u 30%-tnu otopinu saharoze u PBS-u na 72 sata (do potonuca tkiva) na 4°C.
Prije smrzavanja, mozak i o¢i izvadeni su iz saharoze, kratko posuSeni papirnatim filter
papirom kako bi se odstranio visak otopine te paZzljivo uronjeni u aluminijsku kadicu s ljepilom
za tkivo Tissue Tek (O.C.T. Compound, Sakura, Torrance, SAD). Uklopljena tkiva su prvo 5

minuta smrznuta na -80°C te su do daljnje obrade pohranjena u zamrziva¢u na -20°C.

4.7.2. Imunohistokemijsko obiljeZavanje fluorescentnim protutijelima

Smrznuti blokovi uklopljenih tkiva rezani su na kriostatu Leica CM3050 S (Leica,
Wetzlar, Njemacka) na temperaturi od -22°C. Popreéni ili frontalni rezovi mozga debljine 25
um, te sagitalni rezovi o¢iju u podrucju izlazista ON-a debljine 30 um postavljeni su na
pozitivno nabijena stakalca Superfrost Plus (Adhesion Microscope Slides, Epredia,

Kalamazoo, SAD) koja su potom pohranjena u zamrzivacu na -20°C.
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U svrhu odredivanja izrazaja bradikininskih receptora u mozgu prije i nakon izazivanja
ishemije te kako bi ustvrdili izrazavaju li stanice mikroglije mozga i mreznice bradikininske
receptore, rezovi su obiljezeni kombinacijom protutijela na ioniziranu kalcij-vezujuéu
adaptorsku molekulu 1 (engl. ionized calcium binding adaptor molecule 1 — Iba-1), koja se

koristi kao biljeg mikroglije, i protutijela na B1R ili B2R.

Isti postupak imunohistokemijskog oznacavanja koriSten je za rezove mozga i ociju.
Smrznut rezovi prvo su inkubirana na sobnoj temperaturi preko noci, a onda jo$ barem sat
vremena u eksikatoru (Kartell Labware, Noviglio, Italija) kako bi se osiguralo ¢vrsto prianjanje
rezova tkiva uz stakalca te sprijecilo njihovo odvajanje tijekom postupka. Rezovi su isprani 4
puta po 5 minuta PBS-om kako bi se uklonili moguci ostaci ljepila za tkivo i potom inkubirani
60 minuta na sobnoj temperaturi u otopini 0,25%-tnog Tritona-X (Sigma-Aldrich) i 10%-tnog
magarecéeg seruma (Sigma-Aldrich) u PBS-u. Nakon blokiranja, rezovi su preko no¢i na sobnoj
temperaturi inkubirani u smjesi primarnih protutijela razrijedenih u otopini 0,1%-tnog Tritona-
X 1 1%-tnog magareéeg seruma u PBS-u. Idu¢i dan, stakalca su isprana 4 puta po 5 minuta
otopinom 0,1%-tnog Tritona-X u PBS-u, a zatim inkubirana 2 sata u mraku na sobnoj
temperaturi s fluorescentno obiljeZenim sekundarnim protutijelima razrijedenima u PBS-u. Po
zavrSetku inkubacije viSak sekundarnih protutijela uklonjen je ispiranjem 4 puta po 5 minuta
PBS-om. Primarna i sekundarna protutijela te njihova razrjedenja navedena su u Tablici 3.
Rezovi su potom 3 minute inkubirani u otopini 4',6-diamidino-2-fenilindola (engl. 4',6-
diamidino-2-phenylindole - DAPI) u PBS-u razrjedenja 1:2000 (10 mM, Abcam, Cambridge,
UK)), fluorescentnoj boji koja neselektivno boji jezgre stanica, te su zatim isprani destiliranom
vodom i PBS-om po 30 s te naposljetku prekriveni medijem za pokrivanje i ocuvanje
fluorescencije (Fluorescence Mounting Medium, Dako S3023, Agilent, Santa Clara, SAD) i
pokrovnim staklom (Biognost). Stakalca s uzorcima ostavljena su u mraku preko noci kako bi

se medij za pokrivanje osusio, a sljedeci dan su ociS¢ena i pohranjena na -4°C.
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Tablica 3. Popis primarnih i sekundarnih protutijela te njihovih razrjedenja koristenih u
imunohistokemijskoj analizi.
PRIMARNA PROTUTIJELA

. . Monoklonalno/ Kataloski
Protutijelo  Porijeklo _ Razrjedenje Tvrtka )
poliklonalno broj
) ] Novus
Anti — Iba-1 Koza poliklonalno 1:200 ) ] NB100-1028
Biologicals
) ) Bioss
Anti — B1R Zec poliklonalno 1:200 o bs-8675R
Antibodies
_ _ Bioss
Anti — B2R Zec poliklonalno 1:100 o bs-2422R
Antibodies

SEKUNDARNA PROTUTIJELA

N N Monoklonalno/ Kataloski
Protutijelo  Porijeklo _ Razrjedenje Tvrtka )
poliklonalno broj
Alexa Magarac
_ - 1:500 Abcam ab150073
Fluor 488  anti - zec
Thermo
Alexa Magarac )
_ - 1:500 Fisher A-11056
Fluor 546  anti - koza S
Scientific

4.7.3. Snimanje  imunohistokemijski  obiljezenog tkiva  konfokalnim

mikroskopom i analiza slika

Obiljezeni rezovi mozga i mreznice snimljeni su konfokalnim mikroskopom Olympus

FLUOVIEW FV3000 uz pripadaju¢i FV31-SW Fluoview softver (Olympus).

Kako bi se analizirao ukupni izrazaj bradikinskih receptora u mozdanom tkivu, na
svakom je rezu odabrano 6 ROI-a, tri u podrucju lezije i tri u perilezijskom podrucju, te
odgovarajuca podru¢ja na mozgovima prije izazivanja ishemije. Za snimanje B1R ili B2R
pozitivnih stanica, svaki ROI je snimljen koristenjem 40x objektiva (UplanSApo, NA 0.95,
Olympus), uz razlucivost 2048 x 2048, laserskom zrakom od 488 nm, snage lasera = 0,5%
atenuacije voltaze (engl. high voltage — HV) = 500 te emisijskog spektra od 500 — 600 nm. Svi

parametri snimanja ostali su isti izmedu razli€itih regija 1 rezova istog bojenja. Intenzitet
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signala na slikama mozdanih rezova (n = 3/skupini/podruc¢ju/vremenskoj tocki) procijenjen je
pomocu Imagel programa, na na¢in da je mjerena integrirana opticka gustoca signala, koja
odrazava vrijednost intenziteta fluorescencije po jedinici povrSine, nakon oduzimanja
vrijednosti pozadine koriste¢i algoritam kotrljajuce kuglice (eng. rolling ball algorithm) (215).

Vrijednosti mjerenja izrazene su u arbitrarnim jedinicama.

Kako bi se odredilo izrazava 1i mikroglija mozga bradikininske receptore, slike
snimljene konfokalnim mikroskopom analizirane su radi potvrde preklapanja/ kolokalizacije
fluorescentnih signala. Slike su snimljene koriStenjem 60x imerzijskog objektiva (PlanApo N,
NA 1.4, Olympus) uz razlu¢ivost 1024 x 1024. Za snimanje BIR ili B2R pozitivnih stanica
koriStena je laserska zraka od 488 nm, snage lasera 0,5%, HV = 500, emisijski spektar od 500
— 600 nm, a za snimanje Ibal pozitivnih stanica laserska zraka od 546 nm, snage lasera = 1,5%,
HV = 500, emisijski spektar 570 — 670 nm. Svi parametri snimanja ostali su isti izmedu
razliCitih regija 1 rezova istog bojenja. Kolokalizacija fluorescentnih signala smatrala se

potvrdom prisutnosti bradikiniskih receptora na stani¢noj membrani mikroglije.

Kako bi se odredilo izrazava li mikroglija mreznice bradikininske receptore, slike
snimljene konfokalnim mikroskopom analizirane su radi potvrde preklapanja/ kolokalizacije
fluorescentnih signala. Slike su snimljene koristenjem 60x imerzijskog objektiva (PlanApo N,
NA 1.4, Olympus) uz razluéivost 512 x 512. Za snimanje BIR ili B2R pozitivnih stanica
koristena je laserska zraka od 488 nm, snage lasera 0,3%, HV = 500, emisijski spektar od 500
— 600 nm, a za snimanje Ibal pozitivnih stanica laserska zraka od 546 nm, snage lasera 1,5%,
HV = 500, emisijski spektar 570 — 670 nm. Svi parametri snimanja ostali su isti izmedu
razli¢itih regija i rezova istog bojenja. Kolokalizacija fluorescentnih signala smatrala se

potvrdom prisutnosti bradikininskih receptora na stanicnoj membrani mikroglije.

4.8. Automatska analiza brojnosti i aktivacije stanica mikroglije prije i nakon

izazivanja ishemijskog oSte¢enja mozga

Od svake zivotinje zrtvovane za imunohistokemijsku analizu (n =
3/skupini/vremenskoj tocki) odvojena su 3 reza mozga debljine 25 um unutar regije +0,02 do
-0,28 mm od bregme, koja su potom imunohistokemijski obiljezena anti—Ibal primarnim
protutijelom (razrjedenje 1:200, Goat anti-Iba-1, NB100-1028, Novus Biologicals, Centennial,
SAD) te Alexa Fluor 488 sekundarnim protutijelom (razrjedenje 1:500, Donkey Anti-Goat
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Alexa Fluor® 488, ab150129, Abcam) prema protokolu opisanom u odjeljku 3.8.2. Obiljezeni
rezovi snimljeni su konfokalnim mikroskopom Olympus FLUOVIEW FV3000 uz pripadajuci
FV31-SW Fluoview softver (Olympus) te je na dobivenim slikama provedena automatska

analiza brojnosti i trodimenzionalne morfologije stanica mikroglije.

Za svaki rez napravljena je virtualna mapa citavog reza mozga 4x objektivom
(UplanSApo, NA 0.16, Olympus) koristenjem laserske zrake od 405 nm za vizualizaciju DAPI
bojenja. Nakon toga, odabrana su 4 ROI-ja na ozlijedenoj, ipsilateralnoj strani mozga i 4
odgovaraju¢a ROI-ja na neozlijedenoj, kontralateralnoj strani mozga. Odabrana su sljedeca
podrucja: 1) podrucje lezije kore ipsilateralne mozdane polutke (engl. ipsilateral hemisphere —
ILH), 2) podrucje lezije strijatuma ILH, 3) perilezijsko podrucje strijatuma ILH, 4) perilezijsko
podru¢je kore ILH, 5) podrucje lezije kore kontralateralne mozdane polutke (engl.
contralateral hemisphere - CLH), 6) podrucje lezije strijatuma CLH, 7) perilezijsko podrucje

strijatuma CLH, 8) perilezijsko podrucje kore CLH, prema prikazu na Slici 6.

Slika 6. Reprezentativna slika mape reza mozga prikazuje odabrana podru¢ja od interesa
(crveni kvadrati oznaceni brojevima), u kojima su potom pri ve¢em povecanju snimljene Iba-
1 pozitivne stanice mikroglije. Povecanje 4x. Mjerna oznaka: 1 cm.

Za snimanje Iba-1 pozitivnih stanica, svaki ROI je snimljen kao stog slika u z osi, tj. z-
stog (engl. z-stack), kroz ¢itavu debljinu reza (veli¢ina koraka = 0,31 um) koriStenjem 60x
imerzijskog objektiva (UplanSApo, NA 1.4, Olympus) i laserske zrake od 488 nm, snage lasera
=1,2%, HV = 475, emisijski spektar 500 — 550 nm uz razlucivost 1024 x 1024. Svi parametri
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snimanja ostali su isti izmedu razliCitih regija i rezova istog bojenja. Koristenjem softvera za
obradu slika CellSens (Olympus), sve su slike dekonvoluirane koriStenjem ograni¢enog
iterativnog protokola, naprednog algoritma maksimalne vjerojatnosti za po 3 iteracije i
primjenom smanjenja Suma, adaptivne funkcije rasapa tocke (engl. point spread function) i
uklanjanja pozadine. Prije analize, svi z-stogovi slika dodatno su obradeni u softveru
Imagel/Fiji, koriStenjem skupnog nacina rada za primjenu sljede¢ih makronaredbi: Radijus
“Ukloni izvanredne vrijednosti” = 2, prag = 3; Radijus kotrljajuce kuglice ,,Oduzmi pozadinu‘

= 1, klizni paraboloid je ukljucen.

Za trodimenzionalnu morfolosku analizu stanica mikroglije prilagodena je prethodno
objavljena skripta temeljena na MATLAB-u (MATLAB, MathWorks, Portola Valley, SAD)
pod nazivom 3Dmorph (216). Ova skripta automatski pronalazi cijele stanice, povezujuci
stani¢ne nastavke u svim smjerovima, nakon pocetnog unosa ocekivane vrijednosti te gornjeg
1 donjeg praga veliCine stanice koji je odreden na testnim rezovima mozga prije i nakon
izazivanja ishemije. Daljnje serije datoteka obraduju se bez korisnickog unosa. Koristeni su
sljede¢i parametri: prag slike = 0,1 i prag Suma = 1000. Za svaku sliku u svim podrucjima
analiziran je broj stanica mikroglije kao parametar migracije i proliferacije te je za svaku
pojedina¢nu stanicu mikroglije odreden indeks ramifikacije. Indeks ramifikacije predstavlja
omjer teritorijalnog volumena i volumena stanice, a sluzi kao mjera razgranatosti stanice (216).
Smanjenje indeksa ramifikacije ukazuje da je u stanici doslo do skracivanja ili potpunog
povlacenja nastavaka uz istovremeno povecéanje volumena some. S obzirom da mikroglija
prilikom aktivacije prelazi iz razgranatog prema ameboidnom obliku, indeks ramifikacije je

uzet kao parametar aktivacijskog statusa stanice.

4.9. Odredivanje genskog izrazaja bradikininskih receptora u miSjem mozgu i

mreZnici prije i nakon ishemije

4.9.1. Zrtvovanje Zivotinja i priprema tkiva za izolaciju ukupne RNA

U svakoj vremenskoj tocki, 3 miSa po skupini Zrtvovana su za izolaciju ukupne
ribonukleinske kiseline (engl. ribonucleic acid — RNA) iz mozga i o¢iju. Za zrtvovanje miseva
11zolaciju tkiva koriSten je modificirani protokol opisan u odlomku 3.8.1. Kako bi se osigurala

maksimalna cistoca i kvaliteta uzoraka, svi navedeni postupci provedeni su steriliziranim
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priborom i otopinama. Ukratko, mi§ je uspavan i.p. primjenom 2,5%-tnog tribrometanola
(Awvertin, Sigma-Aldrich) u dozi 250 mg/kg te je proveden test pedalnog refleksa. Mi§ je
imobiliziran, izveden je rez u podru¢ju abdomena i osloboden pristup srcu rezovima kroz osit
i rebra. U lijevu klijetku uvedena je 25G intravenozna kanila (KD-Fly, KDM) spojena na $pricu
ispunjenu s 30 ml otopine PBS-a sobne temperature te je prerezana desna pretklijetka kako bi
se omogucilo ispiranje krvi iz krvozilnog sustava. Budu¢i da je za izolaciju RNA potrebno
svjeze tkivo, mozak i o¢ne jabucice izolirani su odmah po perfuziji PBS-om. Mozak je izoliran
po dekapitaciji, odstranjivanju koze, lubanje i mozdanih ovojnica. Izolirani mozak brzo je
premjesten u sterilnu Petrijevu zdjelicu s PBS-om na ledu, gdje su Ziletom odvojene lijeva i
desna mozdana polutka te uklonjeni olfaktorni bulbusi i mali mozak. Mozdane polutke
odvojene su u prethodno oznacene, izvagane i ohladene tubice od 2 ml u koje je dodano 125
pl smjese inhibitora proteaza (cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche, Basel,
Svicarska). Za pripremu otopine inhibitora proteaza jedna tabletica inhibitora otopljena je u 1,5
ml sterilne vode tretirane dietil-pirokarbonatom (DEPC voda, Sigma-Aldrich). Tubice s tkivom
opet su izvagane kako bi se mogla izraCunati masa izoliranog tkiva i potom brzo zamrznute u

teku¢em dusiku te pohranjene na -20°C do daljnje obrade.

Oc¢ne jabucice enukleirane su brzim i snazim vadenjem oka obuhvacanjem ocne
jabucice u podrucju ON-a pincetama zakrivljenog i tupog vrha Dummont #7 (F.S.T.).
Enukleirane su o€i prvo odvojene u sterilne Petrijeve zdjelice s PBS-om na ledu te je pod
operacijskim mikroskopom (Olympus SZ-STUZ2, Olympus) napravljen kruzni rez u podru¢ju
limbusa, odstranjene roznica i leca te pazljivo odvojena mreznica od ostatka tkiva pincetama
Dummont #5 (F.S.T.). Izolirane mreZnice prebacene su u prethodno oznacene, izvagane i
ohladene tubice od 2 ml u koje je dodano 60 pl otopine inhibitora proteinaza. Tubice s tkivom
su zatim izvagane kako bi se mogla izraCunati masa izoliranog tkiva i potom brzo zamrznute u

tekuc¢em dusiku te pohranjene na -20°C do daljnje obrade.

4.9.2. Izolacija ukupne RNA iz miSjeg mozga i mreZnice

U tubice s izoliranim tkivom u otopini inhibitora proteaza dodana je otopina za izolaciju
RNA (TRIzol reagens, Invitrogen, Waltham, SAD), po 1 ml za mozdane polutke i 500 pul za
mreznice. Tkiva su homogenizirana sonifikacijom (jacina = 4, pulsevi od 10 s) koriste¢i Q125
sonifikator (Qsonica, Newtown, SAD). Homogenatima mozdanih polutki dodano je 200 ul, a

homogenatima mreznica 100 pl kloroforma (Kemika), nakon ¢ega je sadrzaj promijesan 20 s
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na vrtloznoj mijesalici. Kako bi se razdvojile faze, tubice su zatim inkubirane 5 minuta na
sobnoj temperaturi i potom centrifugirane na 14000 g kroz 15 minuta na 4°C koristeci
Universal 320R centrifugu (Hettich, Westphalia, Njemacka). Gornja bezbojna faza u kojoj se
nalazi RNA paZljivo je prebacena u novu tubicu te je na nju dodan izopropanol, 500 pl u uzorke
mozdanih polutki 1 250 pl u uzorke mreznica. Tubice su inkubirane 8 minuta na sobnoj
temperaturi i potom centrifugirane na 12000 g kroz 8 minuta na 4°C kako bi se precipitirala
RNA. Supernatant je bacen, talog percipitirane RNA mozdanih polutki ispran s 1 ml, a talog
RNA iz mreznica ispran s 500 pl 75%-tnog etanola u DEPC vodi. Nakon centrifuge od 7500 g
kroz 5 minuta na 4°C, maknut je supernatant te je talog RNA mozdanih polutki otopljen u 200

ul, a mreznica u 100 pul DEPC vode. Otopljeni uzorci RNA pohranjeni su na -80°C.

4.9.3. Sinteza ¢cDNA iz ukupne RNA miSjeg mozga i mreZnice reverznom

transkripcijom

Cisto¢a i koncentracija izolirane RNA provjerena je UV-VIS spektrofotometrom za
mjerenje malih uzoraka NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies
Inc., Wilmington, SAD). Prije mjerenja uzorci su proveli sat vremena na ledu kako bi se u

potpunosti otopili.

Za sintezu komplementarne DNA (engl. complementary deoxyribonucleic acid —
cDNA), u 1 pg izolirane RNA dodano je 2 ul pocetnica Oligo (dT)18-Primer (1 pg/ul,
Promega) i DEPC voda do ukupnog volumena od 16 pl. Dobivena reakcijska smjesa inkubirana
je 5 minuta na 70°C 1 5 minuta na 4°C u uredaju za lancanu reakciju polimerazom 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems). U smjesu je potom dodano jo$ 5 pl reakcijskog pufera
M-MLV RT (5x, Promega), 0,5 pl smjese nukleotida dNTP Mix (10mM, Promega), 1 ul
reverzne transkriptaze RevertAidTM H Minus M-MulV Reverse Transcriptase (200 U/pl,
Promega) i 2,5 ul DEPC vode.

Zavrsni volumen reakcijske smjese iznosio je 25 ul, a sinteza cDNA provedena je
inkubacijom 10 minuta na 40°C, 50 minuta na 47°C i 15 minuta na 70°C u PCR uredaju 2720
Thermal Cycler (Applyed Biosystem). cDNA je pohranjena na -20°C do daljnje obrade.
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4.9.4. Odredivanje relativnog izrazaja mRNA bradikininskih receptora u misjem
mozgu i mreZnicama nakon ishemije kvantitativnom lanc¢anom reakcijom

polimerazom (qPCR)

Relativni izrazaj glasniCke RNA (engl. messenger ribonucleic acid — mRNA)
bradikininskih receptora odreden je zasebno u ozlijedenoj ipsilateralnoj i neozlijedenoj
kontralateralnoj mozdanoj polutci te u ipsilateralnoj i kontralateralnoj mreznici metodom
kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom (engl. quantitative polymerase chain reaction —
gPCR). Za to je koriStena komercijalna smjesa reagensa TagMan® Gene Expression kit
(Applied Biosystems) te komercijalno dostupne pocetnice i pripadajuée TagMan® probe.
Prema uputama proizvodaca, reakcijska smjesa za svaki uzorak sadrzavala je 1 ul cDNA, 1 pl
smjese pocetnica 1 TagMan® proba, 8 pul DEPC vode te 10 pl TagMan® smjese. Svaki uzorak
analiziran je u triplikatu na ploc€ici s 96 jazica (FG-TCIl Reaction PIt-96 Well, 4306737,
Invitrogen). Na svaku plo¢icu ukljuéene su i negativne kontrole za svaki analizirani gen koje
sadrze 1 pl odgovaraju¢e smjese pocetnica i TagMan® proba, 8 ul DEPC vode te 10 ul
TagMan® smjese. Osim gena za bradikininski receptor tipa 1 i tipa 2, analiziran je i izrazaj
gena odrzavanja stanice za malu ribosomsku podjedinicu 18S i hipoksantin—gvanin fosforibozil
transferazu (engl. hypoxanthine-guanine phosophoribosyltransferase), prema kojima se
kasnije provela normalizacija dobivenih podataka. Popis analiziranih gena 1 njihovih pocetnica
nalazi se u Tablici 4. gPCR je proveden pomoc¢u uredaja Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) prema programu: 2 minute na 50°C, 10 minuta na 95°C
(aktivacija) te 40 ciklusa inkubacije 15 s na 95°C (denaturacija) i 1 minutu na 60°C
(amplifikacija). Relativni izrazaj mRNA bradikininskih receptora je procijenjen na temelju

jednadzbe:

R = 2—[Ct gena od interesa — Ct konstitutivno izrazenog gena] — 2—ACt

U jednadzbi se relativni izrazaj mRNA gena od interesa (R) mjeri kao: 2 (pod pretpostavkom
100% ucinkovitih reakcija) podignut na potenciju negativne razlike Ct vrijednosti gena od

interesa i srednje Ct vrijednosti konstitutivno izrazenih gena (ACt).
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Tablica 4. Popis pocetnica koriStenih za qPCR analizu.

GEN SIFRA POCETNICE BOJA TVRTKA
B1R Mm04207315 sl FAM-MGB Applied Biosystems
B2R MmQ00437788 sl FAM-MGB Applied Biosystems
18S rRNA MmO04277571_sl FAM-MGB Applied Biosystems
HPRT Mm03024075_m1 FAM-MGB Applied Biosystems

4.10. Statisticka analiza podataka

Na temelju naSih preliminarnih podataka, analizom snage provedenom pomocu
softvera G*Power (Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf, Njemacka) dvostranim Mann-
Whitneyjevim U-testom uz snagu = 0,8 i a = 0,05, procijenjeno je da ¢e za otkrivanje razlike u
volumenu mozdane lezije biti potrebno 6 zivotinja po genotipu po vremenskoj toc¢ki. Medutim,
predvidajuc¢i osipanje uzorka zbog ocekivane stope smrtnosti do 30%, veli¢ina uzorka je
povecana na 9 zivotinja po genotipu (Nispravijeno=N/(1—[% osipanja uzorka/100]) za vremenske
tocke nakon MCAO zahvata.

Statisticka analiza provedena je pomocu Graph Pad Prism (GraphPad Software, San
Diego, SAD) softvera. Analiza prezivljenja provedena je izratunavanjem udjela prezivljenja

koristenjem Kaplan-Meierove metode.

Nakon potvrde normalnosti distribucije podataka pomoc¢u Shapiro-Wilkovog testa, za
procjenu bazalne glukoze i glukoze nataste, HbAlc, tjelesne mase, volumena arterijske
vaskulature, volumena ishemijske lezije, volumena normalizirane ipsilateralne i
kontralateralne mozdane polutke, otoka ipsilateralne mozdane polutke, relativne koli¢ine vode,
neuroloskog deficita 1 prosjecne debljine mreZnice koriSten je mjeSoviti model dvosmjerne
analize varijance (engl. analysis of variance - ANOVA) s vremenom i genotipom kao
varijablama. Post hoc usporedbe izmedu genotipova provedene su pomoc¢u Tukeyjevog testa
visestrukih usporedbi, dok je za usporedbe unutar genotipa koristen Sidakov post hoc test. Za
procjenu sistolickog tlaka, dijastolickog tlaka, srednjeg arterijskog tlaka, intaokularnog tlaka,
izrazaja Bdkrbl i Bdkrb2 gena, izrazaja BIR i B2R proteina, brojnosti stanica mikroglije te
aktivacijskog statusa stanica mikroglije koriSten je mjeSoviti ANOVA model s vremenom 1
genotipom kao varijablama uz korekciju za viSestruke usporedbe kontroliraju¢i stopu laznog
otkrivanja uz a od 0,05. Za procjenu statusa perfuzije srednje mozdane arterije koristen je

jednostruki ANOVA test s Tukeyjevim post hoc testom viSestrukih usporedbi. Statisticka
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znacajnost definirana je kao P<0,05. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti  standardna

pogreska ili medijan s interkvartilnim rasponom.

51



5. REZULTATI

5.1.  Odredivanje miSjeg genotipa

Ukupno 96 muzjaka (n = 24 po skupini) sojeva Akita, Akita/B2R-KO, B2R-KO i WT
koristeno je u pokusima. U svrhu potvrde genotipa svim misevima je izolirana DNA iz uzoraka

vrska repa prikupljenih prije ulaska u pokus te ponovno po zavrsetku pokusa.

5.2.  Seéerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 utjeu na glikemijski

status i tjelesnu masu

S obzirom na to da je u istrazivanju Koristen misji model dijabetesa tipa 1, odnosno da
su koriSteni misevi heterozigotni za mutaciju Ins2 gena koji spontano razvijaju dijabetes u
razdoblju od 3 do 4 tjedna nakon rodenja, ali i miSevi bez funkcionalnog B2R-a, za koji se
smatra da bi mogao sudjelovati u regulaciji metabolizma glukoze, prije ulaska u pokus svim

zivotinjama odreden je glikemijski status, kao 1 utjecaj istoga na tjelesnu masu.

Mjerenjem bazalne glukoze utvrdena je hiperglikemija kod dijabeti¢nih Akita i
Akita/B2R-KO miseva te normoglikemija kod B2R-KO i WT miseva (Akita naspram WT,
P<0,0001; Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,0001) (Slika 7). Nakon 6 sati gladovanja,
razina glukoze u krvi se kod dijabeti¢nih Akita (P<0,0001) i Akita/B2R-KO (P<0,001) miseva
znacajno smanjila; ali je 1 dalje bila znac¢ajno poviSena u odnosu na koncentracije izmjerene
kod WT i B2R-KO miseva (Akita naspram WT, P<0,0001; Akita/B2R-KO naspram B2R-KO,
P<0,0001) (Slika 7). Nedostatak B2R-a nije utjecao na glikemijski status Zivotinja bez Secerne
bolesti, imali su normalnu razinu glikemije prije 1 nakon gladovanja. Takoder nije bilo razlike
u metabolizmu glukoze medu nedijabetiCkim Zivotinjama, $to je vidljivo iz rezultata [IPGTT-a
koji pokazuje da se koncentracije glukoze u krvi i njene promjene u mjerenim vremenskim
tockama nisu razlikovale izmedu WT 1 B2R-KO miseva (Slika 8). U obje skupine, najvisa
koncentracija glukoze u krvi izmjerena je 15 minuta od i.p. injekcije glukoze nakon ¢ega je
uslijedio postupan pad i1 kona¢no povratak na pocetnu koncentraciju 120 minuta od primjene
glukoze. Dijabeti¢ni misevi nisu podvrgnuti IPGTT-u zbog rizika razvoja hiperglikemijske

kome i smrtnog ishoda.
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Slika 7. Seéerna bolest povisuje koncentraciju bazalne glukoze i glukoze nataste u krvi.
Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu
genotipovima, koriste¢i mjeSoviti model ANOVA s Tukeyjevim post hoc testom: (****)
P<0,0001. Statisticki znacajne razlike unutar genotipa, koriste¢i mjeSoviti model ANOVA sa
Sidakovim post hoc testom: Akita/B2R-KO (11) P<0,001; Akita (x+++) P<0,0001. Oznake
genotipa i broj zivotinja: WT, miSevi divljeg tipa, n = 18; B2R-KO, misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n = 18; Akita, dijabeti¢ni misevi, n = 17; Akita/B2R-KO,
dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n = 18.

IPGTT
30

25
20 F

15 F = \W'T
=te=B2R-KO

Koncentracija glukoze (mmol/l)

0 15 30 60 120
Vrijeme od i.p. primjene glukoze (minute)

Slika 8. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 kod nedijabetickih miseva ne utjeCe na
koncentraciju glukoze u krvi izmjerenu tijekom intraperitonealnog testa tolerancije na glukozu
(IPGTT). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Oznake
genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n = 18; B2R-KO, misSevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n = 18.
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Znacajno veéi postotak glikiranog hemoglobina (HbA1C) u krvi Akita i Akita/B2R-
KO miseva naspram njihovih zdravih kontrola potvrda je kroni¢ne hiperglikemije u
dijabeti¢nih zivotinja (Akita naspram WT, P<0,0001; Akita/B2R-KO naspram B2R-KO,
P<0,0001). Uz to, pokazano je da kod dijabeti¢nih Zivotinja nedostatak B2R-a uzrokuje
znacajan porast u postotku glikoziliranog hemoglobina, ukazujué¢i na dugoro¢no losiji
glikemijski status u usporedbi s dijabeti¢nim Akita miSevima bez genske preinake (Akita
naspram Akita/B2R-KO, P<0,05) (Slika 9).
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Slika 9. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 povecava razinu glikiranog hemoglobina
(HbAZc) u krvi dijabeti¢nih Zivotinja. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni
raspon. Statisticki znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i jednosmjerni ANOVA test s
Tukeyjevim post hoc testom: (*) P<0,05; (****) P<0,0001. Oznake genotipa i broj zivotinja:
WT, miSevi divljeg tipa, n = 18; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa
2, n = 18; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n = 17; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n = 17.

