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1. UVOD

1.1. MoZdani udar i ishemijska ozljeda mozga

Prema podacima iz 2002. godine, na svjetskoj razini od mozdanog udara godisnje oboli 15
milijuna ljudi, od ¢ega umire 5,5 milijuna ljudi (10 % sveukupne svjetske smrtnosti), a oko 5
milijuna bolesnika ostaje s trajnim tjelesnim oSte¢enjima (1). Prema novijim podacima iz
2012. godine, u Sjedinjenim Americkim Drzavama 800 000 ljudi godis$nje pretrpi neki oblik
mozdanog udara, dok od tog broja 150 000 ljudi umire od posljedica mozdanog udara (2). U
skladu s navedenim statistikama, mozdani udar nalazi se na tre¢em mjestu uzroka smrtnosti i
na prvom mjestu uzroka invalidnosti u svijetu (3,4). Temeljem navedenih statistickih
podataka mozdani udar predstavlja veliko socioekonomsko optere¢enje zbog narusene
kvalitete Zivota, kako oboljele osobe, tako i okoline u kojoj se nalazi; a takoder i zbog velikih
ekonomskih izdataka potrebnih za lijeenje, rehabilitaciju i skrb o bolesnicima, koja je u

velikom broju slucajeva dozivotna.

Prema uzroku nastanka, mozdani udar dijeli se na ishemijski i hemoragijski mozdani udar.
Prema ucestalosti, ishemijski mozdani udar javlja se ¢esce te ¢ini 85% svih mozdanih udara,
dok preostalih 15% c¢ine hemoragijski mozdani udari (1). Prema mehanizmu nastanka,
ishemijski mozdani udari dijele se na trombotske, embolijske, te na mozdane udare koji su
nastali kao posljedica sistemske hipoperfuzije. Trombotski i embolijski mozdani udari
najcesce uzrokuju zacepljenje jedne krvne Zile, a u njenom opskrbnom podrucju posljedicno
se javlja fokalno ishemijsko ostecenje. S druge strane, sistemska hipoperfuzija najcesce
uzrokuje ishemiju u razli¢itim regijama mozga koje se nalaze na granicama opskrbnih
podrucja velikih mozdanih arterija (5). Tromboembolijski mozdani udar ¢ini vecinu nastalih
ishemijskih mozdanih udara (u literaturi se cesto naziva samo ishemijski mozdani udar), a u
njegovoj podlozi nalazi se ishemijska ozljeda mozga koja ¢e biti prouavana u ovom

istrazivanju.

Unato¢ znaCajnom napretku rehabilitacijske terapije u podrucju lijeCenja posljedica
mozdanog udara, za sada je jedina odobrena terapija u akutnoj fazi tromboembolijskog
ishemijskog mozdanog udara postupak trombolize primjenom rekombinantnog aktivatora

tkivnog plazminogena (rtPA — engl. recombinant tissue Plasminogen Activator). Terapijsko



razdoblje u kojemu je primjena rtPA opravdana (tzv. "vremenski prozor") do nedavno je
iznosilo 3 h od trenutka nastanka simptoma ishemijskog mozdanog udara (6). Nedavno je
navedeno razdoblje proSireno na 4,5 h od trenutka nastanka ishemije (7). Medutim, unatoc¢
proSirenom vremenskom prozoru, manje od 5% bolesnika primi tromboliticku terapiju rtPA u
navedenom vremenskom periodu, dok ostaloj vecini bolesnika (>95%) preostaje tek potporna
terapija u obliku intenzivne njege (8). Znatni napori u prevenciji mozdanog udara snizili su
razinu incidencije te posljedi¢no mortaliteta, dok je uvodenje specijalizirane intenzivne njege
barem djelomice poboljSalo krajnji funkcionalni ishod bolesnika oboljelih od mozdanog

udara (9).

Razvoj novih terapijskih pristupa u lijeCenju mozdanog udara postao je jedan od prioritetnih
ciljeva bazi¢nih i primijenjenih istraZivanja u podrucju neuroznanosti. Podlogu razvoja svih
novih terapijskih moguénosti ¢ine bazi¢na istrazivanja, koja nastoje objasniti (pato)fizioloske
mehanizme koji se odvijaju u podlozi neke bolesti. Ovdje prikazano istrazivanje objasnjava
ulogu receptora TLR2 (engl. Toll-like receptor 2 - receptor nalik na Toll 2) u odgovoru

mozga na nastalo ishemijsko ostecenje.

1.2. PatofizioloSka kaskada dogadaja u ishemijskom oSte¢enju mozga

Ishemijsko oSte¢enje mozga rezultat je kompleksnog slijeda patofizioloskih dogadaja koji
imaju izrazenu vremensku i prostornu komponentu, a dogadaju se uslijed privremenog ili
trajnog smanjenja protoka krvi u mozgu. Najznacajniji patofizioloSki mehanizmi koji se
javljaju u uvjetima ishemije su ekscitototksicnost, periinfarktne depolarizacije, upala i
programirano odumiranje stanica, tj. apoptoza. U ranoj fazi (unutar nekoliko sati) dolazi do
pojave ekscitotoksi¢nosti, periinfarktnih depolarizacija, nekroze te pocetne faze upalnog
odgovora; dok se u kasnijoj fazi odgovora javlja jasno izrazena upala i apoptoza stanica (4).
Ovdje je vazno naglasiti kako navedeni procesi nisu jasno razgraniceni u vremenu i prostoru.
Naime, vjerojatnost pojave pojedinog procesa ovisi o vremenskom periodu koji je prosao od
trenutka nastanka zacepljenja krvne zile, te o prostornoj udaljenosti podrucja koje
promatramo od srediSta nastale ishemijske lezije. Razvoj pojedinih patofizioloskih dogadaja u
vremenskom slijedu nakon nastanka ishemije, te znac¢aj dogadaja s obzirom na krajnji ishod
(nastalo oStecenje), prikazani su na Slici 1. Ukoliko nakon nastalog perioda ishemije nastupi

ponovna uspostava krvotoka kroz zacepljenu krvnu Zilu (reperfuzija), paradokslano dolazi do



naknadnog oStecenja u podrucju ishemijske ozljede, buduci da dolazi do pojacanog stvaranja
slobodnih kisikovih radikala koji mogu slozenim mehanizmima djelovati Stetno na prezivjele
stanice (10). Ishemijsko oSte¢enje udruzeno s oSte¢enjem nastalim zbog rekanalizacije krvne

zile 1 posljedicne reperfuzije naziva se ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom.

A Ekscitotoksi¢nost
Periinfarktne

2 depolarizacije Upala
- A )

Tl Apoptoza

/ ST T
Minute Sati Dani
Vrijeme

Slika 1. Shematski prikaz kaskade patofizioloSkih dogadaja nakon nastanka ishemijske lezije
mozga. Vrlo rano nakon nastanka fokalnog perfuzijskog deficita, ekscitotoksi¢ni mehanizmi
osteuju neurone i glija stanice, koji posljedicno odumiru. Ekscitotoksi¢nost uzrokuje
nastanak periinfarktnih depolarizacija, nakon cega slijedi razvoj upale 1 apoptoze
(programiranog odumiranja stanica). Apscisa predstavlja razvoj dogadaja u vremenu, dok
ordinata prikazuje udio pojedinog patofizioloskog dogadaja u kona¢nom ishodu (oStec¢enju).

Preuzeto i prilagodeno iz (4).

U ljudskome tijelu, udio tezine mozga u ukupnoj tjelesnoj tezini iznosi 2%, dok udio protoka
krvi kroz mozak iznosi 15% ukupnog protoka krvi u tijelu. Energetske potrebe mozga
obuhvacaju 20% ukupne potroSnje kisika u tijelu, te 25% ukupne potros$nje glukoze u tijelu.
Energetski metabolizam ziv€anih stanica utemeljen je gotovo isklju¢ivo na procesu
oksidativne fosforilacije (11). NaruSsen mozdani protok krvi onemogucava dotok potrebnih
substrata metabolizma (kisika 1 glukoze), te naruSava proizvodnju energije kojom se
odrzavaju membranski ionski gradijenti (12, 13). Nedostatna proizvodnja energije dovodi do
gubitka membranskog potencijala, Sto uzrokuje depolarizaciju zivCane stanice (14).

Posljedi¢no se aktiviraju kalcijski kanali ovisni o naponu $to dovodi do pojaanog otpustanja



ekscitacijskih neurotransmitera u izvanstani¢ni prostor. U isto vrijeme, zbog nedostatne
proizvodnje energije, onemogucena je ponovna pohrana ekscitacijskih aminokiselina u
presinapti¢ki zavrSetak, Sto dodatno pojacava nakupljanje ekscitacijskog neurotransmitera

glutamata u izvanstani¢cnom prostoru.

Aktivacijom NMDA (N-metil-D-aspartat) receptora i metabotropnih glutamatnih receptora u
stanici dolazi do pojacane aktivacije fosfolipaze C i1 povisSene razine inozitol-trifosfata (IPs),
Sto rezultira previsokom koncentracijom iona kalcija unutar stanice (15). U isto vrijeme, kao
rezultat prekomjerne stimulacije Ziv€ane stanice glutamatom, ioni natrija i klora ulaze stanicu
putem ionotropnih glutamatnih AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propionska
kiselina) receptora. Buduci da je ulazak iona natrija i klora ve¢i od izlaska iona kalija, dolazi
do ulaska vode u stanicu. Makroskopski gledano, nastaje edem mozga, koji dodatno ometa
krvnu opskrbu podrucja koje se nalazi oko sredista ishemije. PoviSena koncentracija kalcija
zapocinje brojne citoplazmatske i nuklearne dogadaje koji utjeu na razvoj ishemijske lezije,
medu kojima vazno mjesto ima aktivacija proteolitickih enzima koji degradiraju proteine
citoskeleta, primjerice aktin, spektrin, te proteine izvanstanicnog matriksa, kao $to je laminin
(16,17). Aktivacijom kalcij-ovisne citoplazmatske fosfolipaze A2 (cPLA2 — engl. cytosolic
calcium-dependent phospholypase A2) dolazi do hidrolize membranskih fosfolipida, te
oslobadanja slobodnih masnih kiselina, ukljucuju¢i arahidonsku kiselinu. Metaboliziranjem
arahidonske kiseline stvaraju se slobodni kisikovi radikali, koji imaju ulogu signalnih
molekula te aktiviraju upalu i apoptozu. Aktivacijom kalcij-ovisne sekretorne fosfolipaze A2
(sPLA2 — engl. secreted calcium-dependent phospholypase A2) dolazi do hidrolize
kardiolipina, ¢ime se razara mitohondrijski respiratorni lanac, te dolazi do dodatne
proizvodnje slobodnih kisikovih radikala (18). DuSikov oksid, spoj kojeg sintetizira enzim
ovisan o kalciju - duSikov-oksid-sintaza (engl. NOS - nitric-oxide synthase), reagira sa
superoksidnim anionima, Sto rezultira proizvodnjom visoko reaktivnih spojeva —
peroksinitrita, koji naknadno ostecuju tkivo (19, 20). Medutim, u isto vrijeme proizvodnja
dusi¢nog oksida od strane endotelnih stanica moze djelovati neuroprotektivno, jer poboljSava
tkivnu perfuziju (21). Slobodni kisikovi radikali razaraju unutarnju mitohondrijsku membranu
1 uzrokuju oksidaciju bjelancevina koje sudjeluju u transportu elektrona, izbacivanju

vodikovih iona i proizvodnju ATP-a (22).



Na mitohondrijskoj membrani stvaraju se pore, te ona postaje propusna, S$to uzrokuje
bubrenje mitohondrija, prestanak proizvodnje ATP-a, te dodatni nastanak slobodnih kisikovih
radikala (23). Kao posljedica stvaranja pora na mitohondrijskoj membrani, dolazi do
otpustanja citokroma C iz mithondrija u citoplazmu, §to posljedi¢no aktivira programiranu

stani¢nu smrt — apoptozu (24).

Hemodinamske, metabolicke i ionske promjene koje su prethodno opisane ne zahvacéaju
ravnomjerno cijelo podruc¢je ishemijske lezije. Morfoloski i patofizioloski gledano, nakon
zariSne ishemije u mozdanom tkivu nastaju dvije zone: srediSnja zona nekroze u kojoj je
protok krvi ispod 20% normalnog protoka krvi kroz mozak (25), te periferna zona
hipoperfuzije, tzv. zona penumbre. U zoni nekroze neuroni se nalaze u stanju trajne anoksi¢ne
depolarizacije ve¢ nekoliko minuta nakon nastanka ishemije. Slom ionske homeostaze i
nastanak ukupnog bioenergetskog sloma uzrokuju pojavu lipolize, proteolize, te razgradnje
mikrotubula, §to rezultira brzim odumiranjem stanica. (26). Izmedu ireverziblno ostecene
zone 1 zdravog tkiva nalazi se zona penumbre s oslabljenim protokom krvi, (20-40%
normalnog protoka krvi kroz mozak) (27). Energetski metabolizam u toj zoni je djelomi¢no
oCuvan (Slika 2). Ukoliko se na vrijeme ne primjeni tromboliticka terapija, penumbra moze
postati zona infarkta, buduc¢i da procesi ekscitotoksi¢nosti, nastanka periinfarktnih
depolarizacija, postishemijske upale ili apoptoze djeluju Stetno i mogu dovesti do dodatnog

ostec¢enja ziv€anih stanica koje se nalaze u zoni penumbre. (4, 28, 29).

Morfologija Biokemijski dogadaj

lonski slom o
Nekroza Anokscne depolarizacije

Otpustanje glutamata

Acidoza

Upala i : o
Povecana potrosnja kisika

apoptoza

PENUMB

lzrazaj specificnih gena

Slika 2. Podruc¢je penumbre. Podrucje ishemijske lezije mozga s djelomicno ocuvanom
pefuzijom, koja okruzuje srediste ishemijske lezije. Nakon nastanka ishemije, jezgra i

penumbra ishemijske ozljede mijenjaju se u vremenu i prostoru. Pritom je vazno naglasiti



kako se biokemijski dogadaji koji se odvijaju u podru¢ju penumbre znatno razlikuju od onih u

srediStu ishemijske lezije. Preuzeto i prilagodeno iz (4).

Zbog nastalog energetskog deficita u oba podrucja dolazi do pojacanog otpustanja glutamata
u okolinu, Sto dovodi do pojave depolarizacije ishemic¢nih ziv€anih stanica. Prisutnost
glutamata u nekroti¢nom srediStu uzrokuje nastanak trajnih anoksi¢nih depolarizacija okolnih
ziv€anih stanica koje se zbog nastalog energetskog deficita viSe ne mogu repolarizirati. U
zoni penumbre stanice se nalaze u podruc¢ju s djelomi¢no ocuvanom perfuzijom pa se mogu
repolarizirati, ali na raCun pojaCane energetske potroSnje. Iste stanice mogu se ponovno
depolarizirati kao odgovor na poveéanu koncentraciju glutamata koji se nakuplja u
izvanstani¢nom prostoru §to se naziva terminom "periinfarktne depolarizacije" Periinfarktne
depolarizacije uofene su na zivotinjskim modelima misa, Stakora i macke, a javljaju se
nekoliko puta u sat vremena, tijekom Sest do osam sati nakon nastanka ishemijske lezije.
Kako broj depolarizacija raste, tako se povecava veli¢ina ishemijske lezije (4). Nakon
nekoliko desetljea nagadanja javljaju li se periinfarktne depolarizacije i u ljudi, one su
zabiljezene metodom subduralne elektrokortikografije, a uoc¢eno je kako se javljaju vrlo ¢esto,

te imaju vaznu ulogu u daljnjem Sirenju nastale ishemijske lezije (30).

Stanice mozga koje su ugroZene pretjeranom aktivacijom glutamatnih receptora, previsokom
koncentracijom kalcijevih iona, kisikovim radikalima te oSte¢enjem mitohondrija ili DNA,
mogu odumrijeti procesima nekroze ili apoptoze. Kojim ¢e mehanizmom stanica odumrijeti,
ovisi o prirodi i jadini podrazaja, vrsti stanice, u kojem se stadiju stani¢nog ciklusa nalazi ili
na kojem se stupnju razvoja nalazi (31). Nekroza je dominantna nakon akutne trajne okluzije
krvne zile, dok je u blaZzim ozljedama ¢eS¢a programirana smrt stanica apoptozom, koja se
takoder uocava i u penumbri (32). Geni za kaspaze, kao i geni koji suprimiraju (Blc2, lap) ili
pojacavaju (Bad, TP53) stani¢nu smrt izrazeni su tijekom odgovora mozga na ishemijsku
leziju. Aktivirane kaspaze su enzimi koji aktiviraju bjelancevine zaduzene za homeostazu i
popravke unutar stanice, koje razgraduju pojedine dijelove stanice i uzrokuju njezino
odumiranje. Vise od 30 bjelanc¢evina moze biti cijepano kaspazama, ukljucujuci bjelancevine
citoskeleta, PARP (engl. poly (ADP-ribose) polymerase) - enzim koji popravlja greSke na
DNA, a takoder mogu cijepati i druge kaspaze. Medu 12 otkrivenih kaspaza ustanovljeno je
kako kaspaze 1 i 3 imaju kljucnu ulogu u programiranoj stani¢noj smrti nakon ishemijske

ozljede mozga. Jos uvijek je relativno malo poznato o tome koje molekule aktiviraju sustav



kaspaza, ali postoje uvjerljivi dokazi o ulozi citokroma C, koji se otpusta iz mitohondrija i
aktivira apoptosomski kompleks, kojeg ¢ine APAF1 (engl. apoptosis-activating factor 1) i
prokaspaza-9 u prisutnosti dATP-a. Stvaranje 1 aktivacija apoptosomskog kompleksa potice
cijepanje i aktivaciju kaspaze-3 (33). Drugi ¢lanovi obitelji kaspaza vazni su u kasnijim
stadijima nakon nastale ishemijske ozljede mozga, kada se povisuje razina mRNA kaspaza 1,
2, 3 1 8. Istrazivanja u kojima je blokiran ucinak kaspaze-3 specificnim inhibitorom pokazala
su smanjeni neuroloski deficit i smanjenu veli¢inu lezije u eksperimentalnom modelu
ishemijske lezije, neonatalne hipoksi¢no-ishemijske ozljede (34, 35), kao i u modelu

traumatskog oStecenja mozga (36)(4).