Dijabeti¢ni Akita i Akita/B2R-KO misevi imali su znacajno nizu tjelesnu masu od
njihovih kontrola (Akita naspram WT, P<0,0001; Akita/B2R-KO naspram B2R-KO,
P<0,0001) (Slika 10). Nedostatak B2R-a kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva nije utjecao
na tjelesnu masu, medutim kod miSeva bez Secerne bolesti je nedostatak B2R-a uzrokovao
znacajno povecanje tjelesne mase kod B2R-KO miseva u usporedbi s WT misevima (B2R-KO
naspram WT, P<0,05) (Slika 10).
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Slika 10. Prije izazivanja ishemije nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 povisuje tjelesnu
masu nedijabetickih miSeva, dok Secerna bolest smanjuje tijelesnu masu dijabeticnih miSeva.
Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Vrijednosti su prikazane kao
medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu genotipovima, koristeci
jednosmjerni ANOVA test s Tukeyjevim post hoc testom: (*) P<0,05; (****) P<0,0001.
Oznake genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n = 18; B2R-KO, miSevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n = 18; Akita, dijabeti¢ni misevi, n = 17;
Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n = 18.

5.3.  Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 ne utjece na krvni tlak

U svrhu odredivanja utjecaja Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na krvni tlak izvedeno
je neinvazivno mjerenje tlaka na uspavanim Zivotinjama. Mjerenja su pokazala da medu
skupinama prije MCAO zahvata nije bilo razlike u sistolickom (Slika 11A), dijastolickom
(Slika 11B) i srednjem arterijskom tlaku (Slika 11C).
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Slika 11. Se¢erna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 ne utjetu na sistolicki
(A), dijastolicki (B) i srednji arterijski tlak (C) miseva prije izazivanja ishemije. Vrijednosti su
prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Mjesoviti model ANOVA s Tukeyjevim post
hoc testom ne pokazuje znacajne razlike medu skupinama. Oznake genotipa i broj Zivotinja:
WT, misevi divljeg tipa, n = 18; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa
2, n = 18; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n = 17; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n = 18.
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5.4. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 sprjeava razvoj poviSenog

intraokularnog tlaka kod dijabeti¢nih Zivotinja

U svrhu odredivanja utjecaja Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na intraokularni tlak
izvedeno je neinvazivno mjerenje intraokularnog tlaka tonometrom na uspavanim dijabeticnim
Akita i Akita/B2R-KO i nedijabetiénim WT i B2R-KO Zivotinjama. Mjerenja su pokazala da
dijabeticni Akita miSevi razvijaju visi intraokularni tlak u odnosu na WT miseve (Akita
naspram WT, P<0,01) (Slika 12). Intraokularni tlak dijabeti¢nih Akita miSeva takoder je bio
znaajno visi i u usporedbi s dijabeticnim Akita/B2R-KO misevima (Akita naspram
Akita/B2R-KO, P=0,0003). Nije bilo razlike u intraokularnom tlaku dijabeti¢nih Akita/B2R-

KO miseva i B2R-KO miseva, kao ni medu nedijabeti¢nim skupinama.

INTRAOKULARNI TLAK
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Slika 12. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 sprjeCava razvoj povisenog
intraokularnog tlaka kod dijabetickih zivotinja prije izazivanja ishemije. Vrijednosti su
prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki znacajne razlike medu genotipovima,
koriste¢i jednosmjerni ANOVA test uz korekciju za visestruke usporedbe kontroliraju¢i stopu
laznog otkrivanja (0=0,05): (**) P<0,01; (***) P<0,0001. Oznake genotipa i broj Zivotinja:
WT, misevi divljeg tipa, n = 18; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa
2, n = 18; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n = 17; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n = 18.
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5.5.  Seéerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 nemaju znadajan

utjecaj na preZivljenje u akutnoj fazi ishemije
Od ukupno 24 muzjaka po skupini sojeva Akita, Akita/B2R-KO, B2R-KO i WT, 18
miseva po skupini podvrgnuto je MCAO zahvatu. Jedna Zivotinja iz Akita/B2R-KO, po dvije
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zivotinje iz Akita 1 B2R-KO skupina, te Cetiri Zivotinje iz WT skupine iskljucene su iz daljnje
analize nakon zahvata zbog lakunarne lezije, lezije izvan podrucja irigacije srednje mozdane

arterije ili hemoragijskog mozdanog udara.

Analiza krivulje prezivljenja pokazala je da nema znacajne razlike medu zivotinjama
koje su predvidene za analizu na 3. dan nakon MCAO zahvata (Log-rank (Mantel-Coxov) test;
P >0,5). Medutim, iako do 3. dana nije bilo znacajnih razlika u trendu prezivljenja, razmjeri
prezivljenja pokazuju 100%-tno prezivljenje Zivotinja iz B2R-KO skupine, 77,7%-tno
prezivljenje u WT skupini, 87,5%-tno prezivljenje u Akita skupini 1 83,3%-tno prezivljenje u

Akita/B2R-KO skupini zivotinja.

5.6. Tijekom MCAQO zahvata dolazi do okluzije distalnog dijela srednje moZdane

arterije nakon koje slijedi nepotpuna reperfuzija

Mjerenjem i biljezenjem laserskog Dopplerovog signala (engl. laser Doppler signal -
LDS) odreden je perfuzijski status distalnog dijela srednje mozdane arterije na poc¢etku MCAO
zahvata te nakon umetanja i nakon izvlacenja silikonom obloZenog konca kod dijabeti¢nih
Akita i Akita/B2R-KO i kod nedijabeti¢nih WT i B2R-KO miseva (Slika 13). Nakon umetanja
silikonom oblozenog konca, zabiljezen je prosje¢no 80%-tni pad u LDS-u, potvrdujuéi okluziju
srednje mozdane arterije. Trideset minuta nakon okluzije, izvlacenjem silikonom obloZenog
konca doslo je do podjednakog porasta LDS signala u svim skupinama, tj. omogucena je
reperfuzija. S obzirom na to da je u ovom zahvatu unutarnja karotidna arterija trajno ligirana,
LDS se nakon vadenja silikonom obloZenog konca vratio na prosjecno 70% vrijednosti pocetne
razine signala, ukazujuc¢i na nepotpunu reperfuziju, tj. hipoperfuziju irigacijskog podrucja
srednje mozdane arterije. Seéerna bolest i nedostatak B2R-a nisu utjecali na perfuzijski status

srednje mozdane arterije tijekom MCAO zahvata.

57



PERFUZIJA MCA

450 . #s THH = l

400 . i TP = 1L 1 #HE T e T |

350

300 e WT
B2R-KO

200 - e Akita

= Akita/B2R-KO

Fluks laserskog Dopplerovog
signala (perfuzjske jedinice)
o
wh
(=

BL okluzija reperfuzija

Vremenska tocka

Slika 13. Seéerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 ne utjedu na perfuzijski
status distalnog djela srednje mozdane arterije mjeren tijekom MCAQO zahvata. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Jednostrani ANOVA test s
Tukeyjevim post hoc testom ne pokazuje znacajne razlike medu skupinama. MjeSoviti model
ANOV A sa Sidakovim post hoc testom pokazuje znacajne razlike unutar WT genotipa: (####)
P<0,0001; B2R-KO genotipa: (111) P<0,0001; Akita genotipa: (x££+) P<0,0001; Akita/B2R-
KO genotipa: (111f) P<0,0001.Vremenske toc¢ke: BL, pocetno stanje. Oznake genotipa 1 broj
zivotinja: WT, miSevi divljeg tipa, n = 18; B2R-KO, miSevi s nedostatkom bradikininskog
receptora tipa 2, n = 18; Akita, dijabeti¢ni misevi, n = 18; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n = 18.

5.7. MCAO zahvat dovodi do hipoperfuzije arterijske vaskulature ipsilateralne

polutke u akutnoj fazi ishemije

U svrhu odredivanja utjecaja SeCerne bolesti i nedostatka B2R-a na perfuzijski status
mozdanih polutki nakon MCAO zahvata u dijabeti¢nih Akita i Akita/B2R-KO miseva i
nedijabeti¢nih WT i B2R-KO miseva, analizirani su volumeni arterijskih krvnih zila ILH (Slika
14A) i CLH (Slika 14B) na MR angiogramima. U svim eksperimentalnim skupinama, 1. dan
od MCAO zahvata pokazana je akutna hipoperfuzija u obliku zna¢ajno manjeg volumena
arterijske vaskulature ILH u odnosu na pocetno izmjerene volumene prije zahvata (Akita,
P<0,01; WT, P<0,001; B2R-KO, P<0,001; Akita/B2R-KO, P<0,0001). Na 3. dan nije bilo
znacajne promjene u hipoperfuzijskom statusu ILH u odnosu na 1. dan od MCAO zahvata.
Nije bilo zna¢ajnih promjena u volumenu arterijske vaskulature CLH u mjerenim vremenskim

to¢kama.
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Slika 14. Volumen arterijske vaskulature ipsilateralne mozdane polutke (ILH, A) svih skupina
Zivotinja je nakon MCAQO zahvata znacajno smanjen, a volumen arterijske vaskulature
kontralateralne mozdane polutke (CLH, B) ostaje nepromijenjen u odnosu na pocetno stanje.
Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. MjeSoviti model ANOVA s
Tukeyjevim post hoc testom ne pokazuje znaéajne razlike medu skupinama. MjeSoviti model
ANOVA sa Sidakovim post hoc testom pokazuje znacajne razlike unutar WT genotipa: (#)
P<0,05, (###) P<0,001; B2R-KO genotipa: (111) P<0,0001; Akita genotipa: (++) P<0,01,;
Akita/B2R-KO genotipa: ({1if) P<0,0001. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan
nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj Zivotinja:
WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1) = 8, n (D3) = 5; B2R-KO, misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 8; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1) =8,
n (D3) = 6; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2,
n(BL)=8,n(D1)=7,n(D3)=6.
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5.8. Secerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 nemaju znacajan

utjecaj na veli¢inu ishemijske lezije mozga nakon MCAO zahvata

U svrhu pracenja utjecaja nedostatka B2R-a i SeCerne bolesti na razvoj ishemijske
lezije, razvoj iste pracen je in vivo snimanjem mozga magnetskom rezonancijom na 1. i 3. dan
od MCAO zahvata. Ishemijske lezije zahvacale su mozdanu koru i strijatum u podrucju
irigacije srednje mozdane arterije te u nekim slucajevima i dijelove hipokampusa, kako je
vidljivo na reprezentativnim T2 snimkama mozga (Slika 15). Volumen ishemijske lezije
odreden segmentacijom hiperintenzivnog podrucja na T2 mapi nije se zna¢ajno mijenjao u prva

3 dana od MCAO zahvata niti se razlikovao izmedu skupina (Slika 16).

Akita B2R-KO

Akita/B2R-KO

Slika 15. Reprezentativne T2 snimke mozga prikazuju morfologiju zdravog mozga prije
MCAO zahvata te ishemijske lezije u podruc¢ju mozdane kore i strijatuma kod dijabetic¢kih
Akita 1 Akita/B2R-KO misSeva te njihovih B2R-KO i WT nedijabeti¢nih kontrola nakon
MCAO zahvata. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3,
3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa: WT, misevi divljeg tipa; B2R-KO, misevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2; Akita, dijabeti¢ni miSevi; Akita/B2R-KO,
dijabeticni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2.
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Slika 16. Se¢erna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 ne utje¢u na volumen
ishemijske lezije prva tri dana nakon MCAO zahvata. Vrijednosti su prikazane kao medijan i
interkvartilni raspon. Mjesoviti model ANOVA s Tukeyjevim post hoc testom ne pokazuje
znacajne razlike medu skupinama. Vremenske tocke: D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3.
dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj Zivotinja: WT, miSevi divljeg tipa, n (D1)
=15, n (D3) = 6; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (D1) = 15,
n (D3) = 9; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n (D1) = 14, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni
misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (D1) =15, n (D3) = 7.

5.9.  Promjena volumena moZdanih polutki u akutnoj fazi ishemije izraZenija je u

Seéernoj bolesti

Utjecaj Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na promjene volumena mozdanih polutki
izazvane razvojem lezije i vazogenog edema odredene su mjerenjem volumena ILH (Slika
17A) i CLH (Slika 17B) na T2 snimkama, oduzimanjem volumena mozdanih komora
izmjerenih na T2 mapama te normalizacijom volumena polutki u razli¢itim vremenskim
tockama nakon MCAO zahvata prema pocetnom volumenu istih (BL). Usporedba volumena
mozdanih polutki pokazala je da je razvoj ishemijske lezije u svim skupinama pracen
znacajnim povecanjem volumena ILH na 1. dan (D1) od MCAO zahvata (Akita BL naspram
D1, P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D1, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D1, P<0,001;
WT BL naspram D1, P<0,0001). Znacajno veci volumen ILH u odnosu na pocetno izmjerene
vrijednosti bio je vidljiv i na 3. dan (D3) od MCAO zahvata (Akita BL naspram D3, P<0,0001;
Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,001; WT BL
naspram D3, P<0,0001). lako nije bilo znacajne razlike u volumenu ishemijske lezije mjerene

na T2 mapama, dijabeti¢ni Akita i Akita/B2R-KO misevi su na 1. dan od MCAO zahvata imali
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znacajno veci volumen ILH u usporedbi s nedijabeti¢cnim WT, odnosno B2R-KO kontrolama
(Akita naspram WT, P<0,05; Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,001). Znacajna razlika u
volumenu izmedu Akita/B2R-KO i B2R-KO zivotinja zadrzala se i na 3. dan od MCAO
zahvata (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,01).

S obzirom na to da je mozak okruzen tvrdom lubanjom koja ne dozvoljava njegovo
sirenje, ekspanzija ILH u akutnoj fazi nakon MCAO zahvata uzrokovala je znac¢ajno smanjenje
volumena CLH (Slika 17B) 1. dan od MCAO zahvata u odnosu na poc¢etni volumen (BL) u
svim skupinama (Akita BL naspram D1, P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D1, P<0,0001;
B2R-KO BL naspram D1, P<0,01; WT BL naspram D1, P<0,01). Znac¢ajno smanjenje CLH
bilo je vidljivo i na 3. dan od MCAO zahvata (Akita BL naspram D3, P<0,0001; Akita B2R-
KO BL naspram D3, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,01; WT BL naspram D3,
P<0,0001). U skladu s promjenama volumena ILH, 1. dan od MCAO zahvata smanjenje
volumena CLH bilo je znacajno veée kod dijabetickih Akita i Akita/B2R-KO miSeva u
usporedbi s WT, odnosno B2R-KO misevima (Akita naspram WT, P<0,01; Akita B2R-KO
naspram B2R-KO, P<0,05). Znac¢ajna razlika u volumenu izmedu Akita/B2R-KO i B2R-KO
Zivotinja zadrzala se i 3. dan od MCAO zahvata (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,05).
Kod WT miSeva je, za razliku od drugih skupina u kojima nije bilo znac¢ajne promjene medu
mjerenim vremenskim tockama nakon MCAO zahvata, na 3. dan izmjeren znacajno manji
volumen CLH u usporedbi s 1. danom (WT D1 naspram D3, P<0,01) sto je dovelo do znacajno
manjeg volumena CLH WT miSeva u usporedbi s B2R-KO misevima (WT naspram B2R-KO,
P<0,05).

62



A VOLUMEN NORMALIZIRANE ILH
1,55 1
s T e LI
g : 1,45 | T ===
ZEE s L
Ees5 135t %
§§ > 1,25 | T
EE E B B2R-KO
«
2 E,?; L15 ¢ B Akita
> 2 2 105} B Akita B2R-KO
0,95
BL DI D3
Dan od MCAQO-a
B VOLUMEN NORMALIZIRANE CLH
1,09 HER T = 1L
@ = LO7F #4113 s
PRERLE ¥
= EE 1,03 *%
g § e (l)g; r BWwT
ESE M B2R-KO
E= g M
_g EZ 095 B Akita
> £ 2 09 B Akita B2R-KO
0,01 |
0,89
BL DI D3
Dan od MCAOQO-a

Slika 17. Povecanje volumena ipsilateralne mozdane polutke (ILH, A) i smanjenje volumena
kontralateralne mozdane polutke (CLH, B) nakon MCAO zahvata izrazenije je u prisutnosti
SeCerne bolesti. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisticki
znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti model ANOVA s Tukeyjevim post
hoc testom: (*) P<0,05; (**) P<0,005; (***) P<0,001. Mje3oviti model ANOVA sa Sidakovim
post hoc testom pokazuje znacajne razlike unutar WT genotipa: (##) P<0,01, (####) P<0,0001;
B2R-KO genotipa: (1) P<0,01, (71) P<0,001; Akita genotipa: (xt++) P<0,0001; Akita/B2R-
KO genotipa: ($iff) P<0,0001. Vremenske toc¢ke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon
MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT,
misevi divljeg tipa, n (BL, D1) = 15, n (D3) = 6; B2R-KO, miSevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1) = 15, n (D3) = 9; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n (BL,
D1) = 14, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom bradikininskog
receptora tipa 2, n (BL, D1) =15, n (D3) = 7.

5.10. Razvoj edema izraZeniji je u Secernoj bolesti

Kako bi se istrazio utjecaj Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na razvoj mozdanog

edema, promjena volumena ILH nakon MCAO zahvata dodatno je izrazena kao postotak
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pocetnog volumena kako bi se kvantificirao otok uzrokovan edemom (Slika 18) te je izracunom
prosjecnog intenziteta signala u podru¢ju lezije na T2 mapi dobivena mjera za relativhu
koli¢inu vode u podrucju ishemijske lezije (Slika 19). Unutar skupina nije doslo do znacajne
promjene u otoku ILH od 1. do 3. dana nakon MCAO zahvata (Slika 18). Na 1. dan od MCAO
zahvata, otok ILH bio je znafajno ve¢i kod dijabeti¢nih Akita i Akita/B2R-KO miSeva u
usporedbi s WT, odnosno B2R-KO kontrolama (Akita naspram WT, P<0,01; Akita/B2R-KO
naspram B2R-KO, P<0,01). Na 3. dan znacajna razlika u otoku ILH se zadrzala samo izmedu
Akita/B2R-KO i B2R-KO skupina (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,01).

OTOK ILH

B wWT

[l B2R-KO

B Akita

B Akita B2R-KO
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Dan od MCAO-a

Slika 18. Otok ipsilateralne mozdane polutke (ILH) nakon MCAO zahvata je znacajno veéi u
prisustvu Secerne bolesti. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon.
Statisticki znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti model ANOVA s
Tukeyjevim post hoc testom: (*) P<0,05; (**) P<0,001; (***) P<0,0001. Vremenske tocke:
D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj
zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (D1) = 15, n (D3) = 6; B2R-KO, misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (D1) = 15, n (D3) = 9; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (D1) =
14, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa
2,n(D1)=15n(D3)="7.

Relativna koli¢ina vode u podrucju lezije je na 1. dan od MCAO zahvata takoder bila
znacajno veca kod dijabeti¢nih Akita i Akita/B2R-KO miSeva u usporedbi s WT, odnosno
B2R-KO kontrolama (Akita naspram WT, P<0,01; Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,05)
(Slika 19). Tre¢i dan od MCAO zahvata nije bilo razlike u relativnoj koli¢ini vode u podrucju

lezije medu skupinama. Medutim, kod WT miSeva je doslo do znacajnog povecanja u relativnoj
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koli¢ini vode u podrucju lezije u odnosu na 1. dan za razliku od B2R-KO i dijabeti¢nih skupina
kod kojih se to nije dogodilo (WT D1 naspram D3, P<0,05).
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Slika 19. Relativna koli¢ina vode u podrucju lezije nakon MCAO zahvata znacajno je veca u
prisustvu Secerne bolesti. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon.
Statisticki znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti model ANOVA s
Tukeyjevim post hoc testom: (*) P<0,05; (**) P<0,005. Mjesoviti model ANOVA sa
Sidakovim post hoc testom pokazuje znacajne razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05.
Vremenske to¢ke: D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake
genotipa i broj zivotinja: WT, miSevi divljeg tipa, n (D1) = 15, n (D3) = 6; B2R-KO, misevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (D1) = 15, n (D3) = 9; Akita, dijabeti¢ni miSevi,
n (D1) = 14, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog
receptora tipa 2, n (D1) = 15, n (D3) = 7.

5.11. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 poboljSava neuroloski status u

akutnoj fazi ishemije

U svrhu odredivanja utjecaja Sec¢erne bolesti i nedostatka B2R-a na razvoj neuroloskog
deficita Zivotinjama je odredivan neuroloski status prije (BL) te 1. (D1) i 3. dan (D3) od MCAO
zahvata. Prilikom ulaska u pokus Zivotinje nisu pokazivale znakove neuroloskog deficita. Na
1.1 3. dan od MCAO zahvata sve eksperimentalne zivotinje su pokazivale znacajan neuroloski
deficit koji se ocCitovao promjenom U izgledu, pokretljivosti i spontanoj aktivnosti, hodu,
posturi, propriocepciji i refleksima u odnosu na mjerene parametre prije MCAO zahvata (Akita
BL naspram D1, P<0,0001; Akita BL naspram D3, P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D1,
P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D1, P<0,0001;
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B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001; WT BL naspram D1, P<0,0001; WT BL naspram D3,
P<0,0001) (Slika 20).

Razvoj neurolosSkog deficita se znacajno razlikovao medu skupinama. Neuroloski status
WT miSeva i dijabeti¢nih AKita se zna¢ajno se pogorSao na 3. dan u odnosu na 1. dan od MCAO
zahvata (Akita D1 naspram D3, P<0,0027; WT D1 naspram D3, P<0,05). S druge strane, kod
B2R-KO i Akita/B2R-KO miSeva nije bilo znacajne razlike u tezini neuroloskog deficita
izmedu 1. i 3. dana od MCAO zahvata. Stovise, misevi B2R-KO skupine imali su znacajno
bolji neuroloski status od dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva na 1. dan od MCAO zahvata
(Akita/B2R-KO D1 naspram B2R-KO D1, P<0,01), te od Akita/B2R-KO i WT miseva na 3.
dan od MCAO zahvata (Akita/B2R-KO D3 naspram B2R-KO D3, P<0,001; B2R-KO D3
naspram WT D3, P<0,01). Kod WT miseva i dijabeti¢nih Akita nije bilo znacajne razlike u

tezini neuroloskog deficita u prva 3 dana nakon MCAO zahvata.

Secerna bolest i nedostatak B2R-a nisu znacajno utjecali na pad tjelesne mase u
eksperimentalnim skupinama nakon MCAO zahvata. U svim skupinama je zabiljezen pad od

prosjecno 10% pocetne tjelesne mase na 1. dan od MCAO zahvata te dodatno prosjecno 5% na

3. dan od MCAO zahvata.
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Slika 20. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 smanjuje neuroloski deficit u akutnoj fazi
ishemije. Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisti¢ki znacajne
razlike medu genotipovima, koriste¢i mjesoviti model ANOVA s Tukeyjevim post hoc testom:
(**) P<0,01; (***) P<0,001. Mjesoviti model ANOVA sa Sidakovim post hoc testom pokazuje
znacajne razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05, (####) P<0,0001; B2R-KO genotipa: (11t)
P<0,0001; Akita genotipa: () P<0,01, (x+++) P<0,0001; Akita/B2R-KO genotipa: (1ii1)
P<0,0001. Vremenske toc¢ke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan
nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1)
=15, n (D3) = 6; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1)
= 15, n (D3) = 9; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n (BL, D1) = 14, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO,
dijabeti¢ni misSevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL) = 15, n (D1) = 15, n
(D3)=7.

5.12. Seéerna bolest mijenja genski izraZaj bradikininskih receptora u mozgu prije i

nakon ishemijske ozljede

U svrhu odredivanja utjecaja Secerne bolesti na genski izrazaj bradikininskih receptora
u mozdanim polutkama prije i nakon ishemijske ozljede, odradena je analiza relativnog izrazaja

MRNA bradikininskih receptora gPCR-om prije i nakon MCAO zahvata.

Izrazaj gena za B2R u mozdanim polutkama Akita i WT skupina uspjesno je odreden
u odnosu na uzorke iz B2R-KO i Akita/B2R-KO zivotinja, kod kojih oc¢ekivano nije doslo do
amplifikacije cDNA, potvrduju¢i da zbog delecije kodirajuce sekvence u te dvije skupine
zivotinja ne dolazi do transkripcije Bdkrb2 gena. Prije MCAO zahvata (BL), izrazaj gena za
B2R u ILH (Slika 21A) i CLH (Slika 21B) dijabeti¢nih Akita miSeva bio je znacajno nizi u
usporedbi s izrazajem kod WT miseva (Akita ILH naspram WT ILH, P<0,0001; Akita CLH
naspram WT CLH, P<0,0001). U ILH-u Akita i WT miseva na 1. dan od MCAO zahvata, kao
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odgovor na nastalu ishemijsku leziju, doslo je do znacCajnog povecanja izrazaja gena za B2R
(Akita BL naspram D1, P<0,0001; WT BL naspram D1, P<0,05), medutim i dalje je izrazaj u
Akita miSevima bio znacajno nizi u odnosu na WT miseve (Akita naspram WT, P<0,05). Na
3. dan od MCAO zahvata izrazaj gena za B2R znacajno je pao u obje skupine (Akita D1
naspram D3, P<0,001; WT D1 naspram D3, P<0,0001) te se razlika izmedu skupina izgubila.
Medutim, dok je izrazaj u WT miSeva pao na razinu ispod pocetne vrijednosti (WT BL naspram
D3, P<0,001), izrazaj u Akita miSeva se zadrzao na znacajno visim vrijednostima od pocetnih
(Akita BL naspram D3, P<0,05).

U CLH-u WT miseva na 1. dan je doslo do znacajnog pada u izrazaju gena za B2R u
odnosu na pocetne vrijednosti (WT BL naspram D1, P<0,0001) i izjednacavanja izrazaja gena
za B2R medu skupinama. Na 3. dan od MCAO zahvata doslo je do blagog porasta u izrazaju
gena za B2R u obje skupine zivotinja (Akita D1 naspram D3, P<0,001; WT D1 naspram D3,
P<0,05), ali je taj porast bio znacajno veci za dijabeticne Akita miSeve (Akita naspram WT,

P<0,05).
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Slika 21. Secerna bolest mijenja izrazaj Bdkrb2 gena prije i nakon MCAQ zahvata u
ipsilateralnoj (ILH, A) i kontralateralnoj (CLH, B) mozdanoj polutci. Vrijednosti su prikazane
kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajne razlike medu genotipovima,
koriste¢i jednosmjerni ANOVA test uz korekciju za viSestruke usporedbe kontrolirajuci stopu
laznog otkrivanja (a=0,05): (*) P<0,05; (****) P<0,0001. Statisti¢ki znacajne razlike unutar
WT genotipa: (#) P<0,05, (###) P<0,001, (####) P<0,0001; Akita genotipa: (x) P<0,05, (xt+
P<0,001, (£+£+) P<0,0001. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO
zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT, misSevi
divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1, D3) = 3.

Izrazaj gena za BIR potvrden je u svim skupinama. Prije MCAO zahvata (BL), izrazaj

gena za B1R u ILH-u (Slika 22A) i CLH-u (Slika 22B) bio je znacajno nizi kod dijabeti¢nih
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Akita i Akita/B2R-KO miSeva u usporedbi s WT, odnosno B2R-KO kontrolama (Akita ILH
naspram WT ILH, P<0,0001; Akita/B2R-KO ILH naspram B2R-KO ILH, P<0,01; Akita CLH
naspram WT CLH, P<0,05; Akita/B2R-KO CLH naspram B2R-KO CLH, P<0,0001). Osim
toga, pokazano je da nedostatak gena za B2R utjece na izrazaj gena za B1R. Izrazaj gena za
B1R u ILH-u i CLH-u, prije MCAO zahvata, bio je znacajno visi kod Akita/B2R-KO i B2R-
KO miSeva u usporedbi s Akita, odnosno WT miSevima, ukazujuc¢i na moguéi kompenzacijski
mehanizam medu bradikininskim receptorima (Akita ILH naspram Akita/B2R-KO ILH,
P<0,0001; WT ILH naspram B2R-KO ILH, P<0,01; Akita CLH naspram Akita/B2R-KO CLH
, P<0,0001; WT CLH naspram B2R-KO CLH, P<0,0001).

Na 1. dan od MCAO zahvata u svim je skupinama doslo do znacajnog porasta izrazaja
gena za BIR (BL naspram D1, P<0,0001). Razlike u izrazaju gena za BIR u ILH-u vidljive
prije zahvata zadrzale su se i na 1. dan od MCAO zahvata (Akita naspram WT, P<0,0001,
Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,0001; Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,0001; WT
naspram B2R-KO, P<0,0001). Na 3. dan od MCAO zahvata razina izrazaja u ILH-u pada u
odnosu na 1. dan, pri ¢emu je izrazaj pao na vrijednosti ispod pocetnih samo za WT miSeve
(BL naspram D3, P<0,05), dok su kod Akita, Akita/B2R-KO i B2R-KO miseva vrijednosti i
dalje viSe od pocetnih (BL naspram D3, P<0,0001). Na 3. dan, razlika u izrazaju gena za BIR
opisana za 1. dan gubi se medu Akita i WT miSevima. Izrazaj gena za B1R u Akita/B2R-KO i
B2R-KO skupini ostao je znacajno visi u usporedbi s Akita, odnosno WT skupinom i na 3. dan
od MCAO zahvata (Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,0001; WT naspram B2R-KO,
P<0,0001).