Rekanalizacija koja nastaje kao posljedica terapijske intervencije ili endogenog otapanja
ugruska, uzrokuje ponovnu dostavu kisika u ishemijom oste¢eno tkivo. Ukoliko je reperfuzija
uspostavljena, u oligemi¢nom tkivu u kojemu je ouvana barem minimalna perfuzija, moze
do¢i do o€uvanja integriteta stanica i nastanka minimalnih ili nikakvih posljedica ishemije.
Ukoliko reperfuzija nastupi u tkivu u kojemu je nastalo ireverzibilno oSte¢enje stanica, a koje
se nalazi na rubu izmedu sredista ishemijske lezije i penumbre, moze do¢i do naknadnog
nastanka oStecenja ugrozenog tkiva penumbre (37). Naime, u tom podrucju se javljaju brojni
patofizioloski mehanizmi, koji rezultiraju masivnim povecanjem koncentracije ekscitacijskih
neurotransmitera, pojacanom proizvodnjom slobodnih kisikovih radikala, te pojacanim
ulaskom kalcija u ugrozene stanice, tj. dogadaja koji uzrokuju naknadno oStecenje stanica.
Nastajanje reaktivnih kiskovih radikala u uvjetima reperfuzije posebno je izrazeno na
mitohondrijima endotelnih stanica krvnih zila koje se nalaze u ishemijom ugrozenom
podrucju, gdje dolazi do pojacanog stvaranja reaktivnih kisikovih radikala, prvenstveno
superoksida. Drugi vazan izvor kisikovih radikala u stijenci krvnih zila tijekom ishemijsko
reperfuzijske ozljede su enzimi kao Sto je NADPH oksidaza, koja je takoder izraZena u
cerebrovaskularnom endotelu. Uz navedeno, poviSena unutarstani¢na razina kalcija koja se
javlja u uvjetima ishemije aktivira endotelnu duSikov-oksid sintazu (eNOS), koja postaje
vazan izvor duSikovog oksida. NO ima jaci afinitet vezanja za nastali superoksid od
superoksid dismutaze, Sto rezultira stvaranjem vrlo jakih oksidansa, peroksinitrita.
Peroksinitriti su vrlo reaktivni spojevi koji imaju jaca oksidacijska svojstva od superoskida i
NO, a takoder ostaju i duze prisutni u oste¢enom tkivu (10). Nastali reaktivni radikali sa
jakim oksidativnim svojstvima uzrokuju naknadno oSte¢enje krvno mozdane barijere, sa

posljedi¢nim razvojem edema. Uz navedeno, reaktivni kisikovi radikali uzrokuju Stetu



procesima lipidne peroksidacije, reakcijama sa nukleotidnim bazama, interakcijom s
enzimima zaduZenim za popravak DNA, reakcijama sa unutarstanicnim signalnim
bjelancevinama, te smanjenjem nastanka dusikovog oksida (37).

U odgovoru mozga na nastalo ishemijsko oStecenje dolazi do aktivacije kompleksnog slijeda
dogadaja koji se naziva pojmom "endogena neuroprotekcija". Endogena neuroprotekcija
obuhvaca lokalne i udaljene mehanizme zastite koji se aktiviraju s ciljem smanjenja oStecenja
mozga ishemijskom ozljedom, te ponovnom uspostavom tkivne homeostaze. Naime,
ishemijsko oSte¢enje mozga uzrokuje posljedic¢ni porast arterijskog tlaka u tijelu, primjerice,
putem aktivacije simpatickog autonomnog ziv€anog sustava (38), koji se javlja s ciljem
povecanja perfuzije ishemi¢nog tkiva putem kolateralnih krvnih zila koja dolaze iz podrucja
sa neometenom perfuzijom (39). Poticanje lokalne cirkulacije takoder je olakSano lokalnim
oslobadanjem potentnih vazodilatatora, kao $to su adenozin, vazoaktivni ioni kalija i vodika,
te dusikov oksid (40). Uz poboljSanje perfuzije, utjecaj energetske deplecije oslabljen je
smanjenjem energetskih zahtjeva ishemi¢nog mozdanog tkiva suprimiranjen neuralne
aktivnosti 1 sinteze bjelancevina (41, 42). Nakon pocetne aktivacije, NMDA receptori postaju
neosjetljivi, a otpusStanje inhibitornih neurotransmitera smanjuje sinapticku aktivnost i nastoji
ograniCiti Stetan utjecaj ekscitotoksicnosti (43). U isto vrijeme, inhibitori apoptoze Bcl-2 i
IAP (engl. inhibitor of apoptosis), te HSP (engl. heat shock proteins - proteini toplinskog
Soka) se pojacano izlucuju, a Akt signalni put ublaZzava proapoptotski signalni put koji je
stimuliran uslijed ishemijske ozljede (44). Protuupalni i neuroprotektivni citokini IL-10 i
TGF-B (engl. transforming growth factor beta - transformiraju¢i ¢imbenik rasta beta),
izlueni od strane regulatornih limfocita T, djeluju na nacin da ogranicavaju invaziju
leukocita i suprimiraju prirodeni i ste€eni imunoloski odgovor, S§tite¢i prezivjele neurone. U
isto vrijeme dolazi i do znafajnog smanjenja sistemskog imunoloSkog odgovora, S§to
naknadno smanjuje aktivnost prirodenog i steCenog imunoloSkog odgovora aktiviranog

ishemijskom ozljedom (45).

Zastitni ucinci koji se javljaju u kasnijim fazama odgovora mozga na ishemijsko oStecenje
djeluju na nain da stimuliraju reparatorne procese koji se javljaju u oSte¢enom mozgu.
Stanice mikroglije, makrofaga, neurona, astrocita, i endotelnih stanica izlu¢uju ¢imbenike
rasta, od kojih neki, primjerice eritropoetin i IGF-1 (engl. insuline-like growth factor -
¢imbenik rasta nalik na inzulin) takoder dolaze i iz udaljnih organa, te ulaze u mozak putem

krvnih zila (46 - 48). Ujedno, glutamatergicka sinapticka aktivnost uzrokuje indukciju



neurotrofnog c¢imbenika BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor - neurotrofni
¢imbenik porijeklom iz mozga) putem aktivacije CREB (engl. cAMP response element-
binding protein) Cimbenika prepisivanja (49). Neuroni koji prezive ishemijsku ozljedu
pruzaju nove nastavke pokuSavajuéi ponovno uspostaviti osteene veze s okolnim neuronima
(50). U isto vrijeme, na zivotinjskom modelu je uoc¢eno kako neuronalne prekursorske stanice
pristizu u oste¢eno podrucje (51), a stanice porijeklom iz koStane srzi pridonose stvaranju
mikrovaskularne mreze u mozgu (52). Navedeni procesi utjecu na ponovnu uspostavu tkivne
homeostaze s ciljem reorganizacije izvanstani¢nog matriksa, nadomjeStanja odumrlih stanica,

te ponovne uspostave neuronskih krugova (53).

Temeljem prethodno navedenog, mozemo zakljuciti kako se za vrijeme nastanka ishemijske
ozljede u isto vrijeme odvijaju s jedne strane razorni procesi koji dovode do stani¢ne smrti, a
s druge strane lokalni i1 sistemski zaStitni procesi koji djeluju kao protuteZza razornim
procesima. Unato¢ Cinjenici da razorni procesi koji se odvijaju u patofiziologiji ishemijske
ozljede tkiva na kraju ipak prevagnu, u isto vrijeme samozastitni (neuroprotektivni)
mehanizmi djeluju na nacin da stvaraju uvjete potrebne za kasniji oporavak i reorganizaciju,

tj. procese koji ¢e uslijediti u kasnijoj fazi nakon nastale ishemijske ozljede mozga (53).

1.3. Uloga upale u patofiziologiji ishemijskoga oStecenja mozga

Imunoloski sustav sudjeluje u svim komponentama patofizioloske kaskade dogadaja nakon
ishemijskoga oSte¢enja mozga; od najranijih dogadaja kao $to je zaCepljenje krvne Zile, pa
sve do kroni¢ne faze odgovora mozga na ishemijsko oStecenje, tj. tijekom regenerativnih
procesa koji se javljaju uslijed oporavka. Upalni odgovor mozga na ishemijsko oStecenje
karakteriziran je brzom aktivacijom rezidentnih upalnih stanica (najznacaniju izvrSnu ulogu
imaju stanice mikroglije), nakon ¢ega slijedi infiltracija tkiva upalnim stanicama iz krvotoka
u podrucje ishemijske lezije, tj. transendotelna migracija granulocita (neutrofila), monocita/

makrofaga i limfocita (54).

Prema specificnosti 1 brzini odgovora, navedene stanice se mogu podijeliti na stanice
prirodenog 1 steCenog imunoloskog sustava. Prirodeni imnoloski sustav aktivira se
neposredno nakon zacepljenja krvne zile zahvaljujuéi prisutnosti receptora koji imaju vrlo

malu specificnost, kako bi se pokrio ¢im S§iri spektar liganada koji upuéuju na patolosko



zbivanje u okolini. Sastavnice prirodenog imunoloskog odgovora u mozgu koje sudjeluju u
ishemijskom oste¢enju ukljucuju stijenku krvne Zile (endotelne stanice); rezidentne upalne
stanice (prisutne u srediSnjem Zziv€anom sustavu — stanice mikroglije, perivaskularni
makrofazi, dendriticke stanice i mastociti); te upalne stanice koje se u normalnim uvjetima
nalaze u cirkulaciji, a uslijed patoloskog zbivanja prelaze u tkivo u kojemu se nalazi nastala
upala/ozljeda (najznacajniji su neutrofili i monociti/makrofazi). Astrociti, takoder rezidentne
stanice mozga, iako ne pripadaju imunoloskom sustavu, imaju vaznu ulogu ve¢ u najranijoj
fazi odgovora na ishemijsku leziju, ali i moduliranju upalnog odgovora te u procesima

cijeljenja, tj. stvaranja glijalnog oziljka.