U CLH-u 1. dan od MCAO zahvata dolazi do pada u izrazaju gena za B1R kod WT
miSeva (BL naspram D1, P<0,01), smanjuju¢i razliku u izraZaju u odnosu na dijabeti¢ne Akita
miSeve. Kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva izrazaj BIR gena na 1. dan znacajno raste u
odnosu na B2R-KO miseve (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,0001), iako u obje skupine
dolazi do porasta u izrazaju (BL naspram D1, P<0,001). Na 3. dan, vrijednosti izrazaja kod
Akita/B2R-KO se vracaju na pocetne vrijednosti, te je izrazaj nizi u usporedbi s B2R-KO
kontrolama (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,0001). Izrazaj gena za BIR raste za WT i
Akita skupinu na 3. dan u odnosu na 1. dan (D1 naspram D3, P<0,001). U obje vremenske
tocke nakon MCAO zahvata, izrazaj gena za BIR bio je znacajno visi u Akita/B2R-KO i B2R-
KO skupini u usporedbi s Akita, odnosno WT skupinom (Akita D1 naspram Akita/B2R-KO
D1, P<0,0001; Akita D3 naspram Akita/B2R-KO D3, P<0,0001; WT D1 naspram B2R-KO
D1, P<0,0001; WT D3 naspram B2R-KO D3, P<0,0001).
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Slika 22. Seéerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 mijenjaju izrazaj Bdkrb1
gena prije i nakon MCAO zahvata u ipsilateralnoj (ILH, A) i kontralateralnoj (CLH, B)
mozdanoj polutci. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Statisticki znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjesSoviti ANOVA test uz korekciju
za viSestruke usporedbe kontrolirajuci stopu laznog otkrivanja (0=0,05): (*) P<0,05; (**)
P<0,01; (****) P<0,0001. Statisti¢ki znacajne razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05, (##)
P<0,01; (####) P<0,0001; B2R-KO genotipa: (1) P<0,01, (111) P<0,001, (+11+) P<0,0001;
Akita genotipa: (£) P<0,05; () P<0,01; (x++) P<0,001; Akita/B2R-KO genotipa: (i)
P<0,01, (1f1f) P<0,0001. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO
zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa 1 broj Zivotinja: WT, miSevi
divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa
2,n(BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni
misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.

5.13. Seéerna bolest mijenja proteinski izrazaj bradikininskih receptora u mozgu
nakon ishemijske ozljede

U svrhu odredivanja utjecaja SeCerne bolesti na proteinski izrazaj bradikinskih
receptora u ILH-u prije te na 1. i 3. dan nakon MCAO zahvata, odredena je integrirana opticka
gustoca fluorescentnog signala na podrucjima od interesa histoloskih rezova obiljeZzenih
specificnim protutijelima za bradikininske receptore. Proteinski izrazaj BIR-a odreden je u
svim skupinama (Slika 24), dok je izrazaj B2R-a odreden samo za Akita i WT skupinu (Slika
23), s obzirom na to da je PCR analizom potvrdeno da u Akita/B2R-KO i B2R-KO skupini ne

dolazi do transkripcije gena za B2R.

Proteinski izrazaj B2R-a u mozgu dijabeti¢nih Akita miSeva prije izazivanja ishemije
(BL) bio je jednak izrazaju kod WT miseva, medutim nakon MCAO zahvata u obje skupine
dolazi do znacajnog porasta u izrazaju u odnosu na pocetno izmjerenu opticku gustocu signala
(Akita BL naspram D1, P<0,0001; WT BL naspram D1, P<0,001). Na 3. dan od zahvata izrazaj
B2R-a znacajno raste samo za Akita skupinu (Akita D1 naspram D3, P<0,001), dok se za WT
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skupinu izrazaj vraca na po¢etnu vrijednost (WT D1 naspram D3, P<0,0001), §to stvara razliku

u medu skupinama (Akita D3 naspram WT D3, P<0,0001).
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Slika 23. Secerna bolest mijenja proteinski izrazaj bradikininskog receptora tipa 2 (B2R)
ipsilateralne mozdane polutke u akutnoj fazi nakon MCAO zahvata. Vrijednosti su prikazane
kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisti¢ki znacajne razlike medu genotipovima,
koriste¢i jednosmjerni ANOVA test uz korekciju za visestruke usporedbe kontrolirajuéi stopu
laznog otkrivanja (0=0,05): (****) P<0,0001. Statisti¢ki znacajne razlike unutar WT genotipa:
(###) P<0,001, (####) P<0,0001; Akita genotipa: (x++) P<0,001, (xt++) P<0,0001.
Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon
MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) =
3; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n (BL, D1, D3) = 3.

Prije izazivanja ishemijske lezije (BL), proteinski izrazaj B1R-a u skupinama s
nedostatkom B2R-a (Akita/B2R-KO i B2R-KO) bio je podjednak, ali znacajno visi od razine
izrazaja u Akita, odnosno WT skupini (Akita/B2R-KO naspram Akita; P<0,0001; B2R-KO
naspram WT, P<0,0001). Nakon izazivanja ishemije, na 1. dan dolazi do zna¢ajnog porasta
vrijednosti izrazaja B1R-a u Akita miSeva (Akita BL naspram D1, P<0,01), smanjuju¢i razliku
u izrazaju prema Akita/B2R-KO skupini. U ostalim skupinama na 1. dan nije doslo do znacajne
promjene u izrazaju BIR-a. Tre¢i dan od MCAO zahvata vrijednost izrazaja BI1R-a
Akita/B2R-KO skupine znacajno raste (Akita/B2R-KO D1 naspram D3, P<0,001), stvarajuci
razliku u izrazaju u odnosu na B2R-KO skupinu (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,05).

Takoder, dodatnim blagim porastom u Akita skupini te blagim padom u WT skupini stvorila
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se znacajna razlika u izraZzaju B1R medu ovim skupinama na 3. dan od zahvata (Akita naspram
WT, P<0,01).
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Slika 24. Seéerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 mijenjaju proteinski
izrazaj bradikininskog receptora tipa 1 (BIR) ipsilateralne mozdane polutce nakon MCAO
zahvata. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki
znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz korekciju za
visestruke usporedbe kontroliraju¢i stopu laznog otkrivanja (¢=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01;
(***) P<0,001; (****) P<0,0001. Statisticki znacajne razlike unutar Akita genotipa: (%)
P<0,01; (£x++) P<0,0001; Akita/B2R-KO genotipa: (1) P<0,01, ($1f) P<0,001. Vremenske
tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata.
Oznake genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi
s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni miSevi,
n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora
tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.

5.14. Stanice mikroglije u mozgu izraZavaju oba tipa bradikinskih receptora

S ciljem odredivanja izrazaja oba tipa bradikininskih receptora na stanicama mikroglije
prije i nakon MCAO zahvata, provedena je metoda dvostrukog imunofluorescentnog
obiljezavanja tkiva koriStenjem protutijela koja se specificno vezu na BIR ili B2R u
kombinaciji s protutijelom za mikrogliju (Ibal) u vremenskim tockama prije te 1. 1 3. dana

nakon MCAO zahvata. Analiza rezultata pokazuje kako je B2R u stanicama mikroglije izraZen
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samo u Akita i WT skupinama, u sve tri vremenske tocke (Slika 25), dok je BIR izrazen kod

sve Cetiri eksperimentalne skupine u sve tri vremenske tocke (Slika 26).
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Slika 25. Reprezentativne slike izrazaja bradikinskog receptora tipa 2 (B2R) na stanicama
mikroglije dijabeticnih Akita miSeva 1 nedijabetiénih WT kontrola. Rezovi misjeg mozga
dvostruko imunofluorescentno obiljezeni s B2R protutijelom (zeleno) u kombinaciji s Ibal
protutijelom (crveno). Umetak prikazuje povecanu stanicu mikroglije i kolokalizaciju crvenog
Ibal signala specificnog za mikrogliju sa zelenim signalom za B2R, dokazuju¢i prisutnost
B2R-a na stanicama mikroglije u svim vremenskim tockama. DAPI-pozitivne jezgre (plavo).
Mijerna oznaka: slika 50 um, umetak 10 um. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan
nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa: WT, misevi
divljeg tipa; Akita, dijabeti¢ni misevi.
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Slika 26. Reprezentativne slike izrazaja bradikinskog receptora tipa 1 (BIR) na stanicama
mikroglije u nedijabetickih WT i B2R-KO miseva (A) i dijabeti¢nih Akita i Akita/B2R-KO
miseva (B). Rezovi mi$jeg mozga dvostruko imunofluorescentno obiljezeni s B1R protutijelom
(zeleno) u kombinaciji s Ibal protutijelom (crveno). Umetak prikazuje povecanu stanicu
mikroglije i kolokalizaciju crvenog Ibal signala specifi¢nog za mikrogliju sa zelenim signalom
za B1R dokazujuci prisutnost B1R-a na stanicama mikroglije u svim vremenskim tockama.
DAPI-pozitivne jezgre (plavo). Mjerna oznaka: slika 50 pm, umetak 10 pm. Vremenske tocke:
BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata.
Oznake genotipa: WT, misevi divljeg tipa; B2R-KO, miSevi s nedostatkom bradikininskog
receptora tipa 2; Akita, dijabeti¢ni misevi; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2.

5.15. Brojnost i aktivacijski profil stanica mikroglije prije i nakon ishemijske ozljede
mozga promijenjeni su u Sefernoj bolesti i kod nedostatka bradikininskog
receptora tipa 2

U svrhu odredivanja utjecaja Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na odgovor stanica
mikroglije na ishemijsku ozljedu mozga, odradena je automatska analiza brojnosti uz
odredivanje trodimenzionalne morfologije stanica mikroglije bojenih imunofluorescentnim
Ibal-specificnim biljegom u osam tocaka koje su obuhvacale lezijsko i perilezijsko podrucje
kore i strijatuma na ILH-u te odgovarajuca podruc¢ja na CLH-u. S obzirom na to da trenutno ne
postoje dovoljno specificni biljezi koji bi tocno odredili stupanj aktivacijskog stanja mikroglije,

detaljna analiza trodimenzionalne morfologije omogucila nam je odredivanje aktivacijskog
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profila stanica mikroglije te procjenu utjecaja Se¢erne bolesti i nedostatka B2R-a na isti prije i
nakon izazivanja ishemije. Usporedbom rezultata dobivenih u razli¢itim vremenskim to¢kama
od MCAO zahvata odredene su promjene u brojnosti i aktivacijskom profilu stanica mikroglije
prouzro¢ene ishemijskom ozljedom, dok je usporedbom rezultata dobivenih u pojedinacnim
skupinama u svakoj vremenskoj to¢ki ispitan utjecaj Se¢erne bolesti i nedostataka B2R-a na

promjenu u brojnosti i aktivacijskom profilu stanica mikroglije.

5.15.1. Postishemijski pad broja stanica mikroglije u podrucju lezije kore
poveéan je u prisutnosti SeCerne bolesti, a smanjen u nedostatku

bradikininskog receptora tipa 2

Broj stanica mikroglije u podruc¢ju lezije kore ILH (Slika 27A) u dijabeti¢nih Akita
miSeva prije MCAO zahvata bio je podjednak broju stanica u WT miSevima. U obje skupine
je kao posljedica ishemije doSlo do znacajnog gubitka stanica mikroglije ve¢ na 1. dan od
MCAQO zahvata te je broj stanica ostao snizen i na 3. dan (WT BL naspram D1, P<0,0001; BL
naspram D3, P<0,0001; Akita BL naspram D1, P<0,0001; Akita BL naspram D3, P<0,0001).
Na 1. dan od MCAO zahvata broj stanica u dijabeti¢nih Akita miSeva bio je znacajno manji u
usporedbi s WT miSevima (Akita naspram WT, P<0,01), medutim do 3. dana se broj stanica u
ove dvije skupine izjednacio. Broj stanica mikroglije ILH kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO
miSeva prije MCAQO zahvata bio je znacajno nizi u usporedbi s nedijabeticnim B2R-KO
misevima (Akita naspram Akita/B2R-KO BL, P<0,01). Kod B2R-KO miseva je na 1. dan od
MCAO zahvata doslo do znaajnog pada u broju stanica mikroglije Sto je dovelo do
izjednacavanja broja stanica u usporedbi s dijabetiénom Akita/B2R-KO skupinom (B2R-KO
BL naspram D1, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001). Kod dijabeti¢nih
Akita/B2R-KO miseva do znacajnog pada u broju stanica mikroglije u lezijom zahvacenoj kori
ILH dolazi tek na 3. dan od MCAOQ zahvata (Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,01;
Akita/B2R-KO D1 naspram D3, P<0,01). Broj preostalih stanica mikroglije na 3. dan u
dijabeti¢noj Akita/B2R-KO skupini bio je znafajno manji u odnosu na B2R-KO skupinu
(Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,05). Broj stanica mikroglije u dijabeti¢nih Akita
miseva prije MCAO zahvata bio je znacajno veci u usporedbi s dijabetiénim Akita/B2R-KO
misevima (Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,001). Nakon zahvata, na 1. dan je broj stanica
u dijabeti¢nih Akita miSeva bio znac¢ajno manji u usporedbi s dijabeticnim Akita/B2R-KO

misevima (Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,05), dok se na 3. dan broj stanica u ove dvije
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skupine izjednacio. Broj stanica mikroglije u B2R-KO miSeva prije MCAO zahvata bio je
podjednak broju stanica u WT miSevima. Na 1. dan od zahvata nije bilo razlike, no na 3. dan
je broj stanica bio znacajno manji u WT miSeva u odnosu na B2R-KO skupinu (B2R-KO
naspram WT, P<0,05).

U istom podrucju CLH (Slika 27B), kod Akita miseva je prije MCAO zahvata broj
stanica bio podjednak broju stanica u WT miSevima. Zanimljivo je da je nakon MCAO zahvata
i u ovom ishemijom nezahvacenom podrucju u obje skupine zabiljezen znacajni pad u broju
stanica ve¢ na 1. dan (WT BL naspram D1, P<0,01; Akita BL naspram D1, P<0,0001).
Medutim, broj stanica mikroglije na 1. dan znacajno je manji u dijabeticnih Akita miSeva u
usporedbi s WT miSevima (Akita naspram WT, P<0,05). Na 3. dan od MCAO zahvata broj
stanica u WT miSeva dodatno pada, dok u dijabeti¢nih Akita raste u odnosu na 1. dan zbog
¢ega dolazi do izjednacenja u broju izmedu ove dvije skupine ( WT D1 naspram D3, P<0,05;
Akita D1 naspram D3, P<0,05). Broj stanica mikroglije CLH kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO
prije MCAO zahvata bio je znac¢ajno nizi u usporedbi s nedijabeticnim B2R-KO miSevima
(Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,001). Na 1. dan od MCAO zahvata broj stanica pada u
B2R-KO miseva te se izjednacuje u odnosu na dijabeti¢nu Akita/B2R-KO skupinu (B2R-KO
BL naspram D1, P<0,05). Na 3. dan zabiljeZen je znacajan pad u broju stanica i kod dijabeti¢nih
Akita/B2R-KO miseva te je preostali broj stanica zna¢ajno manji u odnosu na B2R-KO skupinu
(Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,05; Akita/B2R-KO D1 naspram D3, P<0,01;
Akita/B2R-KO vs B2R-KO, P<0,001). Broj stanica mikroglije kod dijabeti¢nih Akita miSeva
prije MCAO zahvata bio je znacajno veci u usporedbi s dijabeticnim Akita/B2R-KO miSevima
(Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,05). Na 1. dan nakon zahvata, kao i u ILH-u, broj stanica
je bio znacajno manji u usporedbi s dijabetiénim Akita/B2R-KO miSevima (Akita naspram
Akita/B2R-KO, P<0,05), dok je na 3. dan doslo do izjednacenja. Broj stanica mikroglije u
B2R-KO miseva prije MCAO zahvata bio je podjednak broju u WT miSevima. Na 1. dan od
zahvata nije bilo razlike, no na 3. dan je broj stanica bio znacajno manji u WT miSeva u

usporedbi s B2R-KO skupinom (B2R-KO naspram WT, P<0,0001).
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Slika 27. U hiperakutnoj i akutnoj fazi nakon MCAO zahvata dolazi do pada broja stanica
mikroglije u podrucju lezije kore ipsilateralne (ILH, A) i odgovaraju¢em podru¢ju
kontralateralne (CLH, B) mozdane polutke. Navedeni pad je izraZeniji u prisutnosti Se¢erne
bolesti, a blazi kod zivotinja s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2. Vrijednosti su
prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisti¢ki znacajne razlike medu
genotipovima, koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz korekciju za viSestruke usporedbe
kontroliraju¢i stopu laznog otkrivanja (0=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01; (***) P<0,001,
(****) P<0,0001. Statisticki znacajne razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05, (##) P<0,01;
(####) P<0,0001; B2R-KO genotipa: (1) P<0,05, (+111) P<0,0001; Akita genotipa: (+*)
P<0,01; (£x++) P<0,0001; Akita/B2R-KO genotipa: (}) P<0,05, (1) P<0,01, (i) P<0,001.
Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon
MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) =
3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita,
dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.15.2. Postishemijski pad broja stanica mikroglije u perilezijskom podrucju
kore povecan je u prisutnosti Secerne bolesti, a smanjen u nedostatku

bradikininskog receptora tipa 2

Broj stanica mikroglije u perilezijskom podruéju kore ILH (Slika 28A) i CLH (Slika
28B) je prije MCAO zahvata bio podjednak u svim skupinama. U WT miSeva je na 1. 1 3. dan
od MCAO zahvata doslo do znac¢ajnog pada u broju stanica mikroglije u odnosu na pocetno
stanje (WT BL naspram D1, P<0,05; WT BL naspram D3, P<0,0001; WT D1 naspram D3,
P<0,05). U dijabeticnih Akita miSeva doslo je do znaCajnog pada u broju stanica mikroglije na
1. dan od MCAO zahvata (ILH BL naspram D1, P<0,0001), bez promjene do 3. dana. Nakon
pada na 1. dan, broj preostalih stanica bio je znacajno manji u dijabeti¢nih Akita u usporedbi s
WT misevima (Akita D1 naspram WT D1, P<0,01), ali se do 3 dana broj stanica u ove dvije
skupine izjednacio. U B2R-KO 1 dijabeti¢noj Akita/B2R-KO skupini u perilezijskom podrucju
kore ILH nije doslo do promjene u broju stanica mikroglije nakon MCAO zahvata, medutim
na 3. dan zabiljezen je znacajno manji broj stanica u dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miseva u
odnosu na B2R-KO skupinu (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,01). Broj stanica
mikroglije u dijabeti¢nih Akita miSeva je u obje vremenske tocke nakon MCAO zahvata bio
zna¢ajno manji u usporedbi s dijabeticnim Akita/B2R-KO miSevima (Akita D1 naspram
Akita/B2R-KO D1, P<0,01; Akita D3 naspram Akita/B2R-KO D3, P<0,001). Izmedu B2R-
KO i WT skupine na 1. dan od MCAOQ zahvata nije bilo razlike, no na 3. dan je broj stanica bio
znacajno manji u WT miseva (B2R-KO naspram WT, P<0,01).

U istom podru¢ju CLH kod WT miSeva nije dosSlo do promjene u broju stanica
mikroglije na 1. dan od MCAO zahvata, ali je na 3. dan broj stanica bio znac¢ajno manji u
odnosu na pocetno stanje (WT D1 naspram D3, P<0,01, WT BL naspram D3, P<0,001). U
dijabeti¢nih Akita miSeva zabiljeZene su jednake promjene kao 1 u ILH-u, znacajni pad u broju
stanica mikroglije na 1. dan od MCAO zahvata (Akita BL naspram D1, P<0,0001), bez daljnje
promjene na 3. dan. Navedene promjene rezultirale su znacajano manjim brojem stanica u
dijabeti¢nih Akita miSeva u odnosu na WT skupinu na 1. dan od MCAO zahvata (Akita
naspram WT, P<0,01), uz izjednacenje u broju na 3. dan. Za razliku od ILH, u CLH B2R-KO
miSeva doslo je do pada u broju stanica mikroglije na 1. dan (B2R-KO BL naspram D1, P<0,05;
B2R-KO BL naspram D3, P<0,01), a u dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miseva tek na 3. dan od
MCAO zahvata (Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,01; Akita/B2R-KO D1 naspram D3;
P<0,05). Izmedu Akita/B2R-KO i B2R-KO skupine, razlika se kao i u ILH-u javlja tek na 3.

dan znafajnim padom stanica mikroglije u dijabeticnih Zivotinja u odnosu na kontrolu
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(Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,001). Razlika u broju stanica mikroglije medu
dijabeti¢kim skupinama u ILH-u zabiljeZena je i u CLH-u, ali samo na 1. dan od zahvata (Akita
naspram Akita/B2R-KO, P<0,01). Broj stanica mikroglije kod B2R-KO i WT miSeva bio je
jednak do 3. dana, kada broj preostalih stanica zna¢ajno pada u WT miseva u odnosu na B2R-
KO skupinu (B2R-KO naspram WT, P<0,01).
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Slika 28. U hiperakutnoj i akutnoj fazi nakon MCAOQ zahvata dolazi do pada broja stanica
mikroglije u perilezijskom podruc¢ju kore ipsilateralne (ILH, A) i odgovaraju¢em podrucju
kontralateralne (CLH, B) mozdane polutke koji je izraZeniji u prisutnosti Secerne bolesti, a
blazi kod Zivotinja s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2. Vrijednosti su prikazane kao
srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znaCajne razlike medu genotipovima,
koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz korekciju za visestruke usporedbe kontrolirajuéi stopu
laznog otkrivanja (0=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01; (***) P<0,001. Statisticki znacajne
razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05, (##) P<0,01; (###) P<0,001, (####) P<0,0001; B2R-
KO genotipa: (1) P<0,01; Akita genotipa: (++++) P<0,0001; Akita/B2R-KO genotipa: ()
P<0,05, (1) P<0,01, (£i1) P<0,001. Vremenske tocke: BL, po¢etno stanje; D1, 1. dan nakon
MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj Zivotinja: WT,
misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog
receptoratipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-
KO, dijabeticni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.15.3. Postishemijski pad broja stanica mikroglije u podrucju lezije strijatuma
povecan je u Sefernoj bolesti, dok nedostatak bradikininskog receptora
tipa 2 umanjuje gubitak stanica samo u kontralateralnoj moZdanoj

polutci

Broj stanica mikroglije u podrucju lezije strijatuma ILH u dijabeti¢nih Akita miSeva
prije MCAO zahvata bio je podjednak broju stanica u WT misevima (Slika 29A). U obje su
skupine rezultati nakon MCAO zahvata pokazali jednake promjere kao i u lezijskom podrucju
kore, nagli gubitak stanica na 1. dan bez znakova repopulacije na 3. dan (WT BL naspram D1,
P<0,0001; WT BL naspram D3, P<0,0001; Akita BL naspram D1, P<0,0001; Akita BL
naspram D3, P<0,001). I u ovom podrucju je broj stanica mikroglije kod dijabeti¢nih Akita
miSeva na 1. dan od zahvata bio znacajno manji u usporedbi s WT miSevima (Akita naspram
WT, P<0,01), no na 3. dan se ta razlika gubi. Prije MCAO zahvata, kod B2R-KO miSeva
zabiljeZen je znaCajno veci broj stanica mikroglije u usporedbi s dijabeti¢énim Akita/B2R-KO
miSevima (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,001). Prvi dan nakon MCAO zahvata doslo
je do znac¢ajnog pada broja stanica mikroglije u B2R-KO miseva, vidljivog i 3. dana (B2R-KO
BL naspram D1, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001). U dijabeti¢noj Akita/B2R-
KO skupini je do zna¢ajnog pada doslo tek na 3. dan od MCAO zahvata (Akita/B2R-KO BL
naspram D3, P<0,001; Akita/B2R-KO D1 naspram D3, P<0,01) te je broj preostalih stanica
bio znac¢ajno manji u odnosu na kontrolnu B2R-KO skupinu (Akita/B2R-KO naspram B2R-
KO, P<0,05). Broj stanica mikroglije ILH dijabeti¢nih Akita miSeva prije MCAO zahvata bio
je podjednak broju u Akita/B2R-KO miSevima. Na 1. dan od MCAO zahvata zabiljeZen je
znacajano manji broj stanica u dijabeti¢énih Akita miSeva u odnosu na Akita/B2R-KO skupinu
(Akita naspram B2R-KO, P<0,01), no na 3. dan se ta razlika gubi. Prije MCAO zahvata B2R-
KO skupina imala je veci broj stanica mikroglije od WT miSeva (B2R-KO naspram WT,
P<0,05). Nakon MCAO zahvata padom broja stanica u obje skupine broj stanica u podrucju

lezije strijatuma se izjednacio.

U odgovaraju¢em podru¢ju CLH-u, broj stanica mikroglije prije MCAO zahvata u
dijabeti¢nih Akita miSeva bio je podjednak broju stanica u WT miSevima (Slika 29B). U prva
tri dana od MCAO zahvata u WT miSeva postupno dolazi do sve zna¢ajnijeg pada broja stanica
(WT BL naspram D1, P<0,05; WT BL naspram D3, P<0,0001; WT D1 naspram D3, P<0,01).
U dijabeti¢nih Akita miSeva doslo je do zna¢ajnog pada na 1. dan od MCAO zahvata bez
znafajne promjene 3. dana (Akita BL naspram DI, P<0,0001; Akita BL naspram D3,
P<0,0001). Na 1. dan od MCAO =zahvata je broj stanica mikroglije dijabeticnih Akita bio
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znacajno nizi u usporedbi s WT misevima (Akita naspram WT, P<0,05). Na 3. danu od MCAO
zahvata nije bilo znacajne razlike u broju stanica mikroglije izmedu skupina. Kod B2R-KO
miSeva u usporedbi s dijabeticnim Akita/B2R-KO miSevima, broj stanica je bio znacajno veci
prije zahvata (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,05). Nakon MCAO zahvata, u B2R-KO
skupini doslo je do blazeg pada broja stanica ve¢ na 1. dan (B2R-KO BL naspram D1, P<0,01;
B2R-KO BL naspram D3, P<0,05) §to je dovelo do izjednacenja s dijabeticnom Akita/B2R-
KO skupinom u kojoj nije bilo promjene na 1. dan. U dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva do
znacajnog pada dolazi na 3. dan (Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,01; Akita/B2R-KO D1
naspram D3, P<0,01) te preostali broj stanica postaje zna¢ajno manji u odnosu na kontrolnu
B2R-KO skupinu (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,05). Medu dijabeti¢énim skupinama,
jednako kao i u ILH-u, postojala je razlika samo na 1. dan od MCAO zahvata, kada je broj
stanica mikroglije bio znacajno manji kod Akita miSeva u usporedbi s Akita/B2R-KO
misevima (Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,01). B2R-KO miSevi imali su znacajno veci
broj stanica prije zahvata u odnosu na WT miseve (B2R-KO naspram WT, P<0,05). Razlika se
izgubila na 1. dan, dok je na 3. dan broj stanica mikroglije zna¢ajno manji kod WT miseva u

usporedbi s B2R-KO misevima (B2R-KO naspram WT, P<0,01).
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Slika 29. U prisutnosti Secerne bolesti dolazi do povec¢anog pada broja stanica mikroglije u
podrucju lezije strijatuma ipsilateralne (ILH, A) mozdane polutke u hiperakutnoj i akutnoj fazi
nakon MCAO zahvata. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 umanjuje pad broja stanica
odgovarajuceg podrucja kontralateralne (CLH, B) mozdane polutke. Vrijednosti su prikazane
kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajne razlike medu genotipovima,
koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz korekciju za visestruke usporedbe kontrolirajuéi stopu
laznog otkrivanja (0=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01; (***) P<0,001. Statisticki znacajne
razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05, (###) P<0,001, (####) P<0,0001; B2R-KO genotipa:
(1) P<0,05, (+1+71) P<0,0001; Akita genotipa: (x++) P<0,001; (x+++) P<0,0001; Akita/B2R-
KO genotipa: (f) P<0,05, (if1) P<0,001.Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan
nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj Zivotinja:
WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog
receptoratipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni miSevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-
KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.15.4. Postishemijski pad broja stanica mikroglije u perilezijskom podrucju
strijatuma povecan je u prisutnosti Seferne bolesti, a smanjen u

nedostatku bradikininskog receptora tipa 2

U perilezijskom podrucju strijatuma 1 njegovom zrcalnom podrucju CLH (Slika 30A,
B) prije MCAO zahvata zabiljeZen je ve¢i broj stanica mikroglije kod B2R-KO miSeva u
usporedbi s dijabeticnim Akita/B2R-KO 1 WT misevima (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO,
P<0,01; B2R-KO naspram WT, P<0,01). U 3 dana od MCAO zahvata u ILH WT miSeva nije
doslo do promjene u brojnosti stanica mikroglije, dok je u dijabeti¢nih Akita na 1. dan, jednako
kao u perilezijskom podrucju kore, broj znac¢ajno pao te ostao snizen i na 3. danu (Akita BL
naspram D1, P<0,0001; Akita BL naspram D3, P<0,0001). Broj stanica na 1. dan od MCAO
zahvata bio znacajno manji u dijabeti¢nih Akita u odnosu na WT miSeve (Akita naspram WT,
P<0,05). Na 3. dan se broj stanica izjednacio. U Akita/B2R-KO i B2R-KO skupini nije bilo
znacajne promjene u broju stanica nakon MCAO zahvata, ali se izgubila pocetna razlika u broju
stanica mikroglije izmedu ove dvije skupine. Kod dijabeti¢nih miSeva je na oba dana nakon
MCAO zahvata broj stanica bio zna¢ajno manji u Akita u usporedbi s Akita/B2R-KO misevima
(Akita D1 naspram Akita/B2R-KO D1, P<0,05; Akita D3 naspram Akita/B2R-KO D3,
P<0,01). S druge strane, izmedu B2R-KO 1 WT miSeva, unato¢ pocetnoj razlici, nakon MCAO

zahvata viSe nije bilo znacajne razlike u brojnosti mikroglije.

U odgovaraju¢em podruc¢ju CLH-u WT miSeva nakon MCAQO zahvata nije bilo
promjene u brojnosti. U dijabeti€énim Akita miSevima je kao 1 u ILH doSlo do zna¢ajnog pada
u broju stanica mikroglije na 1. dan (Akita BL naspram D1, P<0,0001; Akita BL naspram D3,
P<0,0001). Utjecaj Secerne bolestizabiljezen je samo na 1. dan kada je broj stanica znacajno
manji kod dijabeti¢nih Akita u odnosu na WT kontrole (Akita naspram WT, P<0,05). U B2R-
KO miSeva nakon MCAO zahvata nije doSlo do promjene u broju stanica mikroglije. U
dijabeti¢nih Akita/B2R-KO je na 3. dan dosSlo do pada u broju stanica (Akita/B2R-KO BL
naspram D3, P<0,01; Akita/B2R-KO D1 naspram D3, P<0,05), znacajno veéeg od onog u ILH-
u (Akita/B2R-KO ILH D3 naspram CLH D3, P<0,05). Razlika izmedu dijabeti¢nih Akita/B2R-
KO miseva i njihovih B2R-KO kontrola se izgubila na 1. dan od zahvata, dok je na 3. dan broj
preostalih stanica bio znacajno manji kod dijabeticnih Akita/B2R-KO miSeva u usporedbi s
B2R-KO misevima (B2R-KO naspram Akita/B2R-KO, P<0,05). Izmedu dijabeti¢nih skupina
prije zahvata nije bilo razlike u brojnosti mikroglije, medutim nakon zahvata broj stanica je
znacajno manji kod Akita u usporedbi s Akita/B2R-KO misSevima (Akita D1 naspram
Akita/B2R-KO D1, P<0,05; Akita D3 naspram Akita/B2R-KO D3, P<0,05). Razlika izmedu
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WT i B2R-KO skupine se privremeno izgubila na 1. dan od MCAO zahvata, dok je na 3. dan
broj stanice mikroglije bio znacajno manji u WT misSeva u usporedbi s B2R-KO miSevima

(B2R-KO naspram WT, P<0,05).
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Slika 30. U hiperakutnoj i akutnoj fazi nakon MCAO zahvata dolazi do pada broja stanica
mikroglije u perilezijskom podrucju strijatuma ipsilateralne (ILH, A) i odgovarajuéem
podrucju kontralateralne (CLH, B) mozdane polutke. Navedeni pad je izraZeniji u prisutnosti
Secerne bolesti, a blazi kod zivotinja s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2. Vrijednosti
su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajne razlike medu
genotipovima, koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz korekciju za viSestruke usporedbe
kontrolirajuéi stopu laznog otkrivanja (a=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01. Statisticki znacajne
razlike unutar B2R-KO genotipa: (1) P<0,05; Akita genotipa: () P<0,01; (x++) P<0,001,;
Akita/B2R-KO genotipa: (1) P<0,05.Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon
MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT,
misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog
receptoratipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-
KO, dijabeticni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.15.5. U podrucju lezije kore postishemijska promjena morfologije i aktivacija
stanica mikroglije izraZenija je u Secernoj bolesti i u miSeva s nedostatkom

bradikininskog receptora tipa 2

Indeks ramifikacije stanica mikroglije u podrucju lezije kore ILH (Slika 31A) u
dijabeti¢nih Akita miseva prije MCAO zahvata (BL) bio je podjednak onom u WT miSevima.
Prvi dan od MCAO zahvata kao posljedica ishemije doslo je do znacajne promjene u indeksu
ramifikacije 1 aktivacije stanica mikroglije i u WT 1 u dijabeti¢cnih Akita miSeva bez dodatne
promjene na 3. dan ( WT BL naspram D1, P<0,0001; WT BL naspram D3, P<0,0001; Akita
BL naspram D1, P<0,0001; Akita BL naspram D3, P<0,0001). Indeks ramifikacije Akita
skupine je na 1. dan bio zna¢ajno nizi u odnosu na WT skupinu (Akita naspram WT, P<0,0001),
ali se do 3. dana izjednacio. Kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miseva prije MCAO zahvata
indeks ramifikacije bio je znacajno visi u usporedbi s nedijabeticnim B2R-KO miSevima (B2R-
KO naspram Akita/B2R-KO, P<0,001). U B2R-KO miseva je u prva 3 dana nakon MCAO
zahvata dosSlo do sve znacajnijeg smanjenja indeksa ramifikacije, ukazujuci na progresivno
veée aktivacijsko stanje (B2R-KO BL naspram D1, P<0,0001; B2R-KO D1 naspram D3,
P<0,0001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001). U dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva indeks
ramifikacije se zna¢ajno smanjio na 1. dan od MCAO zahvata te je ostao sniZzen do 3. dana
(Akita/B2R-KO BL naspram D1, P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001). U
obje vremenske tocke nakon zahvata indeks ramifikacije bio je znacajno nizi u dijabeti¢noj
Akita/B2R-KO skupini u odnosu na kontrolnu B2R-KO skupinu $to ukazuje na znacajno jacu
aktivaciju stanica (Akita/B2R-KO D1 naspram B2R-KO D1, P<0,01; Akita/B2R-KO D3
naspram B2R-KO D3, P<0,001). Indeks ramifikacije mikroglije se u dijabeti¢nih Akita i
Akita/B2R-KO miseva prije MCAO zahvata nije razlikovao te ostaje podjednak u vremenskim
tockama nakon zahvata uz znacajnu aktivaciju stanica u obje skupine. Indeks ramifikacije
mikroglije u B2R-KO miseva prije MCAO zahvata bio je znacajno nizi od onog u WT
misevima (B2R-KO naspram WT, P<0,05). Razlika u indeksu ramifikacije i aktivacijskom
statusu zadrzala se samo do 1. dana od MCAO zahvata (B2R-KO naspram WT, P<0,05).

Unato¢ jednakom indeksu ramifikacije i aktivacijskom stanju kao u ILH-u prije
zahvata, u CLH-u su nakon zahvata primije¢ene znacajno drugacije promjene (Slika 31B). U
WT i dijabeti¢noj Akita skupini 1. dan nije bilo promjene, a do pada u indeksu ramifikacije je
u obje skupine doslo na 3. dan od zahvata (WT BL naspram D3, P<0,01; Akita BL naspram
D3, P<0,0001). Indeks ramifikacije je na 3. dan bio zna¢ajno nizi kod dijabeti¢nih Akita miSeva

u odnosu na WT miseve (Akita naspram WT, P<0,0001). U Akita/B2R-KO i B2R-KO skupini
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nije doSlo do promjene indeksa ramifikacije i aktivacije stanica mikroglije nakon MCAO
zahvata u ovom podrucju. PoCetna razlika u indeksu ramifikacije izmedu ove dvije skupine se
privremeno izgubila 1. dan od MCAO zahvata, ali je ve¢ na 3. dan indeks ramifikacije ponovno
bio znacajno visi kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva u odnosu na kontrolne B2R-KO
miseve, Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,01). Indeks ramifikacije dijabeti¢nih Akita
misSeva u CLH-u je 3. dan bio znacajno nizi u odnosu na dijabeti¢ne Akita/B2R-KO miSeve
(Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,0001). Unato¢ nizem indeksu ramifikacije, odnosno jacoj
aktivaciji stanica mikroglije u B2R-KO miseva naspram WT miSeva prije zahvata i na 1. dan
nakon zahvata (B2R-KO BL naspram WT BL, P<0,05; B2R-KO D1 naspram WT D1, P<0,05),

3. dan od zahvata nije bilo razlike medu skupinama.
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Slika 31. U hiperakutnoj i akutnoj fazi od MCAO zahvata dolazi do znacajne promjene u
morfologiji i aktivaciji stanica mikroglije u podrucju lezije kore ipsilateralne (ILH, A) i
odgovaraju¢em podruc¢ju kontralateralne (CLH, B) moZzdane polutke, koja je izraZzenija u
prisutnosti Secerne bolesti i u nedijabetickih zivotinja s nedostatkom bradikininskog receptora
tipa 2. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki
znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz korekciju za
visestruke usporedbe kontroliraju¢i stopu laznog otkrivanja (¢=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01;
(***) P<0,001; (****) P<0,0001. Statisticki znacajne razlike unutar WT genotipa: (##) P<0,01,
(###) P<0,001, (####) P<0,0001; B2R-KO genotipa: (1111) P<0,0001; Akita genotipa: (x+++
P<0,0001; Akita/B2R-KO genotipa: () P<0,05, ({1if) P<0,0001. Vremenske tocke: BL,
pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake
genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni misevi, n
(BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom bradikininskog receptora
tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.15.6. U perilezijskom podrucju kore nedostatak bradikininskog receptora tipa
2 ublaZava izrazitu postishemijsku promjenu morfologije i aktivaciju

stanica mikroglije u Se¢ernoj bolesti

Indeks ramifikacije mikroglije u perilezijskom podrué¢ju kore ILH (Slika 32A) nije se
razlikovao medu skupinama prije zahvata. U WT i dijabeti¢nih Akita miSeva je nakon ishemije
i u ovom podrucju doslo do promjene u morfologiji i aktivacije mikroglije, vidljivog iz
znacajno nizeg indeksa ramifikacije na 1. i na 3. dan od zahvata u odnosu na pocetno stanje
(WT BL naspram D1, P<0,0001; WT BL naspram D3, P<0,001, Akita BL naspram D1,
P<0,0001; Akita BL naspram D3, P<0,0001). U obje vremenske tocke nakon MCAO zahvata
indeks ramifikacije u Akita miSeva bio je znacajno nizi u odnosu na WT miseve (Akita D1
naspram WT D1, P<0,01; Akita D3 naspram WT D3, P<0,05). U B2R-KO miseva je takoder
na 1. dan od MCAO zahvata doslo do zna¢ajnog smanjenja indeksa ramifikacije 1 aktivacije
mikroglije, bez promjene na 3. dan (B2R-KO BL naspram D1, P<0,0001). Medutim, u
dijabeti¢noj Akita/B2R-KO skupini nije doSlo do promjene indeksa ramifikacije i aktivacije
stanica mikroglije nakon MCAO zahvata u ovom podrucju. S toga je indeks ramifikacije na
oba dana nakon zahvata bio znafajno nizi u B2R-KO miSeva u odnosu na dijabeti¢nu
Akita/B2R-KO skupinu (Akita/B2R-KO D1 naspram B2R-KO D1, P<0,0001; Akita/B2R-KO
D3 naspram B2R-KO D3, P<0,001). Usporedujuci dijabeti¢ne skupine, indeks ramifikacije
mikroglije je u Akita miSeva nakon MCAO zahvata bio znac¢ajno nizi u odnosu na Akita/B2R-
KO miseve (Akita/B2R-KO D1 naspram Akita D1, P<0,0001; Akita/B2R-KO D3 naspram
Akita D3, P<0,01). Indeks ramifikacije mikroglije u B2R-KO miSeva nakon zahvata nije se

razlikovao od onog u WT miSeva.

Unato¢ jednakom indeksu ramifikacije 1 pocetnom aktivacijskom stanju kao u ILH-u,
U CLH-u su nakon MCAO zahvata primije¢ene znacajno drugacije promjene (Slika 32B). U
WT miSeva u ovom podruc¢ju nije doslo do promjena u indeksu ramifikacije za razliku od
dijabeticnih Akita miSeva u kojima je ve¢ na 1. dan doSlo do znacajnog smanjenja indeksa
ramifikacije 1 aktivacije stanica mikroglije koja se odrzala do 3. dana (Akita BL naspram D1,
P<0,001, Akita BL naspram D3, P<0,0001). Indeks ramifikacije u obje vremenske tocke nakon
zahvata, u CLH-u Akita miSeva bio znacajno nizi u odnosu na WT i Akita/B2R-KO miSeve
(Akita D1 naspram WT D1, P<0,0001; Akita D3 naspram WT D3, P<0,0001). U B2R-KO
miseva je 1. dan od zahvata doslo do privremenog smanjenja indeksa ramifikacije, koji se do
3. dana vratio na pocetnu vrijednost (B2R-KO BL naspram D1, P<0,001; B2R-KO D1 naspram
D3, P<0,0001), dok u dijabeti¢noj Akita/B2R-KO skupini, kao i u ILH-u, nije bilo promjene u
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odnosu na pocetno stanje. Zbog toga je indeks ramifikacije bio znacajno visi u dijabeti¢noj
Akita/B2R-KO skupini u odnosu na B2R-KO kontrole na 1. dan, te u odnosu na dijabeti¢ne
Akita miSeve na oba dana nakon zahvata (B2R-KO D1 naspram Akita/B2R-KO D1, P<0,001;
Akita D1 naspram Akita/B2R-KO D1, P<0,001; Akita D3 naspram Akita/B2R-KO D3,
P<0,0001). Izmedu B2R-KO 1 WT skupine na 1. dan uocena je privremena razlika u indeksu
ramifikacije, znacajno nizim indeksom u u B2R-KO miseva u odnosu na WT misSeve (B2R-

KO D1 naspram WT D1, P<0,0001).
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Slika 32. U hiperakutnoj i akutnoj fazi od MCAO zahvata nedostatak bradikininskog receptora
tipa 2 smanjuje promjenu u morfologiji i aktivaciju stanica mikroglije u perilezijskom podrucju
kore ipsilateralne (ILH, A) i odgovaraju¢em podru¢ju kontralateralne (CLH, B) mozdane
polutke dijabeti¢nih Zivotinja. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna
pogreska. Statisti¢ki znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz
korekciju za viSestruke usporedbe kontrolirajué¢i stopu laznog otkrivanja (a=0,05): (*) P<0,05;
(**) P<0,01; (***) P<0,001(****) P<0,0001. Statisti¢ki znacajne razlike unutar WT genotipa:
(#) P<0,05, (##) P<0,01, (####) P<0,0001; B2R-KO genotipa: (1) P<0,05, (11) P<0,001,
(F11+) P<0,0001; Akita genotipa: (x) P<0,05, (£+*) P<0,001; (x+++) P<0,0001. Vremenske
tocke: BL, poCetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata.
Oznake genotipa i broj Zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi
s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni miSevi,
n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora
tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.15.7. U podrudju lezije strijatuma nedostatak bradikininskog receptora tipa 2
ublazava postishemijsku promjenu u morfologiji i aktivaciju stanica
mikroglije dijabeti¢nih Zivotinja, ali je poti¢e u kontralateralnoj polutci

nedijabeti¢nih Zivotinja

U podrucju lezije strijatuma ILH indeks ramifikacije stanica mikroglije (Slika 33A) u
dijabeti¢nih Akita miSeva prije MCAO zahvata bio je podjednak onom u WT miSevima. Nakon
MCAO zahvata, u obje skupine je 1. dan, kao i1 u podrucju lezije kore, doslo do znacajnog
smanjenja indeksa ramifikacije i aktivacije stanica mikroglije u odnosu na pocetno stanje koje
se zadrzalo do 3. dana (WT BL naspram D1, P<0,0001; WT BL naspram D3, P<0,0001; Akita
BL naspram D1, P<0,0001; Akita BL naspram D3, P<0,0001). Prvi dan od zahvata indeks
ramifikacije bio je znacajno niZi u dijabeti¢nih Akita miSeva u usporedbi s WT kontrolnom
skupinom (Akita naspram WT, P<0,0001), no do 3. dana se razlika izgubila. Kod dijabeti¢nih
Akita/B2R-KO miseva prije MCAO zahvata indeks ramifikacije bio je znacajno visi u
usporedbi s nedijabeti¢nim B2R-KO misevima (B2R-KO naspram Akita/B2R-KO, P<0,0001).
U obje se skupine indeks ramifikacije zna¢ajno snizio nakon MCAO zahvata (B2R-KO BL
naspram D1, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D1,
P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001), ali bez znacajne promjene nakon 1.
dana. Nakon zahvata, viSe nije bilo razlike u indeksu ramifikacije izmedu ove dvije skupine.
Indeks ramifikacije mikroglije kod dijabeticnih Akita 1 Akita/B2R-KO miSeva se nije
razlikovao prije MCAO zahvata. Prvi dan nakon zahvata stanice mikroglije u Akita miSeva bile
su znacajno jace aktivirane,znacajno niZeg indeksa ramifikaciju u usporedbi s Akita/B2R-KO
miSevima (Akita naspram Akita/B2R-KO, P<0,001), no na 3. dan viSe nije bilo razlike medu
skupinama. Indeks ramifikacije mikroglije u B2R-KO miseva prije MCAO zahvata bio je
znacajno nizi od onog u WT misevima (B2R-KO naspram WT, P<0,0001). Nakon zahvata,

obje su skupine imale podjednako smanjenje indeksa ramifikacije i aktivaciju stanica.

Unato¢ jednakom pocetnom aktivacijskom stanju kao u ILH-u, u CLH-u su nakon
zahvata primije¢ene znacajno drugacije promjene medu skupinama (Slika 33B). U WT i Akita
miseva na 1. dan od zahvata nije bilo promjene, ali je na 3. dan doslo do znacajnog smanjenja
indeksa ramifikacije u odnosu na prethodne vremenske tocke (WT BL naspram D3, P<0,0001;
WT D1 naspram D3, P<0,01; Akita BL naspram D3, P<0,0001; Akita D1 naspram D3,
P<0,0001). Na 1. dan nije bilo razlike izmedu skupina, no na 3. dan od zahvata indeks
ramifikacije bio je znafajno niZi u dijabeti¢nih Akita miSeva u odnosu na WT miSeve (Akita

naspram WT, P<0,0001) $to ukazuje na jacu aktivaciju stanica mikroglije. U B2R-KO skupini
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je takoder doSlo do smanjenja indeksa ramifikacije nakon 1. dan od zahvata (B2R-KO BL
naspram D1, P<0,001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001), dok su kod dijabeti¢nih
Akita/B2R-KO miseva stanice mikroglije nakon zahvata ostale u miruju¢em stanju te se njihov
indeks ramifikacije nije mijenjao. Zbog toga je indeks ramifikacije u toj skupini i nakon zahvata
ostao znacajno visi u odnosu na B2R-KO miseve (Akita/B2R-KO BL naspram B2R-KO BL,
P<0,01; Akita/B2R-KO D1 naspram B2R-KO D1, P<0,0001; Akita/B2R-KO D3 naspram
B2R-KO D3, P<0,0001). Indeks ramifikacije dijabeti¢nih Akita miSeva u CLH-u je nakon
zahvata bio znacajno nizi u odnosu na dijabeticne Akita/B2R-KO miseve (Akita D1 naspram
Akita/B2R-KO D1, P<0,01; Akita D3 naspram Akita/B2R-KO D3, P<0,0001). Unatoc¢ jacoj
aktivaciji stanica 1 znacajno nizem indeksu ramifikacije mikroglije u B2R-KO miSeva u odnosu
na WT misSeve prije zahvata i na 1. dan nakon zahvata (B2R-KO BL naspram WT BL,
P<0,0001; B2R-KO D1 naspram WT D1, P<0,0001), 3. dan od zahvata nije bilo razlike u

aktivacijskom statusu medu skupinama.
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Slika 33. U secernoj bolesti nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 smanjuje promjenu u
morfologiji i aktivaciju stanica mikroglije u podrucju lezije strijatuma ipsilateralne (ILH, A) i
odgovaraju¢em podruc¢ju kontralateralne (CLH, B) mozZdane polutke u hiperakutnoj i akutnoj
fazi od MCAO zahvata. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Statisticki znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti ANOVA test uz korekciju
za visestruke usporedbe kontrolirajuéi stopu laznog otkrivanja (0=0,05): (**) P<0,01; (***)
P<0,001(****) P<0,0001. Statisti¢ki znacajne razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05, (##)
P<0,01, (####) P<0,0001; B2R-KO genotipa: (1) P<0,01, (F11) P<0,001, (7+171) P<0,0001,;
Akita genotipa: (xx++) P<0,0001; Akita/B2R-KO genotipa: (1) P<0,05, (1ifi) P<0,0001.
Vremenske toCke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon
MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zZivotinja: WT, miSevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) =
3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita,
dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.15.8. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 sprjefava izrazitu
postishemijsku promjenu morfologije i aktivaciju stanica mikroglije u
zrcalnom  Kontralateralnom podruéju perilezijskog strijatuma

dijabetickih miSeva

U perilezijskom podrucju strijatuma ILH indeks ramifikacije stanica mikroglije (Slika
34) nije se razlikovao medu skupinama prije MCAO zahvata. U WT i Akita skupini indeks
ramifikacije je u obje vremenske tocke nakon zahvata bio znacajno snizen u odnosu na poc¢etno
stanje ( WT BL naspram D1, P<0,0001; WT BL naspram D3, P<0,0001; Akita BL naspram
D1, P<0,0001; Akita BL naspram D3, P<0,0001). U B2R-KO skupini je nakon zahvata doslo
do znacajnog smanjenja indeksa ramifikacije i aktivacije stanica mikroglije na 1. dan te blage
stabilizacije na 3. dan (B2R-KO BL naspram D1, P<0,0001; B2R-KO BL naspram D3,
P<0,0001; B2R-KO D1 naspram D3, P<0,001). U dijabetickih Akita/B2R-KO miSeva je
takoder doslo do znacajnog smanjenja indeksa ramifikacije na 1. dan od zahvata, ali su stanice
mikroglije ostale u istom aktivacijskom stanju do 3. dana (Akita/B2R-KO BL naspram D1,
P<0,0001; Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,0001). Prvi dan nakon MCAO zahvata indeks
ramifikacije za B2R-KO skupinu bio je znacajno nizi u odnosu na Akita/B2R-KO i WT
skupinu (Akita/B2R-KO naspram B2R-KO, P<0,05; WT naspram B2R-KO, P<0,001), no 3.
dan dolazi do promjene padom indeksa ramifikacije u WT skupini u odnosu na B2R-KO
skupinu (WT naspram B2R-KO, P<0,05). Medu ostalim skupinama nije bilo razlike u

aktivacijskom statusu mikroglije nakon izazivanja ishemije.

U perilezijskom podrucju strijatuma CLH unato¢ jednakom pocetnom aktivacijskom
stanju kao u ILH-u, nakon zahvata su primijeCene znacajno drugalije promjene medu
skupinama (Slika 34B). U B2R-KO i Akita skupini je kao i u ILH-u doslo je do smanjenja
indeksa ramifikacije na 1. dan od zahvata bez daljnje promjene na 3. dan (B2R-KO BL naspram
D1, P<0,001; B2R-KO BL naspram D3, P<0,001; Akita BL naspram D1, P<0,001; Akita BL
naspram D3, P<0,001). U WT 1 dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva nije doslo do promjene u
indeksu ramofokacije i aktivaciji stanica mikroglije nakon zahvata. Stoga je u obje vremenske
tocke nakon MCAO zahvata, u CLH-u Akita miSeva indeks ramifikacije bio znacajno nizi u
odnosu na WT i dijabeti¢ne Akita/B2R-KO miSeve (Akita D1 naspram WT D1, P<0,01; Akita
D3 naspram WT D3, P<0,05; Akita D1 naspram Akita/B2R-KO D1, P<0,05; Akita D3
naspram Akita/B2R-KO D3, P<0,01). U B2R-KO miseva je 1. dan nakon MCAO zahvata
indeks ramifikacije u CLH-u takoder bio znacajno nizi u odnosu na Akita/B2R-KO i WT
miseve (B2R-KO naspram WT, P<0,0001; B2R-KO naspram Akita/B2R-KO, P<0,01), no na
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3. dan razlika se odrzala samo medu Akita/B2R-KO i B2R-KO skupinama (B2R-KO naspram
Akita/B2R-KO, P<0,05).
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Slika 34. Seéerna bolest ne utjece na aktivaciju stanica mikroglije u perilezijskom podrugju
strijatuma ipsilateralne (ILH, A) moZdane polutke, a nedostatak bradikininskog receptora tipa
2 sprjecava promjenu morfologije 1 aktivaciju stanica mikroglije kontralateralne (CLH, B)
mozdane polutke dijabetickih zivotinja. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost *
standardna pogreska. Statisti¢ki znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i mjeSoviti
ANOVA test uz korekciju za viSestruke usporedbe kontrolirajuéi stopu laznog otkrivanja
(0=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01; (***) P<0,001(****) P<0,0001. Statisticki znacajne razlike
unutar WT genotipa: (#) P<0,05, (####) P<0,0001; B2R-KO genotipa: (1) P<0,01, (1)
P<0,001, (F11+) P<0,0001; Akita genotipa: (£+£) P<0,01, (xx++) P<0,0001; Akita/B2R-KO
genotipa: ($1if) P<0,0001. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO
zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj Zivotinja: WT, miSevi
divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa
2, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeticni misevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO,
dijabeticni miSevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.
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5.16. Utjecaj SeCerne bolesti i nedostatka bradikinskog receptora tipa 2 na status o¢ne

pozadine nakon MCAO zahvata

U svrhu odredivanja utjecaja Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na status o¢ne pozadine
prije i nakon izazivanja ishemije analizirane su fotografije o¢ne pozadine ipsilateralnog i
kontralateralnog oka prema kriteriju postojanja karakteristicnih opacifikacija mreznice kao
jasnih znakova ishemijske onkotske nekroze prije te 1. i 3. dana nakon MCAO zahvata (Slika
35, plava strelica). Na istim je fotografijama dodatno, kao moguca komplikacija ishemije
prednjeg segmenta oka, analizirana pojava opacifikacije roznice i/ili lece u slucaju koje nije
bilo moguce analizirati nalaz o¢ne pozadine (Slika 35, crvena strelica). Na fotografijama
zabiljezenima prije MCAO =zahvata ni kod jedne Zzivotinje nije uocena opacifikacija
roznice/lece (Slika 36A, B), kao ni prisutnost opacifikacija mreznice (Slika 37A, B). Na 1. dan
od MCAO zahvata, 21,4% miSeva iz Akita skupine pokazivalo je opacifikaciju IL roZnice/lece
(Slika 36C), a 14,3% vidljive opacifikacije ipsilateralne mreznice (engl. ipsilateral retina —
ILR) (Slika 37C), za razliku od WT skupine u kojoj nije bilo opacifikacije IL roznice/lece
(Slika 36C), ali je 33,3% miSeva razvilo opacifikacije ILR (Slika 37C). Na isti dan, 20% miSeva
iz Akita/B2R-KO skupine pokazivalo je opacifikaciju IL roznice/le¢e (Slika 36C), a 6%
vidljive opacifikacije ILR (Slika 37C) za razliku od nedijabeti¢cne B2R-KO skupine u kojoj je
40% miSeva razvilo vidljive opacifikacije ILR (Slika 37C), bez opacifikacije roznice/lece
(Slika 36C). Na 1. dan od zahvata 9% viSe Zivotinja iz Akita skupine pokazivalo je znakove
ishemije u odnosu na Akita/B2R-KO skupinu, dok je u B2R-KO skupini 6% vise Zivotinja
razvilo znakove ishemije u usporedbi s WT skupinom (Slika 37C). Nijedna Zivotinja iz
analiziranih skupina na 1. dan od MCAO-a nije razvila opacifikaciju CL roznice/lece (Slika
36D), kao ni znakove opacifikacije kontralateralne mreznice (engl. contralateral retina— CLR)
(Slika 37D).

Na 3. dan od MCAO zahvata, 42,9% miSeva iz Akita skupine razvilo je opacifikaciju
IL roznice/le¢e (Slika 36E), a 57,1% vidljive opacifikacije ILR (Slika 37E), za razliku od WT
skupine, u kojoj je 33,3% miSeva razvilo opacifikaciju IL roznice/lece (Slika 36E), a 50%
vidljive opacifikacije ILR (Slika 37E). Na isti je dan 57,1% miSeva iz Akita/B2R-KO skupine
razvilo opacifikaciju IL roznice/le¢e (Slika 36E), dok su kod 14,3% bile vidljive opacifikacije
ILR (Slika 37E), za razliku od nedijabeti¢ne B2R-KO skupine, u kojoj je 88,9% miseva razvilo
vidljive opacifikacije ILR (Slika 37E), a samo 11,1% opacifikaciju IL roZnice/lece (Slika 36E).
Na 3. dan od zahvata 28,6% viSe Zivotinja iz Akita skupine pokazivalo je znakove ishemije u

odnosu na Akita/B2R-KO skupinu, dok je u B2R-KO skupini 16,6% vise Zivotinja razvilo
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znakove ishemije u usporedbi s WT skupinom (Slika 37E). Opacifikaciju CL roznice/lece je
na 3. dan od MCAO zahvata razvilo 42,9% zivotinja Akita skupine te 28,6% Zivotinja
Akita/B2R-KO skupine, ali je nije razvila nijedna zivotinja iz B2R-KO i WT skupina (Slika
36E). Vidljivih opacifikacija CLR na 3. dan od MCAO-a nije bilo ni u jednoj skupini Zivotinja
(Slika 37F).

WTILR B2R-KO ILR Akita ILR Akita/B2R-KO ILR CLR

Slika 35. Reprezentativne slike ocne pozadine prikazuju ipsilateralne mreznice (ILR) prije i
nakon MCAO zahvata kod dijabetickih Akita i Akita/B2R-KO miseva te njihovih B2R-KO i
WT nedijabeti¢nih kontrola. U dijelu prikazanih ipsilateralnih mreznica prisutni su znakovi
ishemijske nekroze mreznice (plava strelica), a vidljivi su 1 primjeri u kojima jasna analiza
o¢ne pozadine nije moguca uslijed opacifikacije roznice/lece (crvena strelica). Desni stupac
prikazuje primjer kontralateralne mreznice (CLR). Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1,
1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa: WT,
miSevi divljeg tipa; B2R-KO, miSevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2; Akita,
dijabeti¢ni misevi; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora
tipa 2.
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Slika 36. Seéerna bolest povecéava, a nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 smanjuje
ucestalost opacifikacije roznice i/ili le¢e ipsilateralnog (IL) oka nakon ishemije, koja se u
dijabetickim zivotinjama javlja i u kontralateralnom (CL) oku. Vremenske toc¢ke: BL, pocetno
stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa
i broj zivotinja: WT, miSevi divljeg tipa, n (BL, D1) = 15, n (D3) = 6; B2R-KO, misevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1) = 15, n (D3) = 9; Akita, dijabeti¢ni
misevi, n (BL, D1) = 14, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1) =15, n (D3) = 7.
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Slika 37. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 u $eé¢ernoj bolesti smanjuje, a u njenoj
odsutnosti poti¢e razvoj ishemijske nekroze ipsilateralne mreznice. Vremenske tocke: BL,
pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake
genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1) = 15, n (D3) = 6; B2R-KO, misevi
s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1) = 15, n (D3) = 9; Akita, dijabeti¢ni
misevi, n (BL, D1) = 14, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1) = 15, n (D3) = 7.

Takoder, u svrhu odredivanja utjecaja Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na status o¢ne
pozadine prije i nakon izazivanja ishemije analizirani su fluoresceinski angiogrami o¢ne
pozadine ipsilateralnog i kontralateralnog oka prema kriteriju postojanja jasnih znakova
kapilarnog curenja fluoresceina prije te 1. i 3. dana nakon MCAO zahvata. Na angiogramima
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o¢ne pozadine snimanima prije MCAO zahvata ni kod jedne Zivotinje nije zabiljeZeno curenje
fluoresceina (Slika 38). Na angiogramima snimanima u obje vremenske to¢ke nakon MCAO
zahvata takoder ni kod jedne od Zivotinja nije zabiljezena prisutnost curenja fluoresceina (Slika
38).