Steceni imunoloski odgovor ukljucuje procese prezentiranja antigena, klonske ekspanzije
stanica protiv odredenog antigena te stvaranje specificnih imunoglobulina; procese za koje je
potreban duzi vremenski period te dulje izlaganje limfocita antigenu. Izvr$ni mehanizam
steCenog imunoloskog sustava temelji se na visoko specificnim limfocitima T te na izlu¢enim
specificnim imunoglobulinima (45). S ciljem lakSeg pradenja ovog istrazivanja, pregled
zbivanja u upalnom odgovoru mozga na ishemijsku leziju biti ¢e podijeljen na ulogu
rezidentnih stanica, te na ulogu stanica koje su privucene iz cirkulacije i infiltriraju tkivo

mozga nakon nastanka ishemijskoga oStecenja.

1.3.1. Uloga rezidentnih stanica u patofiziologiji ishemijskoga oSte¢enja mozga

Stanice mikroglije najznacajnije su stanice u upalnom odgovoru mozga na ishemijsku leziju.
One potjecu iz hematopoetskog sustava, dio su monocitno — makrofagnog sustava i ¢ine
prirodeni imunoloski sustav srediSnjeg ziv€anog sustava (55, 56). Stanice mikroglije
odgovaraju na bilo koju vrstu patoloskih dogadaja reakcijom koja je poznata pod nazivom
mikroglijalna aktivacija. Donedavno su smatrane kao stanice koje u fizioloSkim uvjetima
miruju, a u patoloSkim uvjetima stvaraju masivnu i burnu upalnu reakciju i djeluju
proinflamatorno, Sto u konacnici rezultira neurotoksi¢nim u¢inkom. No, tesko je prihvatiti da
su stanice mikroglije "¢imbenik rizika" koji je prisutan u srediSnjem Ziv€anom sustavu i da su
se kao takve odrzale kroz evoluciju. Zahvaljuju¢i novim spoznajama, opisana su svojstva
stanica mikroglije koja ukazuju na njihov stabilizacijski u¢inak u srediSnjem Ziv€anom

sustavu, dok u isto vrijeme nadziru okolinu u kojoj se nalaze i aktiviraju se kada je to
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potrebno (57). Morfoloski gledano, stanice mikroglije u stanju mirovanja imaju razgranat
izgled, sa mnogo stani¢nih izdanaka, a na svojoj povrSini izrazavaju molekule koje su
karakteristi¢ne za tkivne makrofage pronadene u drugim organskim sustavima. Oslikavanjem
receptora za kemokin fraktalkin (CX3CR;) koji je izraZzen na povrSini mikroglijalnih stanica,
pomocu dvofotonskog mikroskopa i metode oslikavanja u vremenskim intervalima (engl.
time lapse imaging), pokazano je kako se izdanci mikroglijalnih stanica neprestano stvaraju i
nestaju, tj. ispupCuju i povlace, nalik na pokrete filopodija. Na taj nacin rezidentne stanice
mikroglije stalno ispituju okolinu koja je gusto proZeta nastavcima ziv€anih stanica. K tome,
susjedne stanice mikroglije nadziru pojedine dijelove parenhima koje dijele sa susjednom
stanicom mikroglije, bez stupanja u kontakt s njom. Procjena temeljena na navedenoj metodi
oslikavanja je kako se podrucje cijelog mozdanog parenhima iznova nadzire svakih nekoliko
sati (58, 59). Ukoliko dode do razvoja nekog oblika patoloskog supstrata koji pobuduje
mikrogliju, naizmjeni¢no nadziranje prerasta u usmjerenu migraciju prema mjestu lezije. To
ukljuuje procese usmjerenog navodenja, koji najvjerojatnije ovise o stimulaciji
purinoreceptora, te 0 pomo¢i astrocita (59, 60). Zbog nadzora koji stanice mikroglije vrSe u
okolini u kojoj se nalaze, predlozeno je da se termin "mirujuéa" mikroglija promijeni u
"nadzornu" mikrogliju, kako bi se naglasilo aktivno stanje u kojem se stanice mikroglije
nalaze, §to je to¢nije od pojma mirovanja koji oznacava pasivno stanje. Na taj nacin pojam
aktivacije mikroglije kao odgovora na patolosko zbivanje oznacavao bi promjenu
funkcionalnog fenotipa mikroglije, pa bi se takve stanice nazivale "izvrSnom" mikroglijom,

umjesto "aktivnom" mikroglijom (57).

U uvjetima ishemije aktivirane ("izvrSne") stanice mikroglije mijenjaju svoj oblik iz
razgranatog u okrugli, "ameboidni" oblik, te pocinju proliferirati (57, 61). Nedavna
istrazivanja pokazuju kako, ovisno o stimulusu, aktivirane stanice mikroglije mogu imati

koristan i/ili Stetan u¢inak na neurone koji se nalaze u njihovoj okolini (62 - 66).

Do danas, identificirane su brojne molekule koje mogu promijeniti mirujuce, nadzorno stanje
mikroglije u aktivno, izvrSno stanje. Zajednicko svojstvo tih molekula je to da sve
predstavljaju prijetnju strukturalnom i funkcionalnom integritetu srediSnjeg ziv€anog sustava.
Kako bi komunikacija mikroglije i okoline bila precizna i nedvosmislena, mikroglijalne
stanice sposobne su prepoznati Siroki spektar molekula, a takoder imaju i raznovrsan ucinak

na modulaciju upalnog odgovora, bilo da ga zapocinju, pojacavaju ili umiruju (7ablica 1).
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Tablica 1. Primjeri signala i modulatora koji uzrokuju aktivaciju mikroglije. Preuzeto i

prilagodeno iz (57).

Skupina signala i modulatora

Primjeri

Povrsinske strukture i
DNA/RNA virusnog,
bakterijskog ili gljivicnog
porijekla

agonisti receptora koji prepoznaju uzorak (engl. pattern
recognition receptors — PRR), medu kojima su najvazniji
receptori TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR9: bakterijski
LPS, proteoglikani stani¢nog zida i lipoteikoi¢na kiselina

(LTA), podjedinice ovojnice retrovirusa gp41 i gp120

Abnormalni endogeni proteini

agregati beta amiloida, AB25-35, AB40, AB42, prionski proteini

Komplement komponente sustava komplementa Clq, C5

imunoglobulini raznih klasa i izotipova (IgG, IgA, 1gM)
Protutijela

prezentiranih u obliku imunoloskih kompleksa

¢imbenici stimulacije kolonija i citokini: M-CSF, GM-CSF,

IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-y,
Citokini . .

TNF-a (engl. tumor necrosis factor alpha - Cimbenik nekroze

tumora alfa,) TGF-p itd.

ligandi koji se vezu na kemokinske receptore: CCR3, CCRS,
Kemokini

CXCR, CXCR2, CXCR4, CX3CR1, IL-8R

Neurotrofni ¢imbenici

neurotrofni ¢imbenik porijeklom iz mozga — BDNF, neurotrofni
¢imbenik porijeklom iz stanica glije — GDNF (engl. glia derived
neurotrophic factor), Cimbenik rasta zivaca — NGF (engl. nerve

growth factor), neurotrofini NT-3 i NT-4

Komponente krvne plazme

albumin, fibronektin, fibrinogen, trombin

Ostali proteini i peptidi

apolipoprotein E (ApoE), proteini toplinskog Soka HSP60,
HSP70, CD40L, melanocitni stimuliraju¢i hormon — MSH,

endotelin, S100 proteini, vazoaktivni intestinalni peptid (VIP)