WT ILR B2R-KO ILR Akita ILR Akita/B2R-KO ILR CLR

BL

D1

D3

Slika 38. Reprezentativne slike fluoresceinskih angiograma o¢ne pozadine prikazuju nalaze
ipsilateralne mreznice (ILR) prije i nakon MCAO zahvata kod dijabetickih Akita i Akita/B2R-
KO miseva te njihovih B2R-KO i WT nedijabeti¢nih kontrola. U dijelu prikazanih
ipsilateralnih mreZnica vidljivi su primjeri u kojima jasna analiza angiograma nije moguca
uslijed opacifikacije roZnice/le¢e (crvena strelica).Desni stupac prikazuje primjer angiograma
kontralateralne mreznice (CLR). Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon
MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa: WT, miSevi divljeg tipa;
B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2; Akita, dijabeti¢ni miSevi,
Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2.

5.17. Zadebljanje mreZnice uslijed ishemije izraZenije je u miSeva s nedostatkom

bradikininskog receptora tipa 2

U svrhu pracenja utjecaja Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na razvoj ishemijske lezije
mreznice, analizirane su promjene u morfologiji mreznice nakon MCAO zahvata pracene in

vivo snimanjem ipsilateralnog oka magnetskom rezonancijom (Slika 39). Prije indukcije
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ishemije nije bilo znacajnih razlika u debljini mreznica medu skupinama (Slika 40). Prvi dan
nakon MCAO zahvata u sve Cetiri skupine doslo je do zadebljanja mreznice u svih 6 mjerenih
tocaka od ON-a, znatnije za B2R-KO skupinu. Na 3. dan od MCAO zahvata u Akita skupini
je u podrucju periferije mreznice doslo do potpune rezolucije edema, dok je u centralnom
podrucju doslo do djelomiéne rezolucije edema (Slika 40A). U Akita/B2R-KO skupini je na 3.
dan od zahvata dos$lo do neznatne promjene u debljini mreZznice u odnosu na 1. dan (Slika 40B).
U WT skupini je u svim mjerenim podrué¢jima primije¢ena djelomi¢na rezolucija edema (Slika
40C). U B2R-KO skupini nije doslo do rezolucije edema u odnosu na 1. dan od zahvata (Slika
40D).

Akita B2R-KO WT

Akita/
B2R-KO

Slika 39. Reprezentativne T2 snimke oka prikazuju morfologiju zdravog ipsilateralnog oka
prije MCAO zahvata i promjene u debljini mreznice kao posljedicu ishemije kod dijabetickih
Akita i Akita/B2R-KO miseva te njihovih B2R-KO i WT nedijabeti¢nih kontrola nakon
MCAO zahvata. Vremenske tocke: BL, poc¢etno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3,
3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa: WT, miSevi divljeg tipa; B2R-KO, miSevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2; Akita, dijabeticni miSevi; Akita/B2R-KO,
dijabeticni miSevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2.
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Slika 40. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 odgada rezoluciju edema mreZnice nakon
ishemije, neovisno o prisutnosti Secerne bolesti. Vremenske toc¢ke: BL, pocetno stanje; D1, 1.
dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj Zivotinja:
WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1) = 17, n (D3) = 8; B2R-KO, misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1) = 16, n (D3) = 8; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL,
D1) = 15, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom bradikininskog
receptora tipa 2, n (BL, D1) =15, n (D3) = 7.

Rezultati usporedbe normalizirane prosje¢ne debljine mreZnice takoder su pokazali
znacajno prosjecno zadebljanje mreZnice na oba dana od MCAO zahvata u odnosu na pocetne
vrijednosti (Slika 41). Izmedu dijabeti¢nih Akita i nedijabeti¢nih WT miSeva nije bilo znacajne
razlike u zadebljanju mreznice 1. dan nakon MCAO zahvata, medutim 3. dan od zahvata je
mreznica Akita skupine bila znacajno deblja u odnosu na WT skupinu (Akita naspram WT,
P<0,05). Dijabeti¢ni Akita/B2R-KO miSevi su na 1. i na 3. danu pokazali zna¢ajno manje
zadebljanje mreznice u usporedbi s dijabeticnim Akita miSevima (Akita/B2R-KO D1 naspram
Akita D1, P<0,05; Akita/B2R-KO D3 naspram Akita D3, P<0,05) i u usporedbi s B2R-KO
kontrolama (Akita/B2R-KO D1 naspram B2R-KO D1, P<0,0004; Akita/B2R-KO D3 naspram
B2R-KO D3, P<0,05). Zadebljanje mreznice nakon MCAO zahvata kod B2R-KO miSeva bilo
je znacajno vece i u usporedbi s WT misevima (WT D1 naspram B2R-KO D1, P<0,05; WT
D3 naspram B2R-KO D3, P<0,01).
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Slika 41. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 u dijabeti¢nim zivotinjama zna¢ajno
smanjuje, a u nedijabeticnim povecava prosjenu debljinu mreznice nakon ishemije.
Vrijednosti su prikazane kao medijan i interkvartilni raspon. Statisti¢ki znacajne razlike medu
genotipovima, koriste¢i mjesoviti model ANOVA s Tukeyjevim post hoc testom: (*) P<0,05;
(**) P<0,005; (***) P<0,001. Statisti¢ki znacajne razlike unutar WT genotipa: (###) P<0,001;
B2R-KO genotipa: (T111) P<0,0001; Akita genotipa: (xxt) P<0,001, (xx++) P<0,0001;
Akita/B2R-KO genotipa: (1) P<0,01. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon
MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT,
misevi divljeg tipa, n (BL, D1) = 17, n (D3) = 8; B2R-KO, miSevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1) = 16, n (D3) = 8; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL,
D1) = 15, n (D3) = 7; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s nedostatkom bradikininskog
receptora tipa 2, n (BL, D1) = 15,n (D3) =7.

5.18. Seéerna bolest mijenja genski izraZaj bradikininskih receptora u mreZnici prije i

nakon ishemijske ozljede

U svrhu odredivanja utjecaja Secerne bolesti na genski izrazaj bradikininskih receptora
U mreznicama oba oka prije i nakon ishemijske ozljede, provedena je kvantitativna analiza
izrazaja mRNA bradikininskih receptora u ipsilateralnoj mreznici i kontralateralnoj mreznici

prije i nakon ishemijske ozljede.

U zdravim o¢ima WT miSeva, prije MCAO zahvata, izrazaj gena za B2R u mreznici je
vrlo nizak. Izrazaj gena za B2R u ILR-u (Slika 42A) i CLR-u (Slika 42B) dijabeti¢nih Akita
miSeva bio je znaajno visi u usporedbi s WT miSevima (Akita ILR naspram WT ILR,
P<0,0001; Akita CLR naspram WT CLR, P<0,0001). U mreznicama Akita/B2R-KO i B2R-

KO Zivotinja, kao 1 u mozgu, nije doslo do transkripcije gena za B2R. Izrazaj gena za B2R u
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ILR-u je i nakon MCAO zahvata bio znacajno visi kod dijabetickih Akita nego njihovih WT
kontrola (Akita D1 naspram WT D1, P<0,05; Akita D3 naspram WT D3, P<0,05). Na 1. dan
od zahvata u Akita skupini doslo je do znacajnog pada (Akita BL naspram D1, P<0,001), a u
WT skupini do blagog porasta u izrazaju (WT BL naspram D1, P<0,05; D1 naspram D3,
P<0,05).

Izrazaj gena za B2R u CLR-u (Slika 42B) na 1. dan od MCAO zahvata nije se mijenjao
ni u jednoj skupini (Akita D1 naspram WT D1, P<0,05), medutim na 3. dan je uslijed znacajnog
pada izrazaja u Akita skupini (Akta BL naspram D3, P<0,05) i znaCajnog porasta izrazaja u

WT skupini (WT D1 naspram D3, P<0,05) nestalo razlike u izrazaju izmedu ovih skupina.
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Slika 42. Secerna bolest mijenja izrazaj Bdkrb2 gena prije i nakon MCAOQ zahvata u
ipsilateralnoj (ILR) (A) i kontralateralnoj (CLR) (B) mreznici. Vrijednosti su prikazane kao
srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki znacajne razlike medu genotipovima,
koriste¢i jednosmjerni ANOVA test uz korekciju za viSestruke usporedbe kontrolirajuéi stopu
laznog otkrivanja (0=0,05): (*) P<0,05; (****) P<0,0001. Statisticki znacajne razlike unutar
WT genotipa: (#) P<0,05; Akita genotipa: () P<0,05, (x++) P<0,001. Vremenske toc¢ke: BL,
pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake
genotipa i broj zivotinja: WT, misevi divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni misevi,
n (BL, D1, D3) = 3.

Prije MCAO zahvata, izrazaj gena za BIR u ILR-u (Slika 43A) i CLR-u (Slika 43B)
bio je znacajno visi 1 kod dijabetickih Akita miSeva i1 kod B2R-KO miSeva u usporedbi s WT
misevima (Akita ILR naspram WT ILR, P<0,0001; Akita CLR naspram WT CLR, P<0,01;
B2R-KO ILR naspram WT ILR, P<0,0001; B2R-KO CLR naspram WT CLR, P<0,05).

Nakon MCAO zahvata, u ILR-u doslo je do znacajnog pada izrazaja u Akita skupini i
blagog porasta u WT skupini (Akita BL napram D1, P<0,0001) te vise nije bilo razlike u
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izrazaju gena za B1R. Kod dijabeti¢nih i kontrolnih miSeva bez funkcionalnog B2R-a, na 1.
dan od MCAO zahvata, kao i1 u pocetnoj tocki, nije bilo znacajne razlike u izrazaju. Medutim,
na 3. dan od zahvata izrazaj gena za B1R dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva bio je znacajno
vi§i ne samo u usporedbi s B2R-KO kontrolama, ve¢ i s dijabeticnim Akita miSevima
(Akita/B2R-KO BL naspram D3, P<0,001; Akita/B2R-KO D3 naspram B2R-KO D3, P<0,001;
Akita/B2R-KO D3 naspram Akita D3, P<0,0001). Kod B2R-KO miSeva, izrazaj gena za B1R
bio je znac¢ajno visi u usporedbi s WT misevima na 1. i na 3. dan od MCAO zahvata (B2R-KO
D1 naspram WT D1, P<0,0001; B2R-KO D3 naspram WT D3, P<0,01).

Prvi dan od MCAO zahvata, u CLR-u je izrazaj gena za B1R kod dijabeti¢nih Akita
misSeva bio i dalje znacajno visi u usporedbi s WT misevima (Akita D1 naspram WT D1,
P=0,002), no na 3. dan je padom izrazaja u Akita skupini (Akita BL naspram D3, P=0,0209) i
porastom izrazaja u WT skupini nestalo razlike u izrazaju (WT D1 naspram WT D3, P=0,002).
Izmedu dijabeti¢nih Akita/B2R-KO i kontrolnih B2R-KO miseva, nakon MCAO zahvata u
CLR-u nije bilo razlike u izrazaju gena za B1R. Izmedu dijabeti¢ne Akita i Akita/B2R-KO
skupine na 1. dan od MCAO zahvata nije bilo razlike, ali je na 3. dan kao i u ILR-u izrazaj
gena za B1R bio znacajno visi u Akita/B2R-KO skupini (Akita/B2R-KO D3 naspram Akita
D3, P<0,0001). Kod B2R-KO miseva izrazaj gena za BIR ostao je znac¢ajno visi u usporedbi s
WT miSevima na 1. i 3. dan od MCAO zahvata (B2R-KO D1 naspram WT D1, P<0,05; B2R-
KO D3 naspram WT D3, P<0,05).
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Slika 43. Seéerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 mijenjaju izrazaj Bdkrb1
gena prije i nakon MCAO zahvata u ipsilateralnoj (ILR) (A) i kontralateralnoj (CLR) (B)
mreznici. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticki
znacajne razlike medu genotipovima, koriste¢i jednosmjerni ANOVA test uz korekciju za
visestruke usporedbe kontroliraju¢i stopu laznog otkrivanja (¢=0,05): (*) P<0,05; (**) P<0,01;
(***) P<0,001; (****) P<0,0001. Statisticki znacajne razlike unutar WT genotipa: (#) P<0,05;
B2R-KO genotipa: (1) P<0,05, (1) P<0,01, (1) P<0,0001; Akita genotipa: (x) P<0,05,
(x£%) P<0,001, (£+++) P<0,0001; Akita/B2R-KO genotipa: (1) P<0,05, (1) P<0,01, (f11)
P<0,001, (fif) P<0,0001. Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO
zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata. Oznake genotipa i broj zivotinja: WT, miSevi
divljeg tipa, n (BL, D1, D3) = 3; B2R-KO, misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa
2,n(BL, D1, D3) = 3; Akita, dijabeti¢ni misevi, n (BL, D1, D3) = 3; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni
misevi s nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2, n (BL, D1, D3) = 3.

5.19. Stanice mikroglije mreZnice izraZavaju oba tipa bradikinskih receptora

S ciljem odredivanja izrazaja oba tipa bradikininskih receptora na stanicama mikroglije
prije i nakon MCAO zahvata, provedena je metoda dvostrukog imunofluorescentnog
obiljeZzavanja tkiva mreznice koriStenjem protutijela koja se specifi¢no vezu na B1R ili B2ZR u
kombinaciji s protutijelima za mikrogliju (Ibal). Mjerenje je provedeno u vremenskim tockama
prije te 1. i 3. dan nakon MCAO zahvata. Analiza rezultata pokazuje kako je BIR izrazen u
stanicama mikroglije kod sve Cetiri eksperimentalne skupine u sve tri vremenske tocke (Slika

44), dok je u sve tri vremenske to¢ke B2R izrazen samo u Akita i WT skupinama (Slika 45).

U WT skupini, prije izazivanja ishemije, stanice mikroglije su pokazivale odlike
rezidentnih stanica, male some, s viSe viSestruko razgranatih tankih stani¢nih nastavaka,
pretezno locirane u unutrasnjem i vanjskom mrezastom sloju mreznice (Slika 44 i 45, WT BL).
Prvi dan nakon MCAO zahvata stanice mikroglije su pokazivale izrazitu promjenu fenotipa,

poprimajuéi odlike aktiviranih, s oboljenjem povezanih stanica mikroglije (engl. disease-
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associated microglia), pri ¢emu je najveéi broj stanica imao izgled ,,prijelaznog™ Stapicastog
morfotipa, tj. mikroglije karakterizirane duguljastim tijelom s ponesto debelih nastavaka. Uz
smjestaj u vanjskom i unutra$njem mrezastom sloju mreznice, velik broj stanica se nalazio u
unutrasnjem zrnatom sloju i sloju ganglijskih stanica (Slika 44 i 45, WT D1). Na 3. dan od
MCAO zahvata stanice poprimaju pretezito dva oblika, hiperrazgranati (s obilnijim nastavcima
koji su duzi i deblji, pri¢vrsc¢eni na vecu, lobularnu i nepravilno oblikovanu somu) ili ameboidni
(s okruglijom, vecom i pravilnije oblikovanom somom te vrlo malo kratkih nastavaka), koje su
bile rasprostranjene kroz sve slojeve, ali obilnije u sloju ganglijskih stanica (Slika 44 i 45, WT
D3).

U Akita skupini, prije izazivanja ishemije, osim rezidentnih stanica bilo je i ponesto
stanica Stapicastog fenotipa, s normalnom raspodijelom unutar tkiva mreZnice u unutrasnjem i
vanjskom mrezastom sloju (Slika 44 i 45, Akita BL). Prvi dan nakon MCAO zahvata vecina
stanica Akita skupine bila je ili Stapic¢astog ili ameoboidnog morfotipa, rasprostranjena kroz
unutrasnje slojeve mreznice, nesto obilnije u sloju ganglijskih stanica (Slika 44 i 45, Akita D1).
Na 3. dan od MCAO zahvata stanice mikroglije su kao i u 1. danu bile Stapicastog ili
ameoboidnog morfotipa, ali deblje some nego 1. dana, obilno rasprostranjene u sloju
ganglijskih stanica (Slika 44 i 45, Akita D3).

U Akita/B2R-KO skupini, prije MCAO zahvata, uz rezidentne stanice moglo se naci
hiperrazgranatih stanica, s normalnom raspodijelom unutar tkiva mreznice (Slika 44
Akita/B2R-KO, BL). Prvi dan nakon MCAO zahvata vecina stanica mikroglije Akita/B2R-KO
skupine bila je ameoboidnog morfotipa, rasprostranjena kroz unutrasnje slojeve mreznice
(Slika 44 Akita/B2R-KO, D1). Na 3. dan od MCAO zahvata stanice mikroglije su ve¢inom
bile hiperrazgranatog morfotipa, nesto obilnije rasprostranjene u sloju ganglijskih stanica
(Slika 44 Akita/B2R-KO, D3).

U B2R-KO skupini, kao i kod WT skupine, prije MCAQO zahvata nalazimo samo
rezidentne razgranate stanice mikroglije male okrugle some, rasprostranjene u unutrasnjem i
vanjskom mrezastom sloju (Slika 44 B2R-KO BL). Prvi dan nakon MCAO zahvata vecina
stanica B2R-KO skupine bila je ili zgusnutog Stapicastog ili ameoboidnog morfotipa,
rasprostranjena kroz unutraSnje slojeve mreZznice uz nesto obilniju raspodjelu u vanjskom
mrezastom sloju (Slika 44 B2R-KO D1). Na 3. dan od MCAOQ zahvata stanice mikroglije B2R-
KO skupine ve¢inom su bile hiperrazgranatog ili Stapi¢astog morfotipa uz dosta stanica
ameboidnog morfotipa, pretezito rasprostranjenih u mrezastim slojevima uz poneku stanicu u

unutra$njem zrnatom sloju (Slika 44 B2R-KO D3).
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Slika 44. Reprezentativne slike izrazaja bradikinskog receptora tipa 2 (B2R) na stanicama
mikroglije dijabeti¢nih Akita miSeva i nedijabetiénih WT kontrola. Rezovi miSjeg oka
dvostruko imunofluorescentno obiljezeni B2R protutijelom (zeleno) u kombinaciji s Ibal
protutijelom (crveno) prije i nakon MCAO zahvata. Umetak prikazuje poveéanu stanicu
mikroglije i kolokalizaciju crvenog Ibal signala specificnog za mikrogliju sa zelenim
signalom za B2R, dokazuju¢i prisutnost B2R na stanicama mikroglije u svim vremenskim
tockama. DAPI-pozitivne jezgre (plavo). Na slikama su strelicama oznaene stanice
mikroglije razgranatog (bijela strelica), Stapicastog (zuta strelica) i hiperragranatog (plava
strelica) izgleda. Mjerna oznaka: slika 50 pum, umetak 10 pm. Vremenske tocke: BL,
pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon MCAO zahvata.
Oznake genotipa: WT, miSevi divljeg tipa; Akita, dijabeti¢ni miSevi.
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B2R-KO Akita/B2R-KO

Slika 45. Reprezentativne slike izrazaja bradikinskog receptora tipa 1 (BI1R) na stanicama
mikroglije u nedijabeticnih WT i B2R-KO miseva (A) i dijabeti¢nih Aktia i Akita/B2R-KO
miseva (B). Rezovi misjeg oka dvostruko imunofluorescentno obiljezeni B1R protutijelom
(zeleno) u kombinaciji s Ibal protutijelom (crveno) prije i hakon MCAO zahvata. Umetak
prikazuje povecanu stanicu mikroglije 1 kolokalizaciju crvenog Ibal signala specifi¢nog za
mikrogliju sa zelenim signalom za B1R, dokazuju¢i prisutnost B1R na stanicama mikroglije u
svim vremenskim to¢kama. DAPI-pozitivne jezgre (plavo). Na slikama su strelicama oznacene
stanice mikroglije razgranatog (bijela strelica), StapiCastog (Zuta strelica), ameboidnog (crvena
strelica) i hiperragranatog (plava strelica) izgleda. Mjerna oznaka: slika 50 um, umetak 10 pum.
Vremenske tocke: BL, pocetno stanje; D1, 1. dan nakon MCAO zahvata; D3, 3. dan nakon
MCAO zahvata. Oznake genotipa: WT, misevi divljeg tipa; B2R-KO, misevi s nedostatkom
bradikininskog receptora tipa 2; Akita, dijabeti¢ni miSevi; Akita/B2R-KO, dijabeti¢ni miSevi s
nedostatkom bradikininskog receptora tipa 2.
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6. RASPRAVA

6.1. Bradikininski receptor tipa 2 sudjeluje u metabolizmu glukoze i regulaciji

intraokularnog tlaka u miSeva sa Se¢ernom bolesti

Sistemska upala i hiperglikemija u Secernoj bolesti imaju negativan utjecaj na
ishemijsku kaskadu, povecavajuéi stani¢nu smrt, rizik od trajnih funkcionalnih i kognitivnih
deficita te smrtnost nakon ishemijskog mozdanog udara (21,22). Bradikininski signalni put
jedan je od mnogih upalnih puteva ¢ija je aktivacija promijenjena u $ecernoj bolesti (140).
Bradikinin je endogeni peptid, ¢lan kalikrein-kininskog sustava, koji spada medu prve upalne
¢imbenike koji se oslobadaju s nastupom ishemije (125). U tkivu mozga i mreZnice djeluje
vezujuéi se na konstitutivno izrazen B2R i, u obliku metabolita des-Arg®-bradikinina, vezanjem
na BIR, a ¢iji je izrazaj induciran upalom (138). DosadaSnja istrazivanja govore u prilog
dvojakom ucinku aktivacije bradikininskog signalnog puta u ishemiji, koji s jedne strane
sudjeluje u sekundarnom ishemijskom oSteCenju poti¢uéi stvaranje edema i dodatnog
ostecenja, a s druge strane pokazuje neuroprotektivno djelovanje prevencijom stani¢ne smrti.
Medutim, kako je vecina istrazivanja dala oprecne rezultate, njegova sveukupna uloga u
ishemijskom mozdanom udaru jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena (167,180). Takoder,
kako se u Secernoj bolesti mijenja izrazaj bradikininskih receptora, namece se pitanje uloge

bradikininskog signalnog puta u upalnom odgovoru u Se¢ernoj bolesti (140).

Stoga je glavni cilj ovog istrazivanja bio odrediti kako SeCerna bolest utje¢e na ulogu
signalnog puta bradikinina u razvoju edema te odgovoru mikroglije u miSjem modelu
ishemijske ozljede mozga i mreznice. U tu svrhu koriSteni su Akita miSevi s dijabetesom tipa
1 1 dijjabeti¢ni Akita/B2R-KO misevi s onemogucenim genom za B2R te njihove nedijabeti¢ne
kontrole. Kako se ¢esto koriste kao eksperimentalni model dijabetesa tipa 1, mnoge fizioloSke
karakteristike miSeva heterozigotnih za Akita mutaciju Ins2 gena ve¢ su opisane u literaturi
(209,217-220). Medutim, B2R-KO zivotinje nisu u potpunosti fizioloski okarakterizirane, a
jo§ manje je podataka o utjecaju nedostatka B2R-a na Zivotinje sa Secernom bolesti. U
eksperimentalnim istrazivanjima ishemijskog mozdanog udara Cesto se koriste transgenicne
zivotinje kako bi se odredio utjecaj odredenog gena na ishod bolesti, medutim cCesto se
zanemaruju moguce fizioloSke promjene u tim zivotinjama koje mogu znacajno utjecati na
razvoj ishemijske lezije, kao i na interpretaciju samih rezultata. Kako bi prije indukcije ishemije

izuzeli utjecaj nedostatka B2R-a na moguée promjene u glikemijskom statusu te krvnom i
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o¢nom tlaku, prije ulaska u pokus kod svih Zivotinja odreden je glikemijski status, tjelesna

masa te krvni i intraokularni tlak.

Kod dijabeti¢nih Akita i Akita/B2R-KO miSeva je u skladu s prethodnim istraZzivanjima
potvrdena hiperglikemija (Slika 7) u usporedbi s nedijabetickim kontrolama jednake starosti
(209,217,218). Takoder u skladu s prethodnim istrazivanjima, ovim je istraZivanjem pokazano
da nedostatak B2R-a ne utjece na bazalnu koncentraciju i koncentraciju glukoze nataste u krvi
zdravih miSeva (209,217). Iako su rezultati upucivali na isti zakljuc¢ak kod dijabeti¢nih miseva,
potrebno je istaknuti kako je maksimalna izmjerena razina glukoze bila limitirana koriStenim
mjernim uredajem te zbog tog ograni¢enja. In Vvitro istrazivanja su pokazala da B2R pomaze
unos glukoze u miSi¢ne i masne stanice, no unato¢ ovim rezultatima jo$ uvijek nije poznata
to¢na uloga B2R-a u metabolizmu glukoze, kao ni ima li ulogu u unosu glukoze u stanice
srediSnjeg ziv€anog sustava (126,217). Nadalje, u ovom istrazivanju, provedenome na 3 do 4
mjeseca starim miSevima, uz prethodno navedene rezultate ni intraperitonealni test tolerancije
na glukozu nije pokazao razliku u metabolizmu glukoze nedijabeti¢énih B2R-KO i WT miSeva
(Slika 8), dok na dijabeti¢nim skupinama nije raden zbog opasnosti od razvoja hiperglikemijske
kome. S obzirom na to da akutni stres moze imati zna¢ajan u¢inak na koncentraciju glukoze u
krvi, provedena su i dodatna mjerenja udjela glikoziliranog hemoglobina u krvi, koja su
sukladno prethodnim istrazivanjima pokazala znacajno vec¢i udio glikiranog hemoglobina kod
dijabeti¢nih Akita u usporedbi s miSevima divljeg tipa (219), dok za miSeve s nedostatkom
B2R-a ni ovim testom nije pronadena razlika u odnosu na divlji tip (Slika 9). S druge strane,
udio glikiranog hemoglobina kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miseva, osim §to je ocekivano
bio znacajno visi u odnosu na kontrolnu nedijabeti¢nu skupinu, bio je visi 1 u odnosu na
dijabeticne Akita miSeve. Prethodno navedenim je pokazano da nedostatak B2R-a ne utjece na
razinu glukoze u krvi zdravih mladih Zivotinja, ali kod dijabeti¢nih Zivotinja s poremecenim
metabolizmom glukoze ipak dovodi do pogorSanja glikemijskog statusa, Sto govori u prilog
ulozi B2R-a u transportu glukoze u stanice. Povisena razina glikiranog hemoglobina upucuje
na sistemsku upalu u dijabeti¢nih miSeva za koju je vjerojatno da je zbog goreg glikemijskog
statusa izrazenija u dijabetickih Akita/B2R-KO miseva (221).

U usporedbi s nedijabetickim kontrolama jednake starosti, kod dijabeticnih Akita i
Akita/B2R-KO miseva je u skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja uo¢ena i znacajno
manja tjelesna masa (Slika 10) (209,217,218). Gubitak tjelesne mase ucestao je simptom
nekontroliranog dijabetesa tipa 1, prilikom kojega zbog nedostatka inzulina i smanjenog unosa

glukoze u stanice organizam pojac¢ano razgraduje masti i proteine kako bi zadovoljilo
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energetske potrebe (222). Nadalje, u suprotnosti s istraZivanjima koja ne pokazuju razlike u
tjelesnoj masi nedijabeticnih B2R-KO zivotinja, ovim istrazivanjem pokazano je da B2R-KO
misevi imaju znacajno vecu tjelesnu masu od miSeva divljeg tipa (209,217). Pretpostavka je da
ova nepodudarnost proizlazi iz razliCite starosti koriStenih zivotinja, jer je prethodnim
istrazivanjem pokazano da B2R-KO misevi imaju zna¢ajno smanjen izrazaj miostatina, koji
regulira rast skeletnih miSi¢a, a §to dovodi do povecane misSi¢ne mase u odnosu na miseve
divljeg tipa te posljedi¢no i do povecane tjelesne mase B2R-KO miseva, ali koja je zamjetna

samo u prva 4 mjeseca starosti (223).

Hipertenzija se, zbog vaskularnih promjena izazvanih hiperglikemijom, Cesto javlja u
Sec¢ernoj bolesti, medutim ranija istrazivanja pokazuju da kod dijabeti¢nih Akita miSeva nema
znacajne razlike u krvnom tlaku u odnosu na miseve divljeg tipa (220,224). Bradikininski
receptor tipa 2 svojim vazogenim djelovanjem sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka, medutim
prethodno opisana istrazivanja su pokazala da B2R-KO zivotinje na standardnoj prehrani
nemaju znacajne promjene u krvnom tlaku u odnosu na divlji tip, ali brze razvijaju hipertenziju
na prehrani s visokim udjelom soli (209,217,225). S obzirom na to da poviSeni krvni tlak moze
Stetno utjecati na razvoj ishemijske lezije, isti je izmjeren u svim skupinama (Slika 11) te je
pokazano da nema razlike medu skupinama u sistolickom, dijastolickom 1ili srednjem
arterijskom tlaku (226). U skladu s opazanjima prethodnih istrazivanja, ovim istrazivanjem je
potvrdeno da Secerna bolest 1 nedostatak B2R-a, zasebno 1 u kombinaciji, ne utjecu na krvni
tlak mladih Zivotinja. Kako je prethodno u miSevima razliitih sojeva pokazano da
intraokularni tlak nije u direktnoj korelaciji s krvnim tlakom, izvedeno je i neinvazivno
mjerenje intraokularnog tlaka, koje je pokazalo razvoj o¢ne hipertenzije kod dijabeti¢nih Akita
miseva (Slika 12) (227). Visoki intraokularni tlaka se ¢esto javlja u odmaklim stadijima Se¢erne
bolesti te kod nekontrolirane hiperglikemije (228). U prethodno opisanom istrazivanju
pokazano je da dugotrajna inhibicija transkripcijskog ¢imbenika NF-kB u potpunosti sprjecava
razvoj ocne hipertenzije kod dijabeti¢nih Akita miSeva, jer se time smanjuje izrazaj proupalnih
¢imbenika te Cuva integritet ¢vrstih spojeva krvno-mrezni¢ne barijere (229). Na poveéanu
propusnost krvno-mreznic¢ne barijere u Secernoj bolesti utjece i B2R izrazen na endotelnim
stanicama koji se aktivira pod utjecajem hiperglikemije i upalnih ¢imbenika (176). Kod zeceva
je pokazano da intraokularna primjena egzogenog bradikinina aktivacijom B2R-a dovodi do
pojacane proizvodnje ocne vodice i1 porasta intraokularnog tlaka povecanjem propusnosti
krvno-mreznicne barijere (230). U ovom istraZivanju je po prvi puta pokazano da nedostatak

B2R-a, sli¢no kao i dugotrajna inhibicija transkripcijskog ¢imbenika NF-kB u prethodnom
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istrazivanju, nema utjecaja na intraokularni tlak zdravih Zivotinja, ali zato sprjeava njegov rast
kod dijabeticnih zivotinja. Ovaj rezultat je ujedno i potvrda prethodnih istrazivanja, s obzirom
na to da je transkripcijski ¢imbenik NF-kB sastavni dio signalne kaskade B2R-a (231). Stoga
je nizi intraokularni tlak dijabeticnih Akita/B2R-KO miseva u odnosu na Akita skupinu
vjerojatno posljedica bolje ocuvanog integriteta Krvno-mrezni¢ne barijere i smanjene
vaskularne propusnosti uslijed nedostatka funkcionalnog B2R-a. Na temelju navedenoga
pokazano je da i Secerna bolest i B2R mogu utjecati na intraokularni tlak te da nedostatak B2R-

a sprjeCava razvoj o¢ne hipertenzije kod dijabeti¢nih Zivotinja.

6.2.  Secerna bolest i nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 utje¢u na mozdanu

postishemijsku vaskularnu propusnost

Prethodna istrazivanja su pokazala da je vrhunac razvoja mozdanog edema kod miSeva
otprilike tre¢eg dana od indukcije ishemije, kada je prema drugim istrazivanjima istovremeno
detektiran i porast u broju stanica mikroglije u ostecenom podruc¢ju. Zbog toga se ovo
istrazivanje usmjerilo na hiperakutnu (prvi dan) i akutnu (tre¢i dan) fazu ishemije u svrhu
provjere hipoteze da je proupalna uloga bradikinina u ishemiji mozga i mreznice izrazenija u
Secernoj bolesti 1 da se ocCituje ve¢im edemom te pojaCanom aktivacijom i migracijom

mikroglije (84,232).

Za istovremeno induciranje ishemije mozga 1 mreZnice odabran je modificirani
Koizumi model 30-minutne okluzije srednje mozdane arterije, jer je istraZivanjem naSe grupe
u ovom modelu pokazan podjednak odgovor mozga i mreznice na ishemiju (232). S obzirom
na relativno kratko trajanje ishemije u odnosu na druge modele, kao i na kratko pracenje
Zivotinja, statisti¢ki nije bilo znacajnih razlika u prezivljenju medu skupinama, iako je B2R-

KO skupina pokazala 100%-tno preZzivljenje u odnosu na 77,7 — 87,5% u ostalim skupinama.

Analiza laserskog Dopplerovog signala pokazala je da uvodenjem silikonom obloZenog
konca kroz zajednicku karotidnu arteriju do mjesta grananja srediSnje mozdane arterije dolazi
do 80%-tne redukcije protoka kroz srednju mozdanu arteriju u svim skupinama, ali i da nakon
vadenja konca ne dolazi do potpune reperfuzije (Slika 13). Istrazivanjem nase grupe pokazano
je da u Koizumi modelu MCAOQ zahvata trajno podvezana zajednicka karotidna arterija nakon
izvlacenja silikoniziranog konca rezultira dugotrajnom hipoperfuzijom, ne samo srednje

mozdane arterije 1 njenih ogranaka, ve¢ i Citave arterijske vaskulature zahvacene mozdane
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polutke. Tridesetminutna ishemija s kronicnom hipoperfuzijom pokazala se nuznom kako bi se
istovremeno izazvalo trajno oSteCenje mozga i mreznice, $to nije slucaj u alternativnom
tridesetminutnom Longa modelu, koji izaziva oSteéenje mozga, ali ne i mreznice (232).
Sukladno s prethodnim, ovim istrazivanjem je pokazano da je u ovoj vrsti zahvata kod svih
eksperimentalnih skupina perfuzija zahva¢ene mozdane polutke u hiperakutnoj i akutnoj fazi
ishemije smanjena u odnosu na pocetno stanje i u odnosu na kontralateralnu mozdanu polutku
(Slika 14). Seéerna bolest i nedostatak B2R-a nisu utjecali na perfuziju mozdanih polutki

tijekom ni nakon MCAO zahvata.

Kako bi se sukladno 3R nacelu §to viSe smanjio broj zivotinja uklju€enih u istrazivanje,
razvoj ishemijske lezije pracen je in vivo neinvazivnim snimanjem mozga magnetskom
rezonancijom, S$to omogucuje snimanje istih zivotinja kroz viSe vremenskih tocaka.
Segmentacijom hiperintenzivnog podru¢ja na T2 mapi dobivene vrijednosti volumena
ishemijske lezije pokazale su da nema razlike medu skupinama (Slika 16). Prije ovog
istrazivanja, samo jedno istrazivanje bavilo se razvojem ishemijske lezije u mozgu dijabeti¢nih
Akita miSeva. U tom istrazivanju, kao i u vecini ostalih koji koriste druge zivotinjske modele
Sec¢erne bolesti, ishemija je uzrokovala znacajno vecée lezije prvi dan od MCAO zahvata kod
dijabeti¢nih zivotinja u odnosu na nedijabeti¢ne kontrole (113,233-235). Postoji nekoliko
mogucih razloga za dobivenu razliku. Prvi je sama metoda indukcije ishemije. U navedenom
istrazivanju za izazivanje ishemije kod dijabeti¢nih Akita i njihovih kontrola koristen je Longa
model MCAO zahvata u kojem se silikonizirani konac uvodi kroz vanjsku karotidnu arteriju
bez trajnog podvezivanja zajednicke karotidne arterije, zbog Cega, za razliku od Koizumi
modela, dolazi do potpune reperfuzije unutar tjedan dana od zahvata (232). Nasa grupa je
pokazala da u jednakom trajanju ishemije Longa model izaziva znacajno veée ishemijsko
oste¢enje mozga u akutnoj fazi nego Koizumi model (232). Osim toga, trajanje ishemije u
ranije navedenom istraZivanju iznosilo je 40 minuta, §to je 10 minuta duze nego u ovom
istraZzivanju, a poznato je da kod miSeva s produljenjem okluzije raste veli¢ina ishemijskog
oStecenja (236). Stoga je moguce da je razlika u veli¢ini ishemijske lezije izmedu dijabeti¢nih
1 nedijabeti¢nih Zivotinja izraZenija u modelima s potpunom reperfuzijom ili u modelima koji
izazivaju jaCe ishemijsko oSte¢enje. Drugi mogu¢i razlog je metoda odredivanja volumena
ishemijske lezije. U ovom istrazivanju koriStena je pretklinicka magnetska rezonancija, koja
omogucava in Vivo pracenje razvoja lezije u istoj Zivotinji u viSe vremenskih to¢aka mjerenjem
podruc¢ja promijenjenog T2 vremena relaksacije, za razliku od ustaljenih metoda bojenja

trifenil-tetrazolij kloridom (engl. triphenyl tetrazolium chloride), koje slabijim obojenjem
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odreduje podrucje smanjene mitohondrijske aktivnosti, ili bojenja po Nisslu, koje slabije boja
stani¢ne elemente koji su metaboli¢ki naruseni. Ove metode koriste izolirano tkivo koje prolazi
histolosku obradu, a koja uzrokuje razlicito skupljanje zdravog i ishemijom zahvaéenog tkiva,
ali i distorziju tkiva prilikom rezanja i obrade (237). Nedostatak B2R-a nije znacajno utjecao
na veli¢inu lezije dijabeti¢nih 1 nedijabeti¢nih miSeva u hiperakutnoj ni u akutnoj fazi ishemije,
Sto je u skladu s prethodnim istrazivanjem u kojem su prvi dan nakon izazivanja 60-minutne
ishemije B2R-KO misevi i misevi divljeg tipa imali podjednaku veli¢inu lezije (164). S druge
strane, postoje 1 istrazivanja koja pokazuju da nedostatak B2R-a smanjuje veli¢inu lezije te
istrazivanja u kojima je nedostatak B2R-a doveo do znacajnog povecanje ishemijske lezije u
odnosu na miseve divljeg tipa (125,169). Osim ve¢ spomenutih razlika u eksperimentalnom
modelu, koje su i u ovom slu¢aju mogle dovesti do razli¢itih opazanja, treba spomenuti da je u
navedenim radovima, kako bi se izbjegao utjecaj edema, veli¢ina lezije izraZzena kao postotak
kontralateralne mozdane polutke ili dobivena oduzimanjem nezahvacenog dijela zahvacene
ipsilateralne od ukupnog volumena nezahvacéene kontralateralne mozdane polutke. Oba nacina
mogu potencijalno dovesti do krivih zakljucaka jer, kao $to je pokazano u ovom i prethodnim
istrazivanjima, ishemijsko ostecenje zahvaéene mozdane polutke dovodi i do znacdajnih
promjena u volumenu kontralateralne mozdane polutke, narocito u akutnoj fazi (232). Osim
toga, u istrazivanju u kojem je nedostatak B2R-a izazvao znacajno vece lezije u prva tri dana
od MCAO zahvata, za razliku od ovog istrazivanja u kojemu su koriSteni samo muzjaci,
korisSteni su miSevi oba spola, a da pri tome nije istrazen utjecaj estrogena na B2R signalni put
niti je odredena faza spolnog ciklusa prilikom izazivanja ishemije, iz ¢ega mogu proizlaziti
razlike (169). Stoga se moze zakljuciti da u odabranome modelu eksperimentalnog ishemijskog
mozdanog udara Secerna bolest 1 nedostatak B2R-a ne utjecu znacajno na volumen ishemijske

lezije.

Kako je prethodno navedeno, snimke mozga dobivene magnetskom rezonancijom su
pokazale da je razvoj ishemijske lezije i vazogenog edema doveo do ekspanzije ipsilateralne
mozdane polutke te istovremenog smanjenja kontralateralne polutke zbog ogranicenog
prostora u lubanji. Iako nije bilo znacajne razlike u volumenu ishemijske lezije, promjene u
volumenu mozdanih polutki prvi dan od MCAO zahvata bile su znacajno vece u dijabeti¢nim
skupinama u odnosu na nedijabeti¢ne kontrole (Slika 17). Kod dijabeti¢nih Akita/B2R-KO
zivotinja razlika u odnosu na kontrolnu B2R-KO skupinu bila je vidljiva 1 na tre¢i dan od
MCAOQO zahvata. Na tre¢i dan od MCAO zahvata uoCeno znacajno smanjenje volumena

kontralateralne polutke u usporedbi s prvim danom, $to ukazuje na ve¢u propusnost krvno-
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mozdane barijere. Time je pokazano da Secerna bolest dodatno potice, a nedostatak B2R-a
djelomi¢no ublazuje promjene u volumenu mozdanih polutki nakon ishemije. Nadalje, s
obzirom na uocene razlike u promjeni volumena mozdanih polutki nakon MCAO zahvata
medu skupinama, utjecaj Se¢erne bolesti i nedostatka B2R-a na razvoj mozdanog edema
dodatno je istrazen kvantificiranjem otoka ipsilateralne polutke te odredivanjem relativne
koli¢ine vode u podrucju lezije izraCunom prosjecnog intenziteta signala na T2 mapi. Vecina
klini¢kih 1 eksperimentalnih istrazivanja pokazuje da Secerna bolest potice pojacano stvaranje
edema nakon ishemije (117,233,238). Kod dijabeti¢nih Akita miseva je u akutnoj fazi nakon
ishemije intravenoznom primjenom fluoresceina konjugiranog s albuminom pokazana
povecana propusnost krvno-moZzdane barijere u odnosu na nedijabeti¢ne kontrole, Sto je
rezultiralo nakupljanjem vece koli¢ine vode u oStecenjem zahvacenoj polutci (233). Poveéana
propusnost krvno-mozdane barijere kod dijabeti¢nih Zivotinja smatra se rezultatom njenog
naruSenog integriteta, na $to upucuje smanjenje izrazaja sastavnih proteina ¢vrstih spojeva
(ZO-1i klaudina-5) te poviSen izrazaj MMP-9, koja sudjeluje u razgradnji bazalne membrane
i medustani¢ne tvari, u odnosu na nedijabeti¢ne kontrole (233). Sukladno navedenom, u ovom
je istrazivanju kod dijabeti¢nih zivotinja uocen znacajno veéi priljev vode u podrucju lezije,
Sto je rezultiralo ve¢im otokom ipsilateralne polutke prvi dan od MCAO zahvata (Slika 18 1
19). Aktivacija bradikininskog signalnog puta primjenom kinina, njihovih analoga ili tkivnog
kalikreina povecava propusnost krvno-mozdane barijere, pri ¢emu mogu sudjelovati oba
bradikininska receptora (64,239,240). Postoji niz pretklini¢kih istrazivanja u kojima su
farmakolo$kom inhibicijom B2R-a smanjena propusnost krvno-mozdane barijere i razvoj
edema u akutnoj fazi nakon MCAO zahvata, medutim istraZivanja na B2R-KO miSevima dala
su oprecne rezultate o ulozi B2R-a u razvoju mozdanog edema nakon ishemije, od toga da
nedostatak B2R-a §titi od razvoja edema do toga da nema utjecaja na edem
(125,163,164,171,172). U navedenim je istrazivanjima razmjer nastalog edema odreden post-
mortem, takozvanom suho-mokrom metodom odredivanja koli¢ine vode u mozgu
oduzimanjem mase tkiva nakon susSenja od mase svjeze izoliranog tkiva, a koja moze biti
neprecizna na malim uzorcima (241). Pra¢enjem razvoja edema nakon MCAOQO zahvata u zivim
zivotinjama MR oslikavanjem, u ovom istrazivanju je pokazano da izmedu B2R-KO i WT
skupina nije bilo znacajne razlike u koli¢ini vode u podrucju lezije i otoku ipsilateralne polutke
u hiperakutnoj 1 akutnoj fazi. Medutim, usporedbom promjena koje su nastupile unutar
pojedinih skupina izmedu prvog i treceg dana od MCAO zahvata, pokazano je da kod WT
miSeva u navedenom razdoblju dolazi do znacajnog priljeva vode u podrucje lezije, Sto nije

slucaj kod B2R-KO miseva, ¢ime je potvrdena uloga B2R-a u narusavanju integriteta krvno-
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mozdane barijere 1 poticanju propusnosti u ishemijskom mozdanom udaru. Ista razlika nije
uocena izmedu dijabeti¢nih Akita 1 Akita/B2R-KO skupina, $to upucuje na to da razvoj
postishemijskog edema u Secernoj bolesti ne ovisi znacajno o utjecaju B2R-a na propusnost
krvno-mozdane barijere. 1z dobivenih rezultata moze se zakljuciti da Secerna bolest potice
razvoj mozdanog edema nakon ishemije, §to se ocituje ve¢om kolicinom vode u podrucju lezije
te posljedicno ve¢im otokom zahvacene hemisfere. Nadalje, pokazan je i utjecaj B2R-a u

poticanju postishemijske vaskularne propusnosti.

U istim vremenskim tockama u kojima su promatrane morfoloske promjene nakon
MCAO zahvata, zivotinje su dodatno podvrgnute procjeni neuroloskog statusa kako bi se
odredio utjecaj Seéerne bolesti i nedostataka B2R-a i na funkcionalne promjene izazvane
razvojem ishemijske lezije. U prethodnim istrazivanjima, veca lezija u Secernoj bolesti
uzrokovala je razvoj veceg neuroloskog deficita kod dijabeti¢nih Zivotinja ve¢ u akutnoj fazi
nakon ishemije (113,234,235). U ovom istrazivanju nije bilo razlike u simptomima izmedu
dijabeti¢nih Akita i kontrolnih WT miSeva (Slika 20) te se u obje skupine neuroloski deficit
povecao na tre¢i dan u odnosu na prvi. S druge strane, dijabeti¢ni Akita/B2R-KO miSevi razvili
su znacajno veci neuroloski deficit od B2R-KO miseva, §to je vjerojatno posljedica znacajno
manjeg otoka zahvacene polutke kod B2R-KO miSeva. Osim toga, za razliku od Akita 1 WT
skupine, Akita/B2R-KO i B2R-KO misevi nisu pokazali povecanje neurolo$kog deficita na
tre¢i dan u odnosu na prvi. Kod B2R-KO miseva je u odnosu na WT miSeve u prethodnim
istrazivanjima pokazano da nema znacajne razlike u jacini neuroloskog deficita u akutnoj fazi
nakon 60-minutne i 90-minutne ishemije, ali je zato nakon 45-minutne ishemije kod B2R-KO
miSeva uoCena znacajno bolje ocuvana motoricka funkcija u odnosu na WT kontrole
(125,164,169). U ovom istrazivanju, koje je isto bilo karakterizirano kracom ishemijom (30
minuta) takoder je pokazano da nedostatak B2R-a ublaZava razvoj neuroloSkog deficita u
akutnoj fazi te rezultira znac¢ajno boljim neuroloskim statusom B2R-KO miSeva u odnosu na
WT miSeve na tre¢i dan. Kod dijabeti¢nih miSeva, usprkos tome $to je i ovdje nedostatak B2R-
a sprijecio progresiju neuroloskog deficita na tre¢i dan, u pojedinim vremenskim tockama nisu

nadene znacajne razlike izmedu skupina.

Kod miSeva, kao i kod ljudi, nakon ishemijskog mozdanog udara uz funkcionalne
promjene Cesto dolazi 1 do pada tjelesne mase kao posljedice smanjenog unosa hrane i
povecanog katabolizma (242). Pokazano je da gubitak tjelesne mase u eksperimentalnim
modelima ishemijskog mozdanog udara uvelike ovisi o veli€ini oStecenja, $to je u skladu i s
ovim istrazivanjem, gdje je unato¢ pocetnoj razlici u masi i drugacijem glikemijskom statusu
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u prva 3 dana nakon MCAO zahvata u svim skupinama zabiljeZen podjednak pad tjelesne mase
od otprilike 15% (243). Time je pokazano da u odabranom modelu ishemijskog mozdanog
udara tezina neuroloskog deficita i promjena u tjelesnoj masi nakon MCAO zahvata primarno
ovise o veli¢ini nastalog oStecenja te da u slucaju podjednakog ostecenja Secerna bolest ne
dovodi do dodatnog pogorsanja neurolosSkog statusa u akutnoj fazi. S druge strane, nedostatak
B2R-a je pokazao na razvoj neuroloskog deficita kod nedijabeti¢nih Zivotinja te u manjoj mjeri
i kod dijabeti¢nih Zivotinja, a koji se ocCitovao izostankom progresije neuroloskog deficita

izmedu hiperakutne i akutne faze ishemije.

6.3.  Secerna bolest mijenja genski i proteinski izrazaj bradikininskih receptora u

mozgu

Da bradikininski signalni put ima nedvojbenu ulogu u razvoju ishemijske lezije u
mozgu ukazuje i ¢injenica da razina upalnog ¢imbenika bradikinina u mi§jem i Stakorskom
mozgu naglo raste u prvih 12 sati od nastupa ishemije, a Sto prati i privremeni porast u genskom
i proteinskom izrazaju bradikininskih receptora u akutnoj fazi (125,140,164,244). Poviseni
izrazaj bradikininskih receptora u Sec¢ernoj bolesti, neovisno o ishemiji; je do sada zabiljezen u
mnogim tkivima, ali ne i u mozgu (139,187,194,195). U istrazivanju ishemijskog mozdanog
udara na Stakorima kojima je Secerna bolest izazvana primjenom streptozotocina pokazano je
da nema razlike u genskom i proteinskom izrazaju bradikininskih receptora izmedu dijabeti¢nih
i nedijabeti¢nih Zivotinja (140). Promijenjeni izrazaj bradikininskih receptora kod dijabeti¢nih
Stakora u odnosu na nedijabeti¢ne kontrole uocen je tek nakon MCAO zahvata, kada je
pokazano da je ishemijom uzrokovan porast u izrazaju B1R-a ve¢i, a porast B2R-a manji u
prisustvu Secerne bolesti (140). U slicnom istraZivanju na misevima, SeCerna bolest nije imala
znacajnog utjecaja na genski izrazaj bradikininskih receptora ni prije ni poslije MCAQO zahvata
(245). Medutim, u oba istrazivanja je utjecaj Secerne bolesti na izrazaj bradikininskih receptora
u mozgu analiziran na temelju uzoraka izoliranih iz laZzno operiranih Zivotinja, §to nije nuzno
pravi odraz stanja kod Zivotinja koje prethodno nisu bile izloZene bilo kakvom tipu kirurSkog
zahvata. S obzirom na nekonzistentne rezultate u literaturi, u ovom je istrazivanju
kvantitativnom PCR analizom uzoraka mozdanih polutki prikupljenih u svakoj vremenskoj
tocki istrazen moguci utjecaj SeCerne bolesti na izrazaj Bdkrb2 i Bdkrbl gena u mozgu prije i
nakon ishemije u Akita modelu. Suprotno prethodnim opazanjima, ovim istraZivanjem je

pokazano da se izrazaj gena za B2R 1 B1R u mozgu dijabeti¢nih 1 nedijabeti¢nih skupina
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znacajno razlikuje prije ishemije. Iako je u vecini dosad istraZzenih tkiva pokazano da Secerna
bolest potiCe izrazaj bradikininskih receptora, u mozgu dijabeti¢nih miSeva je izrazaj gena za
B2R i B1R bio znacajno snizen u odnosu na izrazaj kod nedijabeti¢kih kontrola (Slika 21 i 22).
Slican utjecaj Secerne bolesti je prethodno opisan u kostanom tkivu tibije dijabeticnih C57B16/J
miSeva, u kojem je genski izrazaj bradikininskih receptora takoder bio smanjen u odnosu na
nedijabeti¢ne kontrole, no moguci razlozi zbog kojih Secerna bolest moze imati razli¢it utjecaj
na izrazaj ovisno o tkivu su i dalje nepoznati (246). Kod Akita/B2R-KO i B2R-KO miseva
vidljiv je i dodatan utjecaj nedostatka B2R-a na izrazaj gena za B1R, koji je u ovim skupinama
znacajno visi u odnosu na Akita i WT skupinu. Pojacani izrazaj BIR-a u nedostatku B2R-a
prethodno je pokazan u srcu i bubrezima, a ukazuje na mogu¢i kompenzacijski mehanizam
izmedu bradikininskih receptora zbog kojeg je u nedostatku jednog receptora povisen izrazaj
drugoga (209,247).

U prva tri dana od MCAO zahvata, u ipsilateralnoj polutci dijabeti¢nih Akita miSeva i
WT kontrola uoc¢ene su znacajne promjene u izrazaju gena za B2R kao posljedica ishemije. U
obje je skupine primije¢en porast izrazaja gena za B2R prvoga dana od MCAO zahvata, a koji
se smanjio na tre¢i dan, Sto je u skladu s promjenama u izrazaju opisanima u prethodnim
istrazivanjima (125,140,164,244). Iako promjene u izrazaju pokazuju slican trend u obje
skupine, vidljive su znacajne razlike u njihovom intenzitetu 1 dinamici kao rezultat utjecaja
Secerne bolesti. Na tre¢i dan je izrazaj u WT skupini pao na razinu nizu od pocetne, dok je kod
dijabeti¢nih Akita i dalje bio zna€ajno poviSen u odnosu na pocetno stanje. Ovim istrazivanjem
je takoder po prvi puta pokazano da u akutnoj fazi nakon ishemije dolazi do promjena u izrazaju
gena za B2R i u kontralateralnoj polutci, i to do slabijeg izrazaja u WT, a jaeg u dijabeti¢nih

Akita miSeva u odnosu na pocetno stanje.

Izrazaj gena za B1R u ipsilateralnoj polutci, sli¢no kao i gena za B2R, raste prvoga dana
od MCAQO zahvata, i to u svim skupinama, te zatim pada na treci dan, $to je takoder u skladu s
promjenama opisanima u prethodnim istrazivanjima (140,244). Unato¢ promjenama
izazvanima ishemijom, izrazaj gena za B1R je 1 dalje bio nizi u dijabetiénim skupinama u
odnosu na nedijabeti¢ne kontrole (Slika 22). Osim toga, znacajno veci porast u izraZzaju gena
za B1R nakon ishemije dogodio se u skupinama u kojima nedostaje B2R, i to ne samo u
ipsilateralnoj ve¢ 1 u kontralateralnoj polutci, te su razlike u izrazaju gena za BIR medu tim
skupinama postale jo§ izraZenije nakon ishemije. U vidu ovih rezultata moZe se zakljuditi da
ishemija u akutnoj fazi mijenja genski izrazaj bradikininskih receptora u obje mozdane polutke.

Na genski izrazaj oba receptora uz ishemiju dodatno utjece Secerna bolest i nedostatak B2R-a.
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Secerna bolest smanjuje izraZaj receptora prije ishemije §to se ocituje i nizim postishemijskim
razinama u odnosu na nedijabeticke kontrole. Nedostatak B2R-a povecava i predishemijski

izrazaj gena za BIR 1 njegov postishemijski porast.

To Sto su Secerna bolest i nedostatak B2R-a doveli do znacajnih promjena u izrazaju
transkripta bradikininskih receptora ne mora nuzno znaciti da je doSlo do promjena i u
proteinskom izrazaju, s obzirom na to da je korelacija izmedu genskog i proteinskog izrazaja
kod miseva relativno niska (248). U svrhu provjere utjecaja SeCerne bolesti i na proteinski
izrazaj bradikinskih receptora u ipsilateralnoj mozdanoj polutci prije te nakon izazivanja
ishemije, odredena je integrirana opticka gustoca fluorescentnog signala u podrucjima od
interesa na histolo§kim rezovima obiljezenima specificnim protutijelima za bradikininske
receptore. Rezultati istrazivanja su pokazali da je proteinski izrazaj bradikininskih receptora
prije izazivanja ishemije podjednak kod dijabeti¢nih miSeva i njihovih kontrola (Slika 23 i 24).
S druge strane, nedostatak B2R-a doveo je do znacajnog porasta u proteinskom izrazaju B1R-
a 1 kod dijabeti¢nih 1 nedijabeticnih miSeva. Utjecaj Secerne bolesti na izraZaj bradikinskih
receptora vidljiv je tek nakon izazivanja ishemije. I kod dijabeti¢nih Akita i njihovih WT
kontrola hiperakutno vidimo porast proteina B2R-a. Medutim, dok se u akutnoj fazi kod WT
miSeva izrazaj vratio na pocetnu razinu, kod dijabeti¢nih Akita miSeva se dodatno povisio, $to
ukazuje na to da SecCerna bolest potiCe povecanje izrazaja B2R-a nakon ishemije. U
dijabeti¢énim skupinama je nakon MCAO zahvata takoder doSlo 1 do znacajnog porasta u
proteinskom izrazaju B1R-a, i to na prvi dan u Akita skupini, a na tre¢i dan u Akita/B2R-KO
skupini. S obzirom na to da je B1R opisan kao inducibilan receptor ¢iji izrazaj raste u upalnim
stanjima, pomalo je zac¢udujuce §to i kod nedijabeti¢nih miSeva nije doslo do promjene u
izraZaju nakon ishemije, a koja je opisana u sli¢nim istrazivanja na nedijabeti¢nim Zivotinjama
(244). Moguce je da su razlike u odnosu na druga istrazivanja proizasle iz koristene metode
analize i odabranih vremenskih toc¢aka za analizu, te ¢e dodatna istrazivanja na ovom modelu
ishemije s kroni¢nom hipoperfuzijom biti potrebna kako bi se istrazila ova nekonzistentnost.
Porast u izrazaju proteina B1R-a uzrokovan nedostatkom B2R-a i dalje je bio prisutan nakon
izazivanja ishemije 1 kod dijabeti¢nih miSeva 1 kod njihovih kontrola. MoZe se zakljuciti da,
iako Secerna bolest sama ne mijenja proteinski izrazaj bradikininskih receptora u mozgu
miseva, u akutnoj fazi ishemije ona dodatno potice izrazaj B2R-a te inducira izrazaj B1R-a.
Kompenzacijski mehanizam zbog koje je izrazaj gena za BIR povisen u nedostatku gena za

B2R prisutan je i na proteinskoj razini, iako njegova pozadina jos nije istraZena.
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6.4. Secerna bolest poti¢e gubitak stanica mikroglije uslijed ishemije mozga, a

nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 pospjesuje njihovo prezivljenje

Promjene u mozgu koje se dogadaju nakon ishemije u velikoj su mjeri posljedica
postishemijskog upalnog procesa koji primarno pokrecu rezidentne imunoloske stanice
mikroglije kao odgovor na signale oStecenja u svojoj okolini (92). U ovom istrazivanju je po
prvi put pokazano da stanice mikroglije u mozgu izrazavaju oba bradikininska receptora, prije
1 nakon ishemije, Sto ide u prilog njihovoj mogucoj ulozi u stani¢noj aktivaciji (Slika 25 1 26),
te je stoga provedena ekstenzivna analiza brojnosti i morfologije mikroglije u razliitim
podru¢jima mozga kako bi se odredio utjecaj Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na odgovor
stanica mikroglije na ishemiju. U skladu s radovima drugih autora koji u modelima
permanentne ishemije ili ishemije s dugotrajnom hipoperfuzijom pokazuju podrucje lezije kao
podrugje osiromaseno od mikroglije, rezultati utjecaja ishemije na brojnost mikroglije pokazali
su da kod miSeva divljeg tipa (Slika 27, 29) dolazi do znacajnog pada broja stanica mikroglije
u podrucju lezije u akutnoj fazi ishemijske ozljede (99,249). Kako je u slu¢aju akutne ishemije
s dugotrajnim poremecajem cerebralne perfuzije metabolizam stanica dugotrajno poremecen,
posljedi¢no dolazi do masovne i progresivne smrti stanica, ukljuc¢ujuéi i mikrogliju (249). Za
perilezijsko podrucje kore karakteristicna je znacajka mikroglijalne aktivacije ishemijom
izazvana prolazna ekspanzija populacije stanica mikroglije u prvom tjednu od ishemije,
pocevsi od treceg dana (99,249). Medutim, rezultati ovdje provedene analize brojnosti ukazuju
na postupno smanjenje broja stanica mikroglije prema tre¢em danu od zahvata (Slika 28), sto
moze biti djelomic¢no uvjetovano Sirenjem podrucja sekundarne lezije u ovom tipu ishemije s
dugotrajnom hipoperfuzijom, a djelomi¢no 1 djelovanjem programirane stani¢ne smrti
(84,249). Daljnja istrazivanja brojnosti stanica mikroglije s fokusom na kasnije vremenske
tocke u ovom specificnom modelu bit ¢e potrebna za odredivanje trenutka proliferacije 1
repopulacije stanica mikroglije u ishemijom zahvacenoj polutci. Za razliku od perilezijskog
podrucja kore, u perilezijskom podrucju strijatuma nije doslo do promjene u broju stanica
(Slika 30). Nadalje, kako je ovim istrazivanjem pracen i utjecaj ishemije na kontralateralnu
mozdanu polutku, po prvi puta je u ovom modelu ishemijske ozljede pokazan postupan, ali
znacajan pad u brojnosti stanica mikroglije u zrcalnim podru¢jima kontralateralne mozdane
polutke tre¢i dan od izazivanja ishemije. Brojna bazi¢na i klinicka istrazivanja pokazuju da

ishemijska ozljeda nije ograni¢ena samo na ipsilateralnu ishemijsku polutku, ve¢ da osim
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fizickog pritiska od strane ipsilateralne polutke u ekspanziji dolazi i do promjena krvnog
protoka, promjene propusnosti krvno-mozdane barijere, povecanja stani¢ne smrti i promjena u
metabolizmu kontralateralne mozdane polutke, §to je pojedinacno ili zajedno moglo utjecati i

na brojnost stanica mikroglije kontralateralne polutke (250-255).