Spojevi povezani s prijenosom

podrazaja ziv€anim stanicama

ATP i srodni purini, B-adrenergi¢ni agonisti, glutamat, kainat,

NMDA

Toni

ioni kalija i mangana

Ostali spojevi

kanabinoidi, ceramidi, gangliozidi, lipofosfatidi¢na kiselina
(LPA), melanin, endogeni opijati (endomorfini), ¢imbenici
aktivacije trombocita — PAF (engl. platelet activating factor),

prostaglandin E,, steroidni hormoni
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Prema mehanizmu, aktivacija mikrogije moze se odvijati na dva razli¢ita nacina: a)
aktivacijom stanica specificnim ligandom koji u fizioloSkim uvjetima nije prisutan u
srediSnjem Ziv€anom sustavu (npr. egzogeni lipopolisaharid G- bakterija, endogeni HSP70),
ili se pak nalazi u nefizioloSkom obliku (npr. proteinski agregati B-amiloida); i b)
nedostatnom stimulacijom stanica mikroglije tzv. "umirujuéim" signalima iz okoline. Prvi
nacin ukljucuje bakterijske, virusne, gljivicne, ali i endogene strukture koje se vezu na
receptore koji prepoznaju uzorak (engl. PRR — pattern recognition receptors), a potom
aktiviraju unutarstani¢ni signalni put koji zapo€inje upalnu reakciju ili ju pojacava. Receptori
nalik na Toll - TLR, pripadaju skupini PRR receptora koji posreduju u ovom obliku aktivacije
mikroglijalnih stanica i bili su predmet ovog istraZivanja. U drugom slucaju, bilo kakav oblik
naruSavanja neuronalnog integriteta, neovisno o tipu ozljede moze uzrokovati nedostatak
"umirujuéeg" signala iz okoline i posljedi¢no aktivirati mikroglijalnu stanicu. Primjer takvih
"umirujuc¢ih" signala su parovi ligand-receptor CX;CL;-CX;3CR;, CD200-CD200R itd. Pri
tome je vazno naglasiti kako umirujué¢i signali nikako nisu inhibirajuéi, kao $to je to
primjerice u¢inak interleukina-10 ili TGF-f, nego djeluju na stanicu mikroglije na nacin da ju
drze na niZem stupnju aktvacije, a eventualni izostanak signala uzrokuje prijelaz stanice
mikroglije u visi stupanj aktivacije. Putem ova dva mehanizma, stanice mikroglije sposobne
su reagirati na poznate i nepoznate signale i modulatore koji su prisutni u njihovoj
neposrednoj okolini (57). Uz navedeno, vazno je napomenuti kako neurotransmiteri takoder
mogu imati "umirujuéi" u€inak na mikroglijalne stanice, cemu u prilog ide i prisutnost brojnih
vrsta receptora za neurotransmitere na povrSini stanica mikroglije (67). Aktivacija GABA i
adrenergic¢nih receptora na povrsini stanica mikroglije moze takoder imati protutupalni u¢inak

(68).

Nakon otkrivanja patoloSkog dogadaja u svojoj okolini, stanice mikroglije stvaraju i otpustaju
brojne medijatore upale. Tijekom ishemije, stanice mikroglije otpustaju proupalne citokine
(TNF-a, IL-1B, IL-6 i dr.), kemokine (MCP-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1),
MIP-1a (engl. monocyte inhibitory protein)), te slobodne kisikove radikale koji dovode do
naknadnih oSte¢enja, pojacanja upale i povecanja propusnosti krvno-mozdane barijere. Uz
proupalne molekule, mikroglija takoder izlucuje IL-10, TGF-, citokine koji smiruju nastalu
upalnu reakciju, te ¢imbenike rasta koji sudjeluju u oporavku mozga nakon lezije, primjerice

IGF-1.
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Od rezidentnih stanica, osim stanica mikroglije, u upalnom odgovoru mozga na ishemijsku
leziju sudjeluju 1 perivaskularni makrofazi koji se nalaze izmedu bazalne membrane krvne
zile 1 povrSine mozga (glije limitans superificialis). lako je njihov broj vrlo malen, a funkcija
nepotpuno razjasSnjena, smatra se kako upravo citokini izlueni od strane perivaskularnih
makrofaga poticu infiltraciju upalnih stanica iz krvi prema oste¢enom mozdanom parenhimu

(69).

Dendriticke stanice su specijalizirane stanice koje predocCuju antigene (engl. antigen
presenting cells - APC), a smatraju se posrednicima izmedu prirodenog i stecenog
imunoloskog odgovora. U zdravom mozgu, dendriticke stanice su malobrojne, a nalaze se u
mozdanim ovojnicama, korioidnom spletu (lat. plexus chorioiodeus), te cerebrospinalnom
likvoru. 24 sata nakon nastanka ishemijske ozljede, u mozgu je uoceno poveéanje broja
dendriti¢kih stanica i to pretezno u pograni¢noj zoni ishemijske ozljede, u podrucju u kojemu
se takoder nalaze i limfociti T, koji su privuceni iz cirkulacije na mjesto ishemijskoga
oSte¢enja. U kasnijim fazama odgovora na ishemijsko oSte¢enje dolazi do povecanja broja
dendriti¢kih stanica i1 u srediStu ishemijske lezije. U literaturi je opisano kako su stanice koje
su uocene ranije, sa smjeStajem na periferiji ishemijske lezije, porijeklom rezidentne
dendriticke stanice, a stanice uocene u kasnijim fazama upale, sa smjeStajem u sredistu

ishemijske lezije, porijeklom iz cirkulacije (70).

Ishemijsko oStecenje aktivira takoder i1 perivaskularne mastocite, ¢ijom se degranulacijom
otpustaju vazoaktivni medijatori, poput histamina, TNF-a, proteaza (triptaze, kimaze, MMP2
MMP9 (MMP - metaloproteinaze matriksa)), te heparina, endogenog antikoagulansa.
Navedeni medijatori upale pojacavaju izrazaj adhezijskih molekula na povrSini endotelnih
stanica, povecavaju propusnost krvno-mozdane barijere, ¢ime se pojacava infiltracija
leukocita (neutrofila, limfocita i monocita) na mjesto ishemijske lezije (69, 71, 72). Uz
navedeno, mastociti imaju sposobnost fagocitoze, te prezentiranja antigena na svojoj povrsini,

Sto vjerojatno utjece i na modulaciju steCenog upalnog odgovora (73).

1.3.2. Uloga infiltrirajucih stanica u patofiziologiji ishemijskoga oSteéenja mozga

U akutnoj fazi odgovora na ishemijsko ostecenje (nakon nekoliko minuta do nekoliko sati),

dolazi do otpustanja brojnih medijatora upale (citokina i kemokina), te stvaranja reaktivnih
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kisikovih radikala koji se otpustaju iz oStecenih tkiva (74, 75). Mozdana mikrocirkulacija
reagira na otpustene medijatore upale i slobodne kisikove radikale, S§to uzrokuje poremecaj
funkcije krvno-mozdane barijere, na nacin da joj se povecava permeabilnost. U isto vrijeme,
medijatori upale uzrokuju pojacani izrazaj adhezijskih molekula na povrSini endotelnih
stanica krvnih Zila mozga, a ujedno i na povrsini leukocita i trombocita (selektini, integrini 1
superporodica imunoglobulina), Sto poti¢e adheziju i transendotelnu migraciju leukocita iz
cirkulacije prema mjestu ozljede (76, 77). Najznacajnije stanice koje infiltriraju mozdani
parenhim nakon nastanka ishemijske ozljede ukljucuju neutrofile (tijekom rane faze upalnog

odgovora), te monocite i limfocite (u kasnijoj fazi).

Neutrofili su sekretorne i1 fagocitiraju¢e stanice prirodenog imunoloskog sustava koje zbog
mozdane ishemije adheriraju uz endotelne stanice, procesom ekstravazacije izlaze van, te
zapoc¢inju migraciju prema ishemi¢nom podru¢ju mozga (78). Od svih vrsta leukocita,
neutrofili prvi infiltriraju ishemi¢no podrucje mozga (unutar 30 minuta od nastanka ishemije),
a njihov najveci broj uocen je unutar nekoliko sati nakon nastanka ishemije, nakon ¢ega broj
prisutnih neutrofila opada, te se uocava znacajan porast broja prisutnih monocita/makrofaga
(74, 77, 79). Uz navedeno, neutrofili takoder pridonose opsegu nastale upale na nacin da
otpustaju proinflamatorne molekule pohranjene u granulama i vezikulama (iNOS, NADPH
oksidaza, mijeloperoksidaza, te enzimi matriks-metaloproteinaze), neposredno nakon S§to
stupe u kontakt sa adhezijskim molekulama E-selektinima, koji su smjeSteni na luminalnoj
povrsini endotelnih stanica (45, 80). Uz pocetnu degranulaciju na mjestu ozljede neurofili
naknadno pridonose opsegu upale na nac¢in da proizvode i izluc¢uju velike koli¢ine slobodnih
kisikovih radikala, proupalnih citokina (IL-1p, IL-6, TNF-a), kemokina (MCP-1, MIP-1a, IL-
8), elastaze, matriks-metaloproteinaze (uglavnhom MMP-9), te dodatno pojacavaju izrazaj
adhezijskih molekula: integrina (npr. Mac-1) i selektina. Pretpostavlja se kako navedenim
mehanizmima populacija neutrofila poti¢e upalni odgovor mozga na ishemijsku leziju, Sto
moze naknadno uzrokovati oSteéenje ziv€anih stanica. Medutim, unato¢ navednom, uloga
neutrofila u patofiziologiji ishemijskoga oSte¢enja mozga joS uvijek nije razjasnjena, a cesto
se smatra i marginalnom, budu¢i da u literaturi postoje brojna istrazivanja koja nisu prikazala

jasnu poveznicu izmedu broja prisutnih neutrofila i veliine nastale ishemijske lezije (54).