Rezultati utjecaja ishemije na brojnost stanica mikroglije u dijabeti¢nih Akita miSeva
(Slika 27 — 30) pokazali su izrazit pad broja stanica mikroglije u obje polutke u svim regijama.
Ovo je u skladu s istrazivanjima na Zivotinjama s dijabetesom tipa 2, u kojima zbog kroni¢nog
upalnog stanja izazvanog Secernom bolesti dolazi do veéeg gubitka rezidentnih stanica i
posljedi¢no vece infiltracije neutrofila (99,107,256,257). Pokazano je da stanice mikroglije
mogu sprijeciti ulazak imunoloskih stanica u mozdani parenhim te da smanjenje gustoce
stanica mikroglije dovodi do invazije perifernih imunoloskih stanica koje povecavaju upalni
odgovor (99,258-260). U usporedbi s misevima divljeg tipa, dugotrajno povisene razine Secera
u krvi imale su ne samo snazan utjecaj na prezivljenje stanica mikroglije u podrucjima lezije i
perilezijskim podruc¢jima ipsilateralne mozdane polutke svih istrazivanih podrucja, vec je taj
utjecaj jednako snazno djelovao i na stanice kontralateralne hemisfere (Slike 27 — 30).
Kroni¢na upala u Seéernoj bolesti iz temelja mijenja ne samo mikroglijalnu stani¢nu
signalizaciju, ve¢ 1 vaskularni endotel. Primjerice, iako nedavna istrazivanja pruzaju dovoljno
dokaza da kontrola glikemije ima velik utjecaj na vaskularni status, koji se moze promijeniti
¢ak i nakon relativno kratkih razdoblja hiperglikemije, neposredna terapija inzulinom nakon
mozdanog udara nije dovoljna za poboljSanje integriteta krvno mozdane barijere u pacijenata
sa Secernom bolesti (261). Stoga, uz kroni¢nu hiperglikemiju, upalu i poremeceni vaskularni
integritet koji omogucava Sirenje sekundarnih upalnih ¢imbenika u nezahvaéenu polutku, ne

iznenaduje izrazit pad u brojnosti stanica mikroglije u ¢itavom mozgu (258,259).

Ovo je prvo istrazivanje koje pokazuje utjecaj ishemije na brojnost stanica mikroglije
u dijabeti¢énim Akita miSevima s nedostatkom B2R-a, u kojima je, za razliku od Akita miseva,
pokazano odgodeno smanjenje broja stanica u akutnoj fazi ishemije u podrucjima lezije
mozdane kore i strijatuma (Slike 27, 29). Zanimljivo je i da je, za razliku od Akita miseva,
opazen odgodeni 1 slabiji odgovor zrcalnih regija u kontralateralnoj hemisferi te blazi i postupni
odgovor u perilezijskim podrucjima (Slike 28, 30). Utjecaj nedostatka B2R-a u §e¢ernoj bolesti
na odgodenu stani¢nu smrt stanica mikroglije uslijed ishemije moguce je objasniti time §to
aktivacija B2R-a pojacava nakupljanje citosolnog i mitohondrijskog Ca?" izazvano
smanjenjem ATP-a putem aktivacije fosfolipaze C (260,262). Ovo poja¢ano nakupljanje Ca?*

125



povezano je s ve¢im stvaranjem ROS-a, oSte¢enjem mitohondrija 1 stanicnom smrcéu. Reaktivni
kisikovi radikali mogu inducirati programiranu stani¢nu smrt djeluju¢i oksidativno na
membranske lipide, oSte¢enjem DNA ili izravnim utjecajem na izrazaj gena i proteina
ukljucenih u aktivaciju programirane stani¢ne smrti (262,263). Istrazivanje utjecaja ishemije
na prezivljenje stanica bubreznih tubula pokazalo je da aktivacija B2R-a pojacava stvaranje
ROS-a inducirano smanjenjem dostupnog ATP-a u ishemiji (264). Ishemijom izazvana
deplecija ATP-a uzrokuje depolarizaciju stani¢ne membrane, §to rezultira priljevom Ca®* u
unutarstani¢ni prostor, ali i u ve¢ preoptereene mitohondrije otvaraju¢i pore na njihovim
membranama, $to dovodi do njihovog bubrenja i degradacije. Ovi su dogadaji nadalje praceni
povecanjem citokroma C, koji cijepa prokaspazu 9 u kaspazu 9, djelujuéi kao signal za
zapocinjanje programirane stani¢ne smrti (170,262,264,265). Pokazano je da su ovi dogadaji
dodatno stimulirani aktivacijom B2R-a, koji aktivira PLC i rezultira hidrolizom fosfoinozitola
u stani¢noj membrani i stvaranjem IP3, §to poveéava otpustanje Ca?* iz unutarnjih zaliha (266—
270). Medutim, aktivacija B2R-a takoder moze povedéati unutarstani¢nu razinu Ca®" putem
kalcijskih kanala reguliranih naponom te na taj nac¢in dodatno utjecati na stvaranje ROS-a i

stani¢nu smrt izazvanu smanjenjem ATP-a (260,270,271).

Temeljem gore navedenog, ne iznenaduje odgovor stanica mikroglije na ishemiju kod
miseva s nedostatkom B2R-a (Slike 27, 29), u kojih je doslo do pada u broju stanica
prvenstveno u podrucju lezije ipsilateralne mozdane polutke, s blagim odgovorom zrcalnih
regija kontralateralne mozdane polutke. U usporedbi sa zivotinjama divljeg tipa (Slike 27 —
30), manji pad u broju stanica mikroglije i izrazio slabi odgovor kontralateralne polutke moze
se objasniti time $to nema dodatnog utjecaja B2R-om posredovanog nakupljanja Ca?*, §to
rezultira smanjenjem stani¢ne smrti posredovane nedostatkom dostupnog ATP-a. Pritom je
zanimljivo da je kod dijabeti¢nih zivotinja s nedostatkom B2R-a odgovor u padu broja stanica
odgoden, ali snazan, dok je kod B2R-KO Zzivotinja pad u broju brz, ali puno slabiji (Slike 27 —
30), Sto bi se djelomi¢no moglo objasniti ve¢om dostupnos¢u glukoze u dijabeti¢nih Zivotinja

tijekom okluzije, iz koje proizlazi odgoda u odgovoru.

6.5. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 u Sefernoj bolesti smanjuje

postishemijsku aktivaciju stanica mikroglije mozga
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Stanice mikroglije klasi¢no se dijele na tri funkcionalna fenotipa poznata kao nadzorni
(MO), proupalni (M1) i protuupalni (M2), a koji se mogu dinamicki mijenjati iz jednoga u drugi
(272,273). U eksperimentalnom mozdanom udaru, mikroglija se aktivira u protuupalno stanje
u akutnoj fazi mozdanog udara, ali ih ishemijom zahvaceni neuroni brzo polariziraju u
proupalno stanje (274). Medutim, u zadnjih nekoliko godina doslo je do promjene u paradigmi
klasi¢ne M1/M2 klasifikacije mikroglije u dva polarizacijska stanja te je sada poznato da
mikroglija pokazuje Sirok raspon reakcijskih stanja promjenjivih tijekom vremena (275).
Prema novom stajaliStu, mikroglija ima brojne uloge, koje se o€ituju razli¢itim reakcijama
definiranima visestrukim morfotipovima, od koji svaki ima vrlo specifican molekularni potpis.
Novi radovi govore u prilog tome da u homeostazi postoje lokalne subpopulacije mikroglije
koje djeluju poput transkripcijskog kontinuuma te se brzo prilagodavaju na promjenjive
zahtjeve okoline, kao i da odgovor mikroglije ovisi o patologiji, zbog ¢ega se mogu razlikovati
sa specificnom bole$¢u povezani podtipovi mikroglije (276-278). Medutim, povijesno
gledano, fenotipovi mikroglije opisivani su kategoriziranjem stanica na temelju njihovih
morfoloskih znacajki. Koriste¢i histoloske kriterije, stanice mikroglije zdravog odraslog
mozga, tj. ,rezidentne ili nadzorne™ stanice mikroglije, opisane su kao visoko razgranate
stanice s malom okruglom somom. Prilikom aktivacije, stanice mijenjaju orijentaciju,
usmjeravajuéi se prema mjestu oStecenja, te oblik povladenjem i1 zadebljanjem stani¢nih
nastavaka, smanjenjem broja nastavaka i povec¢anjem some. Stoga je izmedu perilezijskog 1
lezijskog podru¢ja moguce nai¢i na niz aktiviranih stanica razli¢itog oblika, od tzv.
"hipertrofiranih”" i "grmolikih " do "srednje aktiviranih", "bipolarnih" i "Stapicastih". U
podrucju lezije broj stani¢nih nastavka je drasticno smanjen, a stanice poprimaju ameboidan
oblik koji omogucuje fagocitozu umrlih ili o$te¢enih stanica (99,249,279). Medutim
nepostojanje standarda morfoloske klasifikacije komplicira usporedbu podataka razli¢itih
istrazivanja i onemogucuje objektivnu kvantifikaciju patoloskog statusa ili mogucih terapijskih
uc¢inaka. Unato¢ tome, dobro je poznato da su morfoloske znacajke i funkcije mikroglije usko
povezane 1 da je razvoj nepristranih kvantitativnih metoda nuzan za nove uvide i bolje
razumijevanje same paradigme povezanosti morfologije s funkcijom (280-282). S obzirom na
heterogenost fenotipa stanica mikroglije medu regijama mozga, kao i dodatne promjene nakon
ishemije, u ovom je istrazivanju napravljena sveobuhvatna automatska i kvantitativna analiza
trodimenzionalne morfologije stanica mikroglije u podru¢jima zahvacenima lezijom,
perilezijskim podruc¢jima, ali 1 zrcalnim podrucjima kontralateralne mozdane polutke, kako
bismo time dobili sveobuhvatniji odgovor na pitanje utjecaja Se¢erne bolesti i nedostatka B2R-

a na aktivacijski status stanica mikroglije nakon ishemije.
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Morfometrijska analiza stanica mikroglije u miseva divljeg tipa (Slike 31 — 34)
pokazala je ja¢u aktivaciju stanica u podrucju lezije kore i strijatuma, ali i nesto blazu aktivaciju
stanica u perilezijskim podru¢jima, kompatibilne s reaktivno$¢u i aktivacijom stanica
mikroglije u akutnoj fazi ishemije te sukladne promjenama u aktivnosti stanica mikroglije
opisanima u prethodnim istraZzivanjima (84,99,249,283). Sveukupne morfoloske promjene
govore o jacem odgovoru stanica mikroglije u podrucju lezije od onog u perilezijskim
podru¢jima, obiljezenom znacajnijim smanjenjem ramifikacijskog indeksa, tj. jacom
retrakcijom stani¢nih nastavaka uz povecanje some, Sto je u skladu s fagocitnom funkcijom
koju te stanice poprimaju kako bi se rijesile stani¢nog debrisa propadajucih neurona izravno
zahvacenih ishemijom. Promjene u reaktivnosti stanica u perilezijskom podrucju idu u prilog
prethodnim radovima koji sugeriraju da u ovim podrucjima dolazi do aktivacije stanica
mikroglije kako bi sprijecile prekomjernu akumulaciju neutrofila, smanjile utjecaj njihovog
upalnog odgovora i na taj nacin djelovale neuroprotektivno (99). Pritom je zanimljivo da je
treeg dana od izazivanja ishemije zabiljeZen 1 odgovor kontralateralne mozdane polutke, u
kojoj je doslo do blage aktivacije u zrcalnim regijama lezije strijatuma i kore, §to je u skladu s
prethodnim istrazivanjima koja ukazuju na odgovor nezahva¢ene mozdane polutke na ishemiju

(251-256).

U dijabeti¢nih Akita miSeva (Slike 31, 33), morfometrijska analiza stanica mikroglije
nakon ishemije pokazuje izrazitu aktivaciju stanica u podrucjima lezije kore i strijatuma, a koja
upucuje na dodatni proces transformacije stanica, ne samo iz aktivnog prema ameboidnom tipu,
ve¢ 1 na transformaciju prema distrofiénom obliku, koji je povezan s disfunkcionalnim
stanicama (99). Povecanje stani¢ne aktivnosti je jednako tako bilo vidljivo u perilezijskim
podrucjima, dok je u zrcalnim kontralateralnim regijama postupak aktivacije stanica bio
postupan te izrazeniji na tre¢i dan (Slike 32, 34). Sama hiperglikemija moze povecati izrazaj
proupalnih ¢imbenika poput CD16 biljega, iNOS-a i TNF-a, koji poti¢u stanice mikroglije na
pretjerani odgovor na sekundarni upalni podrazaj (122). Stanice mikroglije perilezijskog
podrucja ishemije u Stakorima sa Se¢ernom boleS¢u pokazale su izrazitu aktivaciju, izrazitije
povecanje some 1 smanjenje nastavaka u usporedbi s kontrolnim nedijabetickim Zivotinjama,
Sto ukazuje na vise stanje aktivacije stanica mikroglije u zivotinja s dijabetesom (255). Jednako
tako je 1 ovim istraZivanjem pokazana znacajno jaca globalna aktivacija stanica mikroglije u
usporedbi sa zivotinjama divljeg tipa (Slike 31 — 34), podupiru¢i radove koji pokazuju da

Secerna bolest, kao kroni¢na upalna bolest, mijenjaju¢i mikrookruzenje modulira status stanica
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mikroglije 1 na taj naCin povecava broj reaktivnih i1 proupalnih ameboidnih stanica

(107,123,124).

Ovo je prvo istrazivanje koje pokazuje utjecaj ishemije na aktivacijski status stanica
mikroglije u dijabeti¢nim Akita miSevima s nedostatkom B2R-a (Slike 31 — 34). Za razliku od
dijabeticnih Akita miSeva, kod kojih je zabiljezen globalni odgovor stanica mikroglije, kod
Akita/B2R-KO miseva aktivacija stanica mikroglije prema ameboidnom tipu zabiljeZena je
samo u podru¢jima lezije kore i strijatuma te perilezijskom strijatumu, ali bez znacajnog
odgovora perilezijskog podrucja kore i bez znacajnog odgovora kontralateralne mozdane
polutke. Dosadasnji radovi predlazu protuupalnu ulogu bradikinina i drugih Kininskih agonista,
koji smanjuju LPS-om induciranu proizvodnju NO-a, TNF-a i citokina IL-1f putem inhibicije
sinteze ¢imbenika NF-kB u stanicama mikroglije (284,285). Smanjenje mikroglijalne
proizvodnje NO-a i TNF-a od posebne je vaznosti, buduci da su ove upalne molekule povezane
s akutnom proupalnom fazom imunoloSkog odgovora i izravno povezane sa smréu neurona
nakon ishemije. Dodatno, pokazan je dvojak ucinak kinina na proizvodnju proupalnog
¢imbenika prostaglandina u stani¢noj kulturi glija stanica (286). To¢nije, aktivacija B2R-a
povecala je sintezu prostaglandina, dok su agonisti B1R-a inhibirali sintezu ovih upalnih
¢imbenika, $to prema navedenim radovima upuéuje na postojanje regulatorne petlje u kojoj
B2R posreduje pojacanju upale, ali i povecanju izrazaja B1R-a koji djeluje u smjeru smanjenja
upale (80,286). Iako oba receptora induciraju poveéanje unutarstani¢nog Ca?*, aktiviraju
fosfolipazu C i povezuju se s G-proteinima Gag, Gaiz i Gaiz, Smatra se da je ovo dvojako
djelovanje posredovano time $to B2R takoder moze stimulirati razmjenu gvanozin 5'-difosfat
/ gvanozin 5'-trifosfat (GDP/GTP) putem Gouzis, Gai i Gas, $to nije slucaj za B1R. Stoga,
razli¢iti signalni putovi koje koriste BIR 1 B2R mogu objasniti njihove suprotne ucinke. Gore
navedeno govori u prilog tome da je nedostatak B2R receptora uz kroni¢nu upalu uzrokovanu
Se¢ernom bolesti prekondicionirao B1R receptor u protuupalno stanje u stanicama mikroglije,
zbog ¢ega vidimo manji aktivacijski odgovor stanica mikroglije u perilezijskim podru¢jimaiu
podru¢jima kontralateralne mozdane polutke u odnosu na dijabeti¢ne Akita miseve (Slike 31 —
34). Takoder, dodatno je vazno naglasiti da bradikinin inhibira proizvodnju NO-a i sintezu
TNF-o putem inhibicije ¢imbenika NF-kB tek u uvjetima njihove stimulacije upalom (vidljivo
na primjeru LPS-om induciranog upalnog odgovora), §to moze biti jedan od razloga zbog kojih
kod kroni¢ne upale u kontralateralnoj mozdanoj polutci dijabeticnih Akita/B2ZRKO miseva, u

kojoj postoji prekomjerna proizvodnja proupalnih citokina koja moZe odrZavati prisutnost
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protuupalno aktivnih B1R receptora, vidimo slabiju aktivaciju stanica mikroglije u odnosu na

nedijabeti¢ne miseve s nedostatkom B2R-a (Slike 31 — 34).

U nedijabetickih miSeva s nedostatkom B2R-a (Slike 31 — 34) morfometrijska analiza
stanica mikroglije nakon ishemije pokazala je aktivaciju stanica u podrucjima lezije kore i
strijatuma te nesto slabiju aktivaciju u perilezijskim podrucjima ipsilateralne mozdane polutke.
U lezijskim podrucjima, usprkos nesto jacem predishemijskom stupnju aktivacije kod miSeva
s nedostatkom B2R-a, do treeg dana nema razlike u usporedbi sa Zivotinjama divljeg tipa.
Zanimljivo je da u perilezijskim i kontralateralnim podru¢jima vidimo nesto jau pocetnu
aktivaciju kod miSeva s nedostatkom B2R-a naspram Zivotinja divljeg tipa, ali samo u prvom
danu nakon ishemije, §to se djelomi¢no moze objasniti aktivacijom stanica mikroglije s brojnim
B1R receptorima prema protuupalnom djelovanju (Slike 31 — 34). Medutim, tri dana od
ishemije je aktivacijski status zivotinja podjednak, uz ¢injenicu da je broj stanica u miSeva
divljeg tipa drasti¢éno manji. Dodatna in vivo istraZivanja bit ¢e potrebna kako bi se odredila

to¢na uloga stanica u ovom aktivacijskom statusu.

Iz navedenih rezultata analize brojnosti i morfologije mikroglije moze se zakljuciti da
Sec¢erna bolest uzrokuje veci gubitak stanica mikroglije te poja¢anu aktivaciju preostalih stanica
u akutnoj fazi nakon ishemije te da njen utjecaj na odgovor stanica mikroglije na ishemiju nije
lokaliziran samo na podrucje lezije ve¢ se proteZe i na perilezijska podrucja te zrcalna podrucja
nezahvacene polutke. Nedostatak B2R-a, s druge strane, pospjeSuje prezivljenje stanica
mikroglije nakon ishemije u dijabeti¢nih 1 nedijabeti¢nih Zivotinja. Utjecaj nedostatka B2R-a
na aktivaciju mikroglije nakon ishemije se pak razlikuje ovisno o prisustvu Secerne bolesti.
Kod nedijabeti¢nih Zivotinja nedostatak B2R-a dovodi do neSto jafe aktivacije stanica u
hiperakutnoj fazi perilezijski 1 u nezahvacenoj polutci, uz kasnije izjedna¢avanje odgovora,
dok kod dijabeti¢nih Zivotinja nedostatak B2R-a smanjuje ili u potpunosti sprjecava aktivaciju
mikroglije u dijelovima perilezijskih podrué¢ja te zrcalnim regijama nezahva¢ene mozdane

polutke.

6.6. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 ima suprotno djelovanje na

ishemijsku nekrozu i edem mreZnice u prisutnosti i odsutnosti Secerne bolesti

Mozak 1 mreZnica dijele isto embrionalno podrijetlo, ali i mnoge morfoloske 1 fizioloske

sli¢nosti. Velika prednost u pracenju ishemije mreznice u odnosu na ishemiju mozga je to Sto
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se odredene patoloSke promjene mogu izravno vizualizirati neradioloskim metodama
koristenima u klinici, fotografijom 1 fluoresceinskom angiografijom ocne pozadine.
Implementacijom ovih metoda u ovo pretklini¢ko istrazivanje odreden je utjecaj Secerne bolesti

I nedostatka B2R-a na status o¢ne pozadine prije i nakon izazivanja ishemije.

Dijelu Zivotinja je nakon izazivanja ishemije bilo nemoguce odrediti status ocne
pozadine zbog pojave opacifikacije roznice i/ili le¢e (Slika 35). Opacifikacija le¢e je poznata i
dobro dokumentirana reverzibilna pojava tijekom trajanja anestezije kod miSeva, pri cemu se
od raznih potencijalnih uzroka najvaznijim ¢imbenikom pokazala suhoca povrSine oka,
odnosno pokazano je kako se pojava opacifikacije moze u potpunosti ili u najve¢oj mjeri izbjeci
pazljivom lubrikacijom oka, a osim toga i kra¢im ukupnim trajanjem anestezije (287-289).
Osim toga, pojava reverzibilne opacifikacije lee poznata je komplikacija hiperglikemije
uslijed akumulacije sorbitola i osmotskog navla¢enja vode u le¢u, s tim da do opacifikacije
moze doéi i uslijed naglog porasta glikemije i uslijed nagle redukcije prethodne hiperglikemije
(290,291). Dodatno, klini¢ki je kao rijedak, ali mogu¢ uzrok opacifikacije lece i/ili roznice
opisana i akutna ishemija struktura prednjeg segmenta oka (292). U ovom istrazivanju,
opacifikacija ipsilateralne roznice/le¢e se kod otprilike 20% zivotinja dijabeti¢nih skupina
pojavila ve¢ u hiperakutnoj fazi ishemije, §to se u Akita skupini udvostrucilo, a u Akita/B2R-
KO utrostrucilo u akutnoj fazi ishemije (Slika 36). U nedijabeti¢nim skupinama slucajevi
opacifikacije roznice/lece su se u puno manjoj mjeri pojavili tek u subakutnoj fazi ishemije 1 to
u trostruko vise Zivotinja divljeg tipa u odnosu na B2R-KO skupinu. U dijelu zivotinja iz obje
dijabeti¢ne skupine, u subakutnoj fazi ishemije doSlo je i do opacifikacije roZnice/lece
kontralateralnih, ishemijom nezahvacenih o¢iju. Kako je ve¢ opisano, tijekom snimanja miSeva
dosljedno je provodena lubrikacija povrSine oba oka, kao 1 odrzavanje tjelesne temperature
zivotinja, a cjelokupno trajanje protokola bilo jednako za sve skupine Zivotinja. Cinjenica da
je pojava opacifikacije roznice/le¢e znaCajno varirala izmedu skupina, interokularno, ali i
ovisno o danu snimanja, kao i da nije bila zabiljeZena ni na jednom kontralateralnom oku
nedijabetickih Zivotinja, ukazuje na to da je pojava opacifikacije nije bila tehnicki artefakt, ve¢
posljedica diferencijalnih patofizioloskih mehanizama. Pri tome je glikemijski status vjerojatno
bio znafajan Cimbenik, pogotovo budu¢i da je opacifikacija zamijeena 1 kod dijela

kontralateralnih, ishemijom nezahvacenih oc¢iju kod dijabetickih Zivotinja.

Znakovi ishemijske nekroze mreznice, vidljivi kao karakteristicna podrucja

opacifikacije posljedi¢na onkotskom edemu i nekrozi mreznice (293), uoceni su u hiperakutnoj

131



fazi ishemije u svim skupinama, a isto tako se u svim skupinama u akutnoj fazi ucestalost
nekroti¢nih promjena povecala. Akutni tijek je bio karakteriziran naglim pogorSanjem znakova
ishemijske nekroze u dijabeti¢noj Akita skupini u odnosu na kontrolnu WT skupinu. U modelu
ishemije mreznice inducirane povecanjem intraokularnog tlaka laserskom fotokoagulacijom
trabekularne mreze, primije¢eno je da je gubitak ganglijskih stanica mreznice manji ako je u
trenutku indukcije ishemije prisutna hiperglikemija, moguce zato $to je zbog poviSene razine
u krvi tkivu mreznice dostupnija veéa koli¢ina glukoze nakon ishemije, $to poboljsava
prezivljenje stanica (294). U ovom istrazivanju, odgoda u pojavi nekroze kod dijabeti¢nih
Akita miSeva je vjerojatno rezultat slicnog mehanizma, a tome u prilog idu i rezultati dobiveni
na dijabeti¢cnim Akita/B2R-KO miSevima, koji su imali gori glikemijski status prije indukcije
ishemije, ali i manju hiperakutnu i akutnu ucestalost nekroze u odnosu na kontrolnu B2R-KO
skupinu. Dodatno, Akita/B2R-KO misevi su imali i manju hiperakutnu i akutnu ucestalost
nekrotiénih promjena 1 u odnosu na Akita miSeve, Sto ukazuje na to da je u dijabeticnim
skupinama nedostatak B2R-a djelovao protektivno. U obje vremenske tocke ucestalost
nekroti¢nih promjena mreznice bila je najve¢a u B2R-KO skupini. To je u skladu sa pokazanom
protektivnom ulogom B2R-a na prezivljenje ganglijskih stanica mreZnice pokazanom in vitro,
gdje je aktivacija B2R-a dodatkom bradikinina djelovala protektivno uslijed inhibicije
ekscitotoksi¢nog djelovanja povisene razine glutamata, kao i in vivo, gdje je aktivacija B2R-a
dodatkom tkivnog kalikreina kod miSeva dovela do boljeg prezivljenja ganglijskih stanica
nakon ishemije mreznice (177,178). Unato¢ razlikama u statusu o¢ne pozadine na kolornim
fotografijama, na fluoresceinskim angiogramima nakon MCAOQO zahvata ni u jednoj skupini
nije zabiljezena prisutnost curenja fluoresceina (Slika 38). Navedeno ne znaci i da integritet
krvno-mreZni¢ne barijere nije bio narusen, buduci da je osjetljivost metode ograni¢ena kako
¢injenicom da je rije¢ o subjektivnoj, kvalitativnoj metodi, tako 1 tehnicki, ograni¢enom
rezolucijom i kontrastom dobivenih angiograma te mogu¢om pojavom podruéja lokalnog
defokusa ili konkomitantne patologije poput opacifikacije mreznice, a koja mogu atenuirati
signal 1 prikriti podru¢ja diskretnog curenja kontrasta. Upotreba alternativnih 1
komplementarnih metoda, poput opticke koherentne tomografije, iako ista ne detektira izravno
disfunkciju krvno-mrezni¢ne barijere, u uvjetima otezane vizualizacije osjetljivija je od

fluoresceinske angiografije za detektiranje edema (295).

Iz analize statusa o¢ne pozadine na fotografijama fundusa i1 fluoresceinskim
angiogramima, moze se zakljuciti da Sec¢erna bolest u hiperakutnoj fazi nakon ishemije odgada

pojavu znakova nekroze mreznice, iako u daljnjem akutnom tijeku nema protektivnog ucinka.
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Zanimljiv ucinak na razvoj ishemije mreznice u hiperakutnoj i akutnoj fazi ima nedostatak
B2R-a, koji Stetno utjeCe na prezivljenje stanica u normalnim uvjetima, ali u prisutnosti Se¢erne

bolesti pokazuje protektivan ucinak.

Kako bismo dodatno popratili ishemijom izazvane morfoloske promjene u samoj
mreznici, ipsilateralno oko je snimljeno in vivo magnetskom rezonancijom te je izmjerena
debljina mreznice u 6 tocaka od glave ON-a. Prethodno je pokazano da kroni¢na hiperglikemija
kod dijabeti¢cnih Akita miSeva postupno dovodi do sve vece degeneracije i stanjenja slojeva
mreznice (296), no kako je ovo istrazivanje provedeno na mladim zivotinjama, prije MCAO
zahvata nije bilo znacajnih razlika u debljini mreznice izmedu skupina. Nakon MCAO zahvata
doslo je do zadebljanja mreznice u svim mjerenim to¢kama, §to je rezultat razvoja vazogenog
edema (Slika 40). Kada su se uzele u obzir sve promatrane tocke edem je bio znacajno izrazeniji
kod dijabeti¢nih Akita miSeva u usporedbi s miSevima divljeg tipa 3. dan od izazivanja
ishemije, §to je vjerojatno posljedica povecane propusnosti krvno-mrezni¢ne barijere koja se
kod Akita miSeva javlja ve¢ i u mladoj dobi (Slika 41) (296). Nedostatak B2R-a je kod
dijabeti¢nih Akita/B2R-KO miSeva atenuirao razvoj edema i rezultirao manjim zadebljanjem
mreznice u odnosu na Akita miSeve. Zastitni utjecaj nedostatka B2R-a na razvoj mrezni¢nog
edema u skladu je s prethodno opisanom ulogom B2R-a u povecanju propusnosti krvno-
mreZni¢ne barijere i razvoju edema u Seéernoj bolesti (297). Medutim, neocekivani rezultati
dobiveni su u nedijabeticnoj B2R-KO skupini, u kojoj je nedostatak B2R-a uzrokovao
znacajniji edem mreznice i u odnosu na dijabeti¢nu Akita/B2R-KO skupinu i u odnosu na
miseve divljeg tipa. Stetni utjecaj nedostatka B2R-a na ishemijsko o$te¢enje mreznice moguée
proizlazi iz istog kompenzacijskog mehanizma bradikininskih receptora i pojacanog izraZzaja
B1R-akoji je potvrden u mozgu ovih Zivotinja. Za B1R je u viSe navrata pokazano da povecava
propusnost krvno-mrezni¢ne barijere te da potic¢e infiltraciju leukocita i otpustanje Stetnih
medijatora upale u mreznici (139,198,297,298). Poviseni izrazaj BIR-a bi osim toga mogao
objasniti zasto i u B2R-KO i Akita/B2R-KO skupini, bez obzira na znacajnu razliku u
zadebljanju mreznice, nema znakova rezolucije edema u prijelazu iz hiperakutne u akutnu fazu,
a koji su vidljivi u miSevima divljeg tipa i dijabeti¢nim Akita miSevima (Slika 40). 1z toga
slijedi da Secerna bolest poti¢e razvoj edema mreznice nakon ishemije, a nedostatak B2R-a
usporava njegovu rezoluciju u akutnoj fazi. Unato¢ tome, B2R sveukupno oprecno djeluje na
edem kod dijabetickih i nedijabetickih zivotinja. U nedijabetiCkim Zivotinjama nedostatak

B2R-a pogorsava, dok u dijabetickim zivotinjama atenuira razvoj edema mreznice nakon
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ishemije. Dodatna istrazivanja bit ¢e potrebna kako bi se odredio to¢ni mehanizam koji mijenja

ulogu nedostatka B2R-a u razvoju edema i ishemije mreZnice u prisustvu Secerne bolesti.

6.7.  Secerna bolest mijenja genski izrazaj bradikininskih receptora u mreznici prije i

nakon izazivanja ishemije

S obzirom na to da je uloga bradikininskih receptora u ishemiji mreznice do sada bila
slabo istrazena, u postojecoj literaturi nema podataka o utjecaju ishemije na izrazaj gena za
B1R i B2R u mreznici. Iz toga razloga odradena je kvantitativna analiza izrazaja mRNA za
bradikininske receptore u ipsilateralnoj i kontralateralnoj mreznici nakon ishemijske ozljede,
ne samo kako bi se odredila promjena izrazaja nakon ishemije ve¢ i kako bi se odredio utjecaj
Se¢erne bolesti i nedostatka B2R-a na istu. U istrazivanju na streptozotocinskom modelu
Se¢erne bolesti kod Stakora pokazano je da je izrazaj gena za B1R u mreznici dijabeticnih
Zivotinja povisen, a izrazaj gena za B2R nepromijenjen u odnosu na nedijabeti¢ne kontrole
(297). Ovim istrazivanjem je pokazano da je u mi§jem Akita modelu dijabetesa tipa 1 izrazaj
gena za oba receptora poviSen u odnosu na miseve divljeg tipa (Slike 42, 43). Osim toga,
pokazano je da je u mreznici, kao 1 u mozgu, izrazaj gena za B1R povisen kod nedijabeti¢nih
miSeva s nedostatkom B2R-a. Nakon MCAO zahvata dolazi do zna¢ajnih promjena u izrazaju
bradikininskih receptora u odnosu na pocetno stanje. U ipsilateralnoj mreznici miseva divljeg
tipa je pod utjecajem ishemije doslo do znacajnog hiperakutnog porasta u genskom izrazaju
B2R-a i nesto slabijeg porasta u genskom izrazaju B1R-a, no akutno se izrazaj oba receptora
vratio na pocetnu razinu. Kod dijabeti¢nih miSeva je promjena u genskom izraZaju nakon
ishemije puno znacajnija. Nakon MCAO zahvata se izrazaj gena za bradikininske receptore
kod Akita miSeva znaCajno smanjio, bez naznake ponovnog rasta u akutnoj fazi ishemije.
Ganglijski sloj stanica jedno je od primarnih mjesta izrazaja bradikininskih receptora u
mreznici (299), a s obzirom na to da je analiza genskog izrazaja provedena na uzorcima Citave
mreznice, moguce je da je zabiljeZeni pad u izraZaju gena za BIR i B2R kod Akita miSeva s
izraZenijim razvojem edema rezultat i potencijalno veceg gubitka ganglijskih stanica, za koje
je pokazano da su medu najosjetljivijom populacijom stanica mreZnice na ishemiju (300). Zbog
navedenih se promjena uzrokovanih ishemijom izrazaj gena za B1R nakon MCAO u
ipsilateralnoj polutci izjednacio kod dijabeti¢nih i nedijabeti¢nih miSeva, dok je izrazaj gena
za B2R 1 dalje bio visi u Akita skupini. Zanimljivo je da je kod dijabeti¢nih i kontrolnih miSeva

bez funkcionalnog B2R-a promjena u izrazaju gena za B1R vidljiva tek u akutnoj fazi ishemije,
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kada dolazi do porasta u izrazaju kod dijabeticnih Akita/B2R-KO miSeva i ,oprec¢no tome, pada
kod njihovih B2R-KO kontrola, $to je u skladu s ve¢im oSteCenjem mreznice koje je
primijec¢eno kod B2R-KO miseva. Stoga je kvantitativnom PCR analizom pokazano da nakon
ishemije normalno dolazi do porasta u genskom izrazaju bradikininskih receptora u mreznici
te da se taj odgovor mijenja u prisustvu Seéerne bolesti i/ili u nedostatku B2R-a. Seéerna bolest
potice povecanje izrazaja gena za bradikininske receptore u mreznici prije ishemije, ali nakon
ishemije dovodi do pada, a ne porasta u izrazaju, dok nedostatak B2R-a dovodi do pojacanog
izrazaja gena za BIR, ne mijenjajuci trend odgovora na ishemiju, osim u Secernoj bolesti, gdje
dodatno raste uslijed ishemije. Ovim je istrazivanjem pokazano i da indukcija ishemije u
ipsilateralnom oku takoder dovodi do transkripcijskih promjena u ishemijom nezahva¢enom
kontralateralnom oku. To je jo§ jedan dokaz da unilateralno oStecenje mreznice moze rezultirati
upalnim promjenama i u kontralateralnoj mreznici te da, iz tog razloga, a kako je istaknuto i u
nedavnom preglednom radu, u ovakvom i sli¢nim istraZzivanjima kontralteralna mreznica nije

uvijek prikladna kontrola (301).

6.8. Nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 u S$efernoj bolesti smanjuje

postishemijsku aktivaciju stanica mikroglije mreZnice

Aktivacija mikroglije uslijed ishemije, uocena u brojnim neuroloSkim poremecajima,
opisana je 1 u ishemiji mreznice. Kako aktivacija stanica mikroglije moze imati dvojako
djelovanje, proucavana je u razli¢itim modelima degeneracije mreznice poput glaukoma ili u
razli¢itim ishemijsko-reperfuzijskim modelima (302-307). Medutim, aktivacijski status
mikroglije do ovog istrazivanja nije opisan u modelu ishemije s kronicnom hipoperfuzijom,
kao ni modulacija aktivacijskog statusa stanica mikroglije Se¢erenom bolesti u tom modelu.
Takoder, u ovom istraZivanju je pokazano da stanice mikroglije u mreZnici izraZavaju oba
bradikininska receptora, no njihova uloga i utjecaj njihove modulacije $ecernom bolesti na
aktivacijski status mikroglije do sada su bili nepoznati. Stoga je analiziran odgovor nadzornih
stanica mikroglije mreznice te modulacija njihovog statusa uslijed Secerne bolesti 1 nedostatka

B2R-a prije i nakon izazivanja ishemijsko-hipoperfuzijske ozljede.

Morfometrijska analiza stanica mikroglije mreznica miseva divljeg tipa (Slike 44, 45)
u hiperakutnoj fazi ishemije pokazala je izrazitu promjenu fenotipa poprimanjem odlika

aktiviranih stanica ,,prijelaznog™ Stapic¢astog morfotipa, smjeStenih u unutrasnjem zrnatom
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sloju i sloju ganglijskih stanica (Slike 44, 45). U akutnoj fazi bili su prisutni ili hiperazgranati
oblik ili ameboidni oblik koji se nalazio primarno u sloju ganglijskih stanica. U modelu laserom
inducirane ozljede mreznice pokazano je migracijsko ponasanje kako hiperazgranate tako i
ameboidne mikroglije tijekom duzeg vremenskog perioda, ali i dinami¢an proces promjene
kroz razli¢ite vrste morfotipa ovisne o vremenu od ozljede (75,308). To je pokazano i ovim
istrazivanjem, gdje vidimo ne samo razlicite stupnjeve aktivacije tijekom hiperakutne i akutne
faze ve¢ 1 migraciju stanica kroz unutarnje slojeve mreznice. Epizode prolazne i lokalizirane
aktivacije mikroglije mreznice ovisne su o okoli$nim signalima te, jednako kao i u mozgu,
razgranata mikroglija moZe postati prolazno hiperrazgranata produzenjem i povecanjem broja
svojih nastavaka u odgovoru na pocetni utjecaj iz okolisa, a zatim se brzo pretvoriti u aktivirani
morfotip poveéane some i zadebljanih nastavaka ako dode do znacajnih poremecaja (309).
Aktivirana mikroglija prilikom velikog oSte¢enja poput ishemijskog nastavlja se prilagodavati
zahtjevima okoliSa pretvorbom u ameboidni tip potpunim povladenjem nastavaka i dodatnim
povecanjem pokretne some, Sto omogucéuje brzu migraciju i fagocitozu umiruéih neurona i
stani¢nog debrisa (309). Osim ameboidne mikroglije, u modelima degenerativnih bolesti
mreznice poput glaukoma opisana je i ,,Stapic¢asta“ mikroglija, izrazito uskih i izduzenih stanica
s malom citoplazmom i nekoliko nastavaka, koja je povezana s gubitkom ganglijskih stanica i

degeneracijom aksona (310,311).

U dijabeti¢nih Akita miSeva, prije izazivanja ishemije je, osim rezidentnih razgranatih
stanica s normalnom raspodjelom, bilo vidljivo 1 poneSto stanica Stapicastog fenotipa
aktiviranih uslijed izraZene Sec¢erne bolesti. Nakon zahvata je, za razliku od nalaza kod miSeva
divljeg tipa, vec¢ina stanica pokazala izraziti aktivacijski stupanj uslijed sekundarne ozljede te
su stanice poprimile Stapicasti ili ameboidni fenotip, a §to je u skladu s drugim radovima koji
na primjeru animalnih modela dijabeticke retinopatije pokazuju povecanje aktivnosti stanica
mikroglije, hipertrofiju, i povecanje broja stanica primarno ameboidnog fenotipa u unutrasnjim
slojevima, ukljucujuci sloj ganglijskih stanica (309,312,313). Takoder je u drugim radovima
pokazana promjena u izrazaju razli¢itih upalnih ¢imbenika poput CD11b, IL-1p, IL-6 i TNF-a
povezanih s vaskularnom propusnosti, poremecajem funkcije neuronska i neovaskularizacijom
te znaCajna korelacija promjene tih upalnih c¢imbenika s ameboidnom aktiviranom

mikroglijom, apoptozom i fagocitnom funkcijom (309,312-317).

Zanimljivo je da je kod dijabeti¢nih Akita Zivotinja s nedostatkom B2R-a Se¢erna bolest

prije ishemije aktivirala stanice mikroglije prema hiperrazgranatom, vjerojatno protuupalnom
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fenotipu aktivacijom izrazito izrazenog B1R-a, za razliku od dijabeti¢nih Akita zivotinja, kod
kojih su aktivirane stanice bile Stapicastog tipa, a koji je prethodno pokazan proupalnim i
neurodegenrativnim (309). S obzirom na relativno mladu dob koriStenih Zivotinja, bit ¢e
potrebna dodatna istrazivanja kako bi se odredilo na koji nacin starenje i patoloske promjene
uslijed istoga utjeCu na ponaSanje stanica mikroglije u ovih Zivotinja. Nakon zahvata, kod
Akita/B2R-KO zivotinja postojala je znaCajna razlika u odgovoru mikroglije izmedu
hiperakutne i akutne faze, gdje je hiperakutno vecina stanica poprimila ameoboidni morfotip,
dok je u akutnoj fazi vecina stanica bila hiperrazgranatog morfotipa. Hiperakutno dakle vidimo
podjednak odgovor stanica mikroglije kao u Akita Zivotinja, ali akutno dolazi do razlika u
odgovoru (Slike 44, 45). Medutim, dodatna istrazivanja bit ¢e potrebna kako bi se dokazalo je
li kroni¢na upala uzrokovana Se¢ernom boles¢u prekondicionirala stanice mikroglije u
protuupalno stanje aktivacijom B1R-a te posljedi¢no smanjila lu¢enje NO-a, TNF-a i IL-1p,
kao 1 je li zbog toga uocena promjena morfologije od ameboidog prema hiperrazgranatom

morfotipu.

U B2R-KO skupini prije izazivanja ishemije nije bilo razlika u aktivacijskom statusu i
raspodjeli stanica u odnosu na miseve divljeg tipa (Slike 44, 45). U hiperakutnoj fazi veéina
stanica je poprimila zgusnuti Stapicasti ili ameoboidni morfotip, uz nesto obilniju raspodjelu u
vanjskom mreZastom sloju, dok je u akutnoj fazi prevladavao hiperrazgranati oblik uz dosta
stanica ameboidnog morfotipa. Uz nedostatak prethodnih radova o ulozi B2R-a na status
mikroglije mreznice nakon ishemije, oslanjajuci se samo na in vivo rezultate ovoga istrazivanja,
djeluje o¢itom uloga nedostatka B2R-a u povecanju izrazaja BI1R-a, a ¢ija je aktivacija uslijed
ishemije utjecala na povecanje propusnosti i izrazito stvaranje mrezni¢nog edema te je
povecana aktivacija mikroglije u ovim miSevima sukladna snaznom upalnom odgovoru

vaskulature 1 ve¢em gubitku ganglijskih stanica.

Usporedbom promjena u morfologiji izmedu skupina moze se zakljuciti da SeCerna
bolest aktivira stanice mikroglije u mreZnici prije izazivanja ishemije te da nakon ishemije
izaziva nagli prijelaz stanica u visoko aktivacijsko stanje obiljezeno ameboidnim i Stapic¢astim
oblikom stanica. Se¢erna bolest i u nedostatku B2R-a aktivira mikrogliju prije ishemije, ali
prema naizgled drugacijem fenotipu koji je obiljeZen hiperrazgranatim oblikom stanica i €iji je
prelazak u ameboidni i Stapicasti oblik nakon ishemije kraci te se u akutnoj fazi ponovno vraca
u hiperrazgranati. U nedostatku B2R-a kod nedijabeti¢nih Zivotinja, u hiperakutnoj fazi nakon

ishemije takoder prevladava ameboidni i Stapicasti oblik, uz hiperrazgranati i ameboidni oblik
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u akutnoj fazi, a pojacana aktivacija u odnosu na divlji tip je u skladu s izrazenijim upalnim

odgovorom, izrazitim edemom i izrazenijom ishemijskom nekrozom mreznice u ovoj skupini.

6.9. Secerna bolest mijenja ulogu bradikinskog receptora tipa 2 u postishemijskom

upalnom odgovoru mozga i mreZnice

U pretklini¢kim istrazivanjima postoji niz razli¢itih, ali zasebnih modela ishemijskog
mozdanog udara i ishemije mreznice. Medutim, nasa grupa je pokazala da u Koizumi modelu
okluzije srednje mozdane arterije, koji se godinama iskljuc¢ivo koristio kao model ishemije
mozga, istovremeno dolazi i do ishemije ipsilateralne mreznice te da promjene u tkivu izazvane
ishemijom, poput razvoja edema u akutnoj fazi i gubitka tkiva u kroni¢noj fazi, imaju jednaki
vremenski slijed u mozgu i u mreznici (232). Koristenje navedenog modela u ovom istrazivanju
omogucilo nam je paralelno pracenje utjecaja Secerne bolesti i nedostatka B2R-a na akutnu

fazu razvoja ishemijske lezije u mozgu i u mreznici.

U ovom modelu, Se¢erna bolest u akutnoj fazi nije znacajno utjecala na prezivljenje,
veli¢inu ishemijske lezije u mozgu ni na razvoj neuroloskog deficita. Medutim, njen Stetni
utjecaj na razvoj ishemijske lezije mozga, koji je prethodno pokazan i u Zivotinjskim modelima
i kod ljudi (104,106), ovdje se ocitovao pojacanim nakupljanjem vode u podruéju lezije, ve¢im
otokom zahvacene polutke te izrazenijom promjenom volumena polutki. U Secernoj bolesti je
uz pojacani razvoj edema istovremeno primije¢en 1 znacCajan gubitak nadzornih stanica
mikroglije te izrazita aktivacija preostalih stanica u obje mozdane polutke. Za Secernu je bolest
pokazano da potiCe povecanje genskog izrazaja bradikininskih receptora u mozgu prije
ishemije te da znacajno utjece na genski i na proteinski izrazaj bradikininskih receptora nakon
ishemije. Nedostatak B2R-a u dijabeticnim Zivotinjama u akutnoj fazi nije utjecao na
prezivljenje, volumen lezije ili razvoj edema. lako morfoloski nisu uo€ene zna¢ajne promjene
u odnosu na dijabeti¢ke Zivotinje, nedostatak B2R-a je kod dijabeti¢nih Zivotinja ublazio razvoj
neuroloskog deficita. Uz to, nedostatak B2R-a je promijenio odgovor mikroglije na ishemiju
kod dijabeti¢nih Zivotinja tako $to je smanjio pad u broju stanica mikroglije te sprijecio njenu
aktivaciju u perilezijskim podrucjima i nezahva¢enoj mozdanoj polutci. S obzirom na to da
mikroglija, ovisno o fenotipu, moZe imati i zastitni i Stetni utjecaj na razvoj ishemijske lezije,
daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se odredilo na koji na¢in navedene promjene u njenoj

brojnosti i aktivaciji u akutnoj fazi u ovim skupinama utjecu na kroni¢ni oporavak tkiva (102).
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Nedostatak B2R-a u odsutnosti Sec¢erne bolesti, za koji u postojeéim istrazivanjima jos§
uvijek nema konsenzusa o sveukupnom Stetnom ili zastitnom djelovanju u razvoju ishemijske
lezije mozga, pokazao je naznaku povoljnog utjecaja na prezivljenje Zivotinja i povoljan utjecaj
na vaskularnu propusnost u akutnoj fazi ishemije. Uz to, Zivotinje s nedostatkom B2R-a su
pokazale i bolje prezivljenje stanica mikroglije uslijed ishemije te njihovu pojacanu aktivaciju
u perilezijskim podru¢jima u odnosu na zivotinje divljeg tipa. Navedene promjene rezultirale
su znacajno boljim neuroloskim statusom B2R-KO zivotinja u akutnoj fazi ishemije u odnosu

na zivotinje divljeg tipa.

U akutnoj fazi ishemije otok ipsilateralne mozdane polutke istovremeno prati i
zadebljanje mreZnice, $to je u oba sluéaja posljedica razvoja vazogenog edema. Seéerna bolest
je 1 u mreznici pokazala Stetni utjecaj na razvoj ishemijske lezije, poticuci razvoj edema te
ishemijsku nekrozu mreznice u odnosu na Zzivotinje divljeg tipa. Uslijed Se¢erne bolesti
pokazana je i proupalna aktivacija stanica mikroglije prije indukcije ishemije, vidljiva iz
promjene stanica u StapiCasti neurodegenerativni morfotip. Izrazita aktivacija stanica
mikroglije prema proupalnom ameboidnom fenotipu uslijed ishemije uocena u mozgu
pokazana je i u ishemiji mreznice. lako je Seferna bolest negativno utjecala na razvoj
ishemijske ozljede u oba tkiva, njen utjecaj na genski izrazaj bradikininskih receptora se
razlikovao u mozgu i mreZnici. Uslijed Se¢erne bolesti genski izrazaj bradikininskih receptora
mreZnice bio je poviSen u odnosu na izrazaj u miseva divljeg tipa prije 1 nakon ishemije, ¢ak 1
usprkos tome §to je kod dijabeti¢nih Akita miSeva nakon ishemije uocen pad u izraZaju, a kod

miSeva divljeg tipa porast.

Nedostatak B2R-a je u dijabeti¢nim zivotinjama znac¢ajno smanjio pojavu ishemijske
nekroze mreznice 1 razvoj edema, ali 1 odgodio rezoluciju edema. Utjecaj SeCerne bolesti na
aktivaciju mikroglije mreznice uocen je i u dijabeti¢nih zivotinja s nedostatkom B2R-a, ali se
vidjela razlika u aktivacijskom statusu u odnosu na dijabeticnu Akita skupinu. Aktivirane
stanice mikroglije u mreZnici Akita/B2R-KO Zivotinja su prije ishemije bile pretezito
hiperrazgranatog izgleda koji upuéuje na protuupalni fenotip, za razliku od Stapicastog izgleda
kod Akita miSeva, koji upucuje na proupalni neurodegenerativni fenotip (309). Nakon
ishemije, mikroglija se u prisustvu Secerne bolesti aktivirala prema ameboidnom morfotipu, ali
se u nedostatku B2R-a takva aktivacija zadrzala samo u hiperakutnoj fazi te se akutno

mikroglija vratila prema hiperrazgranatom morfotipu.
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Iznenadujuce je otkri¢e da nedostatak B2R-a kod nedijabeti¢nih miSeva, za razliku od
miSeva sa Secernom bolesti, ima suprotan u¢inak u akutnoj fazi ishemije mozga i mreznice. U
nedostatku B2R-a kod nedijabeti¢nih zivotinja doslo je do znacajnog povecanja ucestalosti
ishemijskih nekroticnih promjena mreznice, pojacanog razvoja edema, ali i odgodene
rezolucije edema, kao i povecane aktivacije stanica mikroglije. Zanimljivo je da se Stetni utjecaj
nedostatka B2R-a na razvoj ishemijske ozljede mreznice nedijabeti¢nih Zivotinja nije oCitovao

kod dijabeti¢nih zivotinja.

Iz ovoga proizlazi da nedostatak B2R-a akutno ima zastitni utjecaj na razvoj ishemijske
ozljede mozga i mreznice u Se¢ernoj bolesti. Zastitni utjecaj je nesto izraZeniji u mreznici, ali
¢e buduca istrazivanja biti potrebna kako bi se razjasnila drugacija uloga B2R-a u akutnoj fazi
razvoja ishemijske ozljede mozga i mreznice nedijabeti¢nih Zivotinja te istrazilo kako uocene

razlike utjecu na kroni¢nu fazu ishemije, regeneraciju i oporavak tkiva.

140



7. ZAKLJUCAK

Istrazivanjem utjecaja Secerne bolesti na ulogu bradikininskog signalnog puta u razvoju
edema te odgovoru mikroglije u misjem modelu ishemijske ozljede mozga i mreznice

zakljuCeno je sljedece:

1. FizioloSka mjerenja provedena na Akita miSevima s dijabetesom tipa 1, miSevima
s dijabetesom tipa 1 i S onemoguéenim genom za bradikininski receptor tipa 2 i
njihovim nedijabeti¢énim kontrolama pokazala su da u miSeva sa se¢ernom bolesti
nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 pogorsava glikemijski status i sprjecava

razvoj povisenog intraokularnog tlaka.

2. In vivo pra¢enjem razvoja cerebralne ishemijske lezije nakon okluzije srednje
mozdane arterije magnetskom rezonancijom te procjenom tezine neuroloSkog
deficita pokazan je Stetan utjecaj Secerne bolesti, koja u akutnoj fazi pojac¢ava razvoj
postishemijskog mozdanog edema. Pri tome nedostatak bradikininskog receptora
tipa 2 umanjuje razvoj postishemijske vaskularne propusnosti samo u odsutnosti
SeCerne bolesti, dok razvoj akutnog neuroloSkog deficita umanjuje dijelom i1 u

prisutnosti Secerne bolesti.

3. Odredivanjem relativnog izrazaja mRNA i proteina bradikininskih receptora u obje
mozdane polutke pokazano je da je u Secernoj bolesti genski izrazaj bradikininskih
receptora u mozgu prije ishemije smanjen, a proteinski izrazaj nepromijenjen. U
akutnoj fazi nakon izazivanja ishemije Secerna bolest dodatno utjece na promjenu

genskog, ali i proteinskog izrazaja bradikininskih receptora.

4. Analizom broja stanica mikroglije pokazano je da u ovom modelu cerebralna
ishemija u akutnoj fazi uzrokuje njihov znacajan gubitak u podrucju lezije, kao i u
odredenim dijelovima perilezijskog podrucja i kontralateralne polutke. Pri tome
Secerna bolest pojacava gubitak stanica mikroglije u obje polutke, dok nedostatak

bradikininskog receptora tipa 2 pospjesuje njihovo prezivljenje.
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Kvantitativnom analizom trodimenzionalne morfologije stanica mikroglije u
mozgu prije 1 nakon ishemije pokazane su znaCajne promjene u morfotipu
mikroglije u podrucju lezije, ali i nesto blaze promjene u perilezijskim podrucjima
te kontralateralnoj mozdanoj polutci, a koje ukazuju na aktivaciju stanica mikroglije
u akutnoj fazi ishemije. Pri tome Secerna bolest snazno aktivira stanice mikroglije
uslijed ishemije, dok nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 u Secernoj bolesti

umanjuje njihovu aktivaciju.

In vivo pra¢enjem razvoja ishemijske lezije mreZnice nakon okluzije pterigopalatine
arterije snimanjem ipsilateralnog oka magnetskom rezonancijom te fotografijom i
fluoresceinskom angiografijom oc¢ne pozadine pokazano je da Secerna bolest
kratkotrajno odgada ishemijsku nekrozu, ali pogorSava edem mreznice u akutnoj
fazi, dok nedostatak bradikinskog receptora tipa 2 smanjuje ishemijsku nekrozu i
edem mreZznice u zivotinja sa SeCernom bolesti, ali pogorSava iste kod

nedijabeti¢nih zivotinja.

Odredivanjem relativnog izrazaja mRNA bradikininskih receptora u mreznici
pokazano je da je genski izrazaj bradikininskih receptora u mreznici prije ishemije
povisen u prisutnosti $ecerne bolesti. Seéerna bolest dodatno utjede i na promjenu
genskog izrazaja bradikininskih receptora u mreznici u akutnoj fazi nakon

izazivanja ishemije.

Morfometrijska analiza stanica mikroglije mreznice pokazala je u akutnoj fazi
ishemije izrazitu promjenu morfotipa koja ukazuje na njihovu aktivaciju. Pri tome
Secerna bolest pojacava aktivaciju stanica mikroglije uslijed ishemije mreZnice, dok
nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 u Secernoj bolesti umanjuje njihovu

aktivaciju.

U odsutnosti Se¢erne bolesti nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 ima zaStitan
uc¢inak na akutnu fazu razvoja ishemijske lezije mozga, ali Stetan u¢inak na akutnu
fazu razvoja ishemijske lezije mreZznice. U prisutnosti Sec¢erne bolesti, ti u€inci su
znacajno izmijenjeni, Sto ukazuje na to da SeCerna bolest mijenja ulogu
bradikininskog receptora tipa 2 u postishemijskom upalnom odgovoru mozga i

Mmreznice.
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8. SAZETAK

Seéerna bolest, kao uéestali komorbiditet u podlozi ishemije mozga i mreZnice, mijenja
izrazaj bradikininskih receptora uklju¢enih u postishemijski upalni odgovor. Cilj ovog
istrazivanja bio je odrediti kako Secerna bolest utjeCe na ulogu signalnog puta bradikinina u
razvoju edema te aktivaciji i migraciju mikroglije u mi§jem modelu ishemijske ozljede mozga
i mreznice. MiSevima s dijabetesom tipa 1, dijabeti¢nim miSevima s onemogucéenim genom za
bradikininski receptor tipa 2 te njihovim nedijabeti¢cnim kontrolama inducirana je ishemija
simultanom okluzijom srednje mozdane 1 pterigopalatine arterije. Rezultati pokazuju
ukljucenost bradikininskog receptora tipa 2 u metabolizam glukoze i razvoj o¢ne hipertenzije
u dijabeti¢nih miseva. Pokazuju i1 da Secerna bolest razli¢ito modulira izrazaj bradikinskih
receptora u mozgu i mreznici, pojacava razvoj mozdanog i mrezni¢nog edema, postishemijsku
aktivaciju stanica mikroglije i gubitak istih, dok nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 u
Secernoj bolesti smanjuje odgovor mikroglije, progresiju neuroloskog deficita i edem mreznice.
U odsutnosti $ecerne bolesti, nedostatak bradikininskog receptora tipa 2 smanjuje vaskularnu
propusnost mozga 1 pospjeSuje prezivljenje mikroglije, ali istovremeno pojacava
postishemijski edem mreZnice i aktivaciju mikroglije. Ovim radom je pokazano da Secerna
bolest mijenja ulogu bradikinskog receptora tipa 2 u postishemijskom upalnom odgovoru
mozga 1 mreznice te ukazuje na vaznost ukljuenja komorbiditeta u pretklini¢ka istrazivanja

ishemijskog moZzdanog udara.
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9. SUMMARY

The effects of diabetes mellitus on edema development and microglial response in a mouse

model of cerebral and retinal ischemia via modulation of bradykinin receptors expression

Anja Bari¢

2023.

Diabetes mellitus, underlying brain and retinal ischemia, changes the expression of
bradykinin receptors in the postischemic inflammatory response. The aim of this research was
to determine how diabetes modulates the role of bradykinin signalling pathway in edema
development and microglial response in a mouse model of cerebral and retinal ischemia.
Ischemia was induced by simultaneous occlusion of the middle cerebral and pterygopalatine
arteries in type 1 diabetic mice, bradykinin receptor type 2 knock-out diabetic mice, and their
non-diabetic controls. The results show the involvement of bradykinin receptor type 2 in
glucose metabolism and ocular hypertension development in diabetic mice. Diabetes changes
the expression of bradykinin receptors in the brain and retina differently, enhances brain and
retinal edema development, postischemic activation and loss of microglia, while bradykinin
receptor type 2 deficiency in diabetes reduces the microglial response, retinal edema, and
progression of neurological deficit. In normoglycemia, bradykinin receptor deficiency reduces
cerebral vascular permeability and promotes microglial survival, but at the same time enhances
retinal edema formation and microglial activation. This work has shown that diabetes changes
the role of bradykinin receptor type 2 in postischemic inflammatory response and underlines

the importance of the inclusion of comorbidities in preclinical stroke research.
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