Nakon neutrofila, kroz otvorenu krvo-mozdanu barijeru ekstravazacijom prolaze monociti

kao odgovor na povecanu koli¢inu novonastalih kemokina, kao $to je primjerice MCP-1 (81 -
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83). Temeljem prethodnih istrazivanja, opisano je kako infiltracija makrofazima postaje
evidentna nakon 12 do 24h nakon nastanka ishemijsko-reperfuzijske ozljede, a najizrazenija
je u periodu od 3 do 7 dana nakon nastanka oStecenja (83 - 85). Nakon ulaska u tkivo,
monociti se transformiraju u makrofage, koje je morfoloski i funkcionalno gotovo nemoguce
razlikovati od aktiviranih stanica mikroglije. Naime, makrofazi porijeklom iz cirkulacije
mogu imati vrlo razgranat obik, nalik stanicama mikroglije, a stanice mikroglije svojom
aktivacijom poprimaju fenotip fagocita, Sto ih ¢ini vrlo sliénima makrofazima porijeklom iz
cirkulacije. Veliki problem ¢ini i nedostatak specifi¢nih stani¢nih biljega kojima bi se mogli
razlikovati makrofazi od stanica mikroglije (54). Uporaba kimeri¢nog miSjeg modela u
kojemu miSevi sadrze koStanu srz koja je obiljeZena zelenim fluorescentnim proteinom (engl.
GFP — green fluorescent protein) znantno je olakSala proucavanje dinamike infiltracije
mozga monocitima/makrofazima nakon nastanka ishemijske ozljede (84, 86, 87). Uz
navedene metode, opisano je i raspoznavanje stani¢nih populacija monocita/makrofaga
metodom protocne citometrije pomocu biljega CD11b i CD45, $to je koriSteno u ovom
istrazivanju, a detaljnije je opisano sljedec¢im poglavljima (88, 89). Neovisno o porijeklu,
makrofazi i aktivirane stanice mikroglije imaju vaznu ulogu u uklanjanju neutrofila koji su
infiltrirali ishemic¢no tkivo mozga, kao i u uklanjanju nekroti¢nih stanica. Naime, u literaturi
je kao glavni put uklanjanja neutrofila i njihovih potencijalno citotoksicnih medijatora
opisana upravo fagocitoza od strane aktiviranih stanica mikroglije i infiltriraju¢ih makrofaga.
Uklanjanje apoptoti¢nih neutrofila i posljedicno smanjenje koli¢ine izluenih medijatora,
pridonosi rezoluciji postishemijske upale, ¢ime se umanjuje vjerojatnost kasnije egzacerbacije
ishemijske ozljede (90 - 92). Osim navedene fagocitotske aktivnosti, stanice monocita/
makrofaga proizvode i izlu€uju razne medijatore upale, primjerice IL-18, TNF-a, IL-23 i dr.,

koji imaju vaznu ulogu u naknadnom pojacavanju postishemijske upalne reakcije (93).

Prilikom nastanka ishemijskoga oStec¢enja dolazi i do infiltracije limfocita u parenhim mozga
uslijed otvaranja krvno-mozdane barijere (94). Limfociti se ovisno o glikoproteinima
prisutnim na povrsini stanica dijele na CD4  (pomagacke - Ty; engl. Helper) i CD8"
(citotoksi¢ne) limfocite T. Aktivacija steCenog upalnog odgovora zapocinje izlaganjem

antigena na povrSini prezentirajucih stanica.

Prezentaciju antigena u uvjetima ishemijskoga oSte¢enja provode uglavnom dendriticke

stanice 1 makrofazi, koji najprije prepoznaju antigen, a zatim ga razgrade do peptida, kojega
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potom izlazu zajedno sa MHC-II molekulom (engl. Major Histocompatibility Complex —II)
na povrsini predo¢ne stanice (95). MHC-II — antigen kompleks je potom prepoznat od strane
CD4" limfocita koji na svojoj povrsini ima receptor TCR (engl. T-Cell Receptor), §to uz
prisutnost vezanja ko-stimulatornih molekula (primjerice CD28) rezultira aktivacijom
pomagackih CD4" limfocita T. Nakon predo¢enja antigena, CD4" limfociti T podlijezu

klonalnoj ekspanziji, procesu koji ovisi o autokrinoj stimulaciji s IL-2 (95).

Pomagacki limfociti T dijele se nadalje na izvr$ne i regulatorne pomagacke limfocite T.
Ovisno o signalima prisutnima u okolini, aktiviraju se razli€ite subpopulacije pomagackih
limfocita, koji posljedicno proizvode razliCite citokine. Primjerice, aktivacijom Tyl
efektornih limfocita dolazi do pojacanog izluc€ivanja citokina IFN-y (interferon gama) i TNF-
a, koji stimuliraju prirodeni imunoloski odgovor, te citotoksi¢ne limfocite T. T2 efektorni

limfociti T izlucuju brojne interleukine, te poti¢u humoralni imunoloski odgovor.

Regulatorni limfociti T (Ty,) ili supresorski limfociti T imaju imunosupresivan ulinak,
budué¢i da pojacano izluuju transformirajué¢i cimbenik rasta - beta, te IL-10. Stoga,
regulatorni limfociti T kljuéni su za odrzavanje homeostaze imunoloSkog sustava
ogranicavajuci razoran ucinak koji se javlja kao posljedica prekomjerne upalne rekacije, te na

taj nacin djeluju neuroprotektivno.

Za razliku od CD4" limfocita, CD8" limfociti su citotoksi¢ni. Receptor TCR koji je prisutan
na povrsini CD8" limfocita T veZe se na antigene prezentirane pomoéu MHC-I molekule, koji
su prisutni na svim stanicama. Nakon klonske ekspanzije, aktivirani CD8" limfociti T
kontroliraju stanice koje se nalaze u okolini, a ukoliko pronadu stanicu koja na svojoj povrsini
ima izloZen onaj antigen na koji su oni osjetljivi, stanica se uniStava permeabilizacijom

membrane pomocu perforina, uz $to se inducira apoptoza aktivacijom kaspaza.

NK stanice su citotoksi¢ni limfociti koji na svojoj povrsini nemaju izraZzen receptor TCR, te
im stoga za aktivaciju nije potrebna prethodna prezentacija antigena, ve¢ je dovoljna
stimulacija interferonom ili drugim citokinima. NK stanice djeluju citotoksi¢no na nacin da

izlucuju velike koli¢ine interferona-y, IL-2 i TNF-a. (45, 96).
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Unato¢ dugom periodu istrazivanja uloge limfocita u patofiziologiji ishemijskoga oSte¢enja
mozga, jo$ uvijek nije razjasnjeno utjecu li limfociti na razvoj ishemijske lezije ili ne. Naime,
postoje brojni suprotstavljeni dokazi koji govore u prilog hipotezi kako limfociti doprinose
oSte¢enju tkiva u uvjetima ishemije, kao i dokazi koji govore u prilog tome da limfociti imaju
neznatnu, odnosno nemaju znacajnu ulogu u patofizioloSkome slijedu dogadaja nakon
nastanka ishemijskoga oStec¢enja (45). Medutim, opisan je nastanak protutijela na antigene
prisutne u srediSnjem ziv€anom sustavu, kao $to je primjerice MBP (engl. myelin basic
protein — bazi¢na bjelancevina mijelina) nakon preboljelog ishemijskog mozdanog udara, $to
ukazuje kako je tijekom odgovora na ishemiju doSlo do prezentacije antigena na predocnim
stanicama 1 posljedi¢ne aktivacije limfocita (97). Nasuprot navedenome, uocena je jasna
disocijacija izmedu pojave povecanog broja prisutnih limfocita T (nakupljanje pocinje 24 sata
nakon nastanka ishemijske ozljede) i prezentacije antigena, kao i klonske ekspanzije, tj.
steCenih odgovora koji se oc€ekivano javljaju u kasnijim fazama odgovora na ishemijsko
ostecenje (98). Uz navedene, postoje brojni drugi suprotstavljeni dokazi za i protiv uloge

steCene imunosti u odgovoru mozga na ishemijsku leziju (45).

Uz nedovoljno razjasnjen krajnji ucinak pojedinih podvrsta limfocita (djeluju li
neuroprotektivno ili Stetno), potrebno je naglasiti kako za sada nije poznat toan vremenski

slijed kojim se pojedine podvrste limfocita javljaju u ishemicnom mozgu (54).

1.3.3. Uloga astrocita u patofiziologiji ishemijskoga oSteéenja mozga

U sredi$njem ziv€anom sustavu stanice glije mogu se podijeliti na mikrogliju i makrogliju.
Makrogliju ¢ine dvije osnovne skupine stanica, oligodendrociti i astrociti. Astrociti su
najbrojnije glija stanice u mozgu, a prema smjestaju i obliku dijele se na protoplazmatske
astrocite 1 fibrilarne astrocite. Protoplazmaski astrociti smjesSteni su u sivoj tvari mozga, dok
su fibrilarni astrociti smjesteni u bijeloj tvari. Protoplazmatski astrociti su stanice sa vrlo
velikim brojem stani¢nih nastavaka, koji se pruzaju u svim smjerovima od tijela astrocita.
Veliki broj nastavaka protoplazmatskih astrocita pruza se prema krvnim Zilama, gdje astrociti
nozicama prijanjaju uz stijenku krvnih Zila, koje na taj nacin bivaju potpuno obavijene
nozicama brojnih astrocita duz svog ¢itavog toka u mozgu (99, 100). S druge strane, astrociti

pruzaju nastavke koji prijanjaju uz neurone i ostvaruju izravan kontakt sa gotovo svim
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sinapsama u svojoj okolini. U odgovoru mozga na ishemijsku leziju protoplazmatski astrociti

imaju vrlo znacajnu ulogu, izraZeniju od fibrilarnih astrocita (64).

Prilikom nastupa ishemijskoga oSte¢enja mozga dolazi do poremecaja intermedijarnog
metabolizma astrocita i neurona, $to uzrokuje smanjenje protektivnog ucinka astrocita na
neurone. U skladu s navedenim, dolazi do ometanja zaStitnih procesa pohrane glutamata iz
okoline u citoplazmu astrocita, puferiranja povisene koncentracije kalija prisutne u okolini, te
eliminacije nastalih slobodnih kisikovih radikala (101). Prilikom odgovora na ishemijsko
oSte¢enje dolazi do pojave tzv. reaktivne astoglioze, pojma koji oznacava zadebljanje
(hipertrofiju) stani¢nih nastavaka uz pojacani izrazaj intermedijarnih filamenata kao §to su
GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein - glijalni kiseli nitasti protein) i vimentin, uz re-
ekspresiju nestina, a mreZa intermedijarnih filamenata postaje vrlo izrazena, posebice u

najveéim nastavcima astrocita, kao i u samoj somi astrocita. (102, 103).

Znacajka astrocita je relativno velika otpornost na uvjete hipoksije. Stoga se smatra kako
prezivljavanje neurona u uvjetima ishemije traje onoliko dugo koliko traje i prezivljavanje
astrocita. Medutim, ta otpornost znacajno opada u slucaju prisutne acidoze i visoke
koncentracije kalijevih iona, koji se u uvjetima mozdane ishemije javljaju kao posljedica

nastalih periinfarktnih depolarizacija.

Osim potpore neuronima u akutnoj fazi nastanka mozdane ishemije, uloga astrocita je
posebno izrazena u organizaciji nastalog mozdanog oStecenja i u postishemijskom oporavku.
Naime, astrociti u odgovoru na ishemijsku leziju proliferiraju, migriraju do ruba ishemijske
lezije 1 sudjeluju u stvaranju glijalnog oziljka (101). Stvoreni glijalni oziljak izolira 1 Stiti
neoSteceno tkivo od ozljede, sprjecava Sirenje upale i neizravno doprinosi kontroli sastava
izvanstani¢nog okoliSa (104, 105). S druge strane, neki autori smatraju kako oziljak stvara
fizicku prepreku izrastanju neurita prema mjestu ishemijske lezije, a takoder pogoduje
nastanku reaktivnih kisikovih radikala i medijatora upale koji posljedi¢no uzrokuju daljnje
oSte¢enje tkiva (104, 106 - 108). Osim navedenoga, u literaturi je opisano kako prilikom
nastanka astroglioze vrlo vazno mjesto zauzima postishemijska upala, ¢ijom aktivacijom
dolazi do oslobadanja medijatora upale koji uzrokuju aktivaciju astrocita i pojavu reaktivne
astroglioze, kao $to su TGF-, INF-y, interleukini, ¢imbenik rasta fibroblasta 2 (engl. FGF-2—
Fibroblast Growth Factor-2), MCP-1 1 drugi (109). Ukoliko dode do znacajnije promjene u
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aktivaciji/opsegu postishemijske upale, mogu se pretpostaviti i promjene u aktivaciji
astrocita, a mozda cak i u stvaranju glijalnog oziljka, Sto kasnije moze imati ne/povoljan

ucinak na ogranicavanje ishemijske lezije.

1.4. Receptori nalik na Toll - TLR

Kao glavne rezidentne imunoloske stanice u srediSnjem Ziv€anom sustavu, stanice mikroglije
¢ine prvu liniju obrane u borbi protiv egzogenih prijetnji kao Sto su virusi i bakterije. Glavni
zadatak receptora koji prepoznaju uzorak - PRR prisutnih na povrSini mikroglijalnih stanica,
je upravo otkrivanje mikroorganizama, aktiviranje steCenog imunoloSkog sustava i
sudjelovanje u zajedni¢kim aktivnostima efektornih stanica (110, 111). PRR prepoznaju
egzogene molekularne uzorke patogenih mikroorganizama (PAMP — engl. Pathogen
Associated Molecular Patterns) te ukljuCuju: (a) receptore nalik na Toll — TLR (engl. Toll-
like receptors), (b) receptore nalik na NOD - NRL (engl. NOD-like receptors;, NOD —
nucleotide binding and oligomerization domain), (c) receptore koji sadrze domenu za RNA
helikazu 1 dvije domene za aktiviranje kaspaza — CARD (engl. Caspase Recruitment
Domains), poznate takoder pod nazivom RLR (engl. Rig-I-like receptors), te (d) receptore
lektinskog tipa, manozne i beta-glukanske receptore (112 - 115).

Od navedenih skupina receptora, osim detekcije molekularnih uzoraka svojstvenih patogenim
mikroorganizmima, ¢lanovi TLR porodice receptora imaju dvojaku funkciju buduéi da
prepoznaju i endogene molekule koje su stvorene, otpustene ili modificirane uslijed ozljede
tkiva. Ove molekule-signali su objedinjene zajednickim nazivom - molekularni uzorci
pridruzeni ozljedi/opasnosti (DAMP - engl. Danger/Damage Associated Molecular
Patterns), a poznati su i pod nazivom alarmini (116). Aktivacijom receptora TLR koji imaju
sposobnost prepoznavanja PAMP i DAMP signala induciraju se garniture gena koje se
preklapaju, a obje vrste signala na taj nacin zapravo daju informacije o naruSenoj homeostazi
1 zapoc¢inju prikladne reakcije koje su karakteristicne za stanja u kojima je naruSen integritet

sredi$njeg Ziv€anog sustava (117, 118).
Receptori nalik na Toll su porodica transmembranskih glikoproteinskih receptora bogatih

ponavljaju¢im slijedovima leucina, a otkriveni su prvi puta u vinskoj musici (Drosophila),

gdje imaju vaznu ulogu u dorzoventralnoj polarizaciji zametka vinske musice (119). Naziv
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"Toll" skovan je 1985. godine tijekom analize fenotipa zametka vinske muSice s mutiranim
Toll genom kome je ventralna strana bila slabo razvijena, na Sto je Christiane Niisslein-
Volhard s Max Planck instituta u Tiibingenu uzviknula "Das war ja toll!", njem. "Ovo je
odlicno!". Otkrice gena Toll bilo je jedno od najznacajnijih otkrica potrebnih za
razumijevanje rane embriogeneze u to doba. 1995. godine Niisslein-Volhard je dobila
Nobelovu nagradu u podrucju fiziologije ili medicine za otkri¢a u podrucju genetske kontrole
ranog embrionalnog razvoja (120). Daljnja istrazivanja ukazala su na klju¢nu ulogu Toll
proteina u imunoloskom odgovoru Drosophile na gljiviénu infekciju Aspergillus fumigatus
(121). Za navedeno otkri¢e je 2011. godine Jules A. Hoffmann dobio Nobelovu nagradu u
podrucju fiziologije ili medicine, za otkri¢a u podrucju aktivacije prirodenog imunoloskog
odgovora. Nagradu je u isto vrijeme dobio i Bruce A. Beutler, koji je 1998. godine opisao
kako mutacija na genu T7/r4 u sisavaca uzrokuje poremecen odgovor na stimulaciju
lipopolisaharidom (122). Ova dva otkri¢a opisala su molekularni senzorni sustav Toll/TLR
koji je zajednicki kukcima 1 sisavcima, a esencijalan je za aktivaciju prve linije obrane protiv
patogenih mikroorganizama. Analogni receptor "nalik na Toll" u sisavaca prvi puta je
kloniran 1997. godine (123), a trenutno je poznato 11 ljudskih i 13 misjih podvrsta receptora
nalik na Toll (124, 125).

Receptori nalik na Toll esencijalni su za aktivaciju imunoloSkog odgovora na infekciju ili
neki drugi oblik naruSavanja funkcionalnog integriteta tkiva u kojemu se upalne stanice
nalaze. Razli¢iti TLR specificno vezu pojedine PAMP ili DAMP ligande, te aktiviraju
unutarstanicni signalni put. Definirani specifi¢ni ligandi za pojedine receptore TLR navedeni

suu Tablici 2. Trenutno, za TLR-10 i TLR-11, jos uvijek nisu otkriveni specifi¢ni ligandi.

Tablica 2. Prikaz receptora TLR za specificnim DAMP i PAMP ligandima. 1z (126 -128).

TLR DAMP ligandi Izvor PAMP ligandi
TLR 1 bakterijski triacil-
lipopeptidi
TLR 2 Hsp60 nekroti¢ne stanice lipoproteini/lipopeptidi
Hsp70 nekroti¢ne stanice lipoteikoi¢na kiselina
Hsp90 (gp96) nekroti¢ne stanice lipoarabinomanan
HMGBI1 otpusten iz jezgre peptidoglikan
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TLR 2 (nastavak) DAMP ligandi Izvor PAMP ligandi
Biglikan iz ECM glikoinozitolfosfolipidi
Hijauronan razgradnja velikih glikolipidi
spojevau ECM atipi¢ni LPS
fibronektin nekroti¢ne stanice
TLR 3 mRNA u kompleksu s nekroti¢ne stanice dvolanc¢ana RNA
lipofektinom
TLR 4 Hsp60 nekroti¢ne stanice LPS G- bakterija
Hsp70 nekroti¢ne stanice
Hsp90 (gp96) nekroti¢ne stanice fuzijska bjelancevina
HMGBI1 otpusten iz jezgre respiratornog
Biglikan iz ECM sincicijskog virusa
Hijauronan razgradnja velikih
spojevau ECM
Fibronektin A ostec¢eno tkivo
fibrinogen ekstravazacija zbog
povlacenja endotelnih
stanica
Heparan sulfat iz ECM i stani¢nih
membrana
LDL proinflamatorni i
Alfa-A-kristalin proaterogeni proteini
nekroti¢ne stanice
TLR 5 flagelin
TLR 6 diacil lipopeptidi
lipoteikoi¢na kiselina
zimosan
TLR 7 RNA imuno-kompleks nekroti¢ne stanice imidazokinolin (lijek)
siRNA u liposomima bropirimine (lijek)
nekroti¢ne stanice jednolan¢ana RNA
TLR 8 siRNA u liposomima nekroti¢ne stanice jednolancana RNA
TLR 9 kromatinski imuno- nekroti¢ne stanice nemetilirani
kompleks CpG ODN

DNA imuno-kompleks

nekrotiéne stanice
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Prema lokalizaciji, TLR-1, -2, -4, -5 i -6 smjeSteni su na stani¢noj povrsini, dok su TLR-3, -7,
-8, 1 -9 pridruzeni endosomalnim odjeljcima (Slika 3). TLR povezani su s obitelji IL-1-
receptora preko homologne Toll/IL-1R (TIR) domene koja sadrzi MyD88, molekulu
prilagodivac (129, 130). Stimulacijom TLR aktivira se zajednicki unutarstani¢ni signalni put
koji ukljucuje udruzivanje TIR domene sa MyD88 prilagodivackom bjelan¢evinom (svi osim

TLR-3).

IFNB, IFNo.

IFNB, IFNo

Slika 3. Unutarstaniéni Myd88-ovisni i MyD88-neovisni signalni put porodice TLR

receptora. Preuzeto i prilagodeno iz (126).

Posljedicno se aktivira fosforilacijska kaskada koja ukljucuje interleukin-1 receptor-udruzenu
kinazu 1, 2 1 4 (engl. IRAK-1, -2, -4 — IL-1 Receptor-Associated Kinase). Nakon auto- i kros-
fosforilacije IRAKI1, 2 i 4, IRAK kompleks disocira od Myd88 prilagodivacke molekule i
veze se za TNF receptor-pridruzeni faktor 6 ligazu - TRAF6 (engl. TNF Receptor Associated
Factor 6). Potom, TRAF6 aktivira TAK1 koji aktivira IKK (engl. /B kinase) kompleks i
MAP kinaze (engl. MAPK — mitogen-activated protein kinase). IKK kompleks se sastoji od
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IKKa i IKKf i regulatorne podjedinice IKKY/NEMO (engl. NF-kB essential modulator) te
fosforilira IkB protein. Navedeni korak fosforilacije potreban je za ubikvitinaciju i
proteosomsku degradaciju IkB proteina, te nuklearnu translokaciju regulatora prepisivanja
NF-kB, §to rezultira pojaanom sintezom proupalnih citokina IL-1 i TNF-a. Clanovi obitelji
MAP kinaza fosforiliraju i aktiviraju komponente c¢imbenika prepisivanja AP-1 (engl.
activator protein-1), §to rezultira pojac¢anom sintezom interleukina-10 (126, 131 - 134).
Zajedno, ovi transkripcijski faktori induciraju pojacano stvaranje proupalnih citokina, Sto
dalje pojacava upalu u tkivu na nacin da dolazi do dodatnog ostecenja stanica, stvaranja novih

DAMP signala, a cijela kaskada se ponovno aktivira.

Endosomski TLR receptori (TLR-7, -8 i -9) takoder u svom unutarstanicnom signalnom putu
ukljucuju MyD88 prilagodivacku bjelanevinu, te ¢lanove IRAK obitelji. Budu¢i da su
navedeni receptori smjeSteni u endosomima, fosforilirani IRAK kompleks regrutira TRAF3
umjesto TRAF6 ligaze. Aktivacija TRAF3 dovodi do fosforilacije, dimerizacije i nuklearne
lokalizacije transkripcijskih faktora IRF3, IRF5 i IRF7 $to posljedi¢no rezultira pojaanom
proizvodnjom IFN-a i IFN-B. Stoga, aktivacija endosomskih receptora TLR-7, -8 i -9
rezultira aktivacijom NF-kB, AP-1 i IRF transkripcijskih ¢imbenika, §to rezultira raznovrsnim
genetskim odgovorom. Navedeni unutarstani¢ni signalni put opisan za membranske TLR-1,

-2,-51-6, te endosomske TLR-7, -8 1 -9 naziva se MyD88-ovisnim putem.

Endosomski TLR-3 je jedinstven po svojstvu §to u unutarstani¢nom signalnom putu ne
ukljucuje MyDS88 prilagodivacku bjelancevinu, ve¢ ukljucuje TRIF (engl. TIR domain-
containing adaptor-inducing interferon ) prilagodivacku molekulu. TRIF posljedi¢no
angazira TRAF6 i RIP-1, §to rezultira s aktivacijom MAP kinaza i IKKa/p kompleks. TLR-3
je sposoban, kao 1 ostali endosomski receptori TLR, aktivirati NF-xB, AP-1 i IRF
transkripcijske ¢imbenike, iako ne uklju¢uje MyD88 u svom unutarstani¢nom signalnom

putu. Navedeni unutarstani¢ni signalni put naziva se MyD88-neovisnim putem.
Od svih receptora porodice TLR, jedino aktivacijom receptora TLR-4 unutarstani¢ni signalni

put moze biti aktiviran na oba nacina, tj. moze se odvijati putem MyD88-ovisnog i Myd88-

neovisnog signalnog puta.
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U ziv€anom sustavu, receptori TLR raznoliko su izrazeni, a opisana je prisutnost na
stanicama glije (mikroglija, astrociti, oligodendrociti), na ziv€anim stanicama (111), kao i na
neuroprogenitornim stanicama (135). Prisutnost pojedinih ¢lanova porodice receptora TLR po
glavnim stani¢nim populacijama prisutnim u sredi$njem ziv€éanom usutavu prikazani su na

Slici 4.
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dikroglija Neuroni Astrociti Oligodendrociti
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Slika 4. lzrazaj porodice receptora TLR u glavnim stani¢nim populacijama srediSnjeg
ziv€anog sustava. Dok su na stanicama mikroglije izrazene sve podvrste receptora TLR, na
ostalim stani¢nim populacijama opisana je prisutnost samo odredenih podvrsta receptora.

Preuzeto i prilagodeno iz (136).

Stanice mikroglije konstitutivno izrazavaju sve podvrste receptora TLR, §to im omogucava
prepoznavanje Sirokog spektra liganada, te aktivaciju upalnog odgovora. Populacija astrocita
posjeduje tek nekoliko podvrsta receptora TLR: TLR2, TLR3 i TLR9. TLR2 receptori na

povrsini astrocita sudjeluju u prepoznavanju PAMP liganada, primjerice intaktne bakterije S.
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aureus ili peptidoglikana, komponente vanjske plazma membrane bakterija (137, 138). Uloga
TLR3 na astroctima bila je udruZena sa istovremenim izrazajem neuroprotektivnih
medijatora, pa se smatra kako TLR3 na astrocitima sudjeluje u reparatornim mehanizmima
stani¢nog rasta, migracije i diferencijacije (139). Takoder je opisana uloga TLR9 u odgovoru
na PAMP ligand CpG ODN (citozin-fosfo-guanin oligodeoksinukleotid), nukleotidni slijed
koji je vrlo zastupljen u bakterijskom genomu. Vazno je napomenuti kako su uloge TLR-2, -3
1 -9 opisane samo na primarnim stani¢nim kulturama astrocita, dok su podaci in vivo jo§
uvijek manjkavi. U populaciji oligodendrocita opisana je prisutnost receptora TLR2 i TLR3.
Pretpostavlja se kako imaju ulogu u reparatornim procesima nakon ozljede, primjerice u re-
mijelinizaciji nakon ozljede kraljezni¢ne mozdine (140). Neuroni izrazavaju podvrste TLR
koje se nalaze u endosomalnim odjeljcima, TLR3, 7, 8 i 9 (136). Uz navedene receptore, u
literaturi je opisan izrazaj TLR2 i TLR4 na populaciji Ziv€anih stanica. U uvjetima ishemije
opisana je indukcija TLR2 i neSto slabija indukcija TLR4 na neuronima u najranijoj fazi
odgovora na ishemijsku ozljedu (jedan sat nakon nastanka lezije). Ubrzo, ve¢ nekoliko sati
nakon ozljede, izrazaj TLR2 viSe nije bio vidljiv na populaciji neurona, dok je indukcija
TLR2 signala bila jasno izrazena na populaciji stanica mikroglije. Zanimljivo, izrazaj TLR4

na populaciji ziv€anih stanica uocen je i u kasnijim fazama nakon ishemijske ozljede (141).
Izvan srediSnjeg ziv€anog sustava, pojedini receptori TLR prisutni su na povrSini raznih

podvrsta upalnih stanica, Sto nam govori kako receptori TLR najvjerojatnije imaju Siroku

ulogu u aktivaciji i modulaciji prirodenog, ali i ste¢enog upalnog odgovora. (Tablica 3).

Tablica 3. lzrazaj receptora TLR na pojedinim vrstama upalnih stanica. Preuzeto i

prilagodeno iz (142).

TLR Izrazaj na: TLR Izrazaj na:
monociti/makrofazi monociti/makrofazi

TLRI1 dendriticke stanice TLR7 dendriticke stanice
limfociti B limfociti B
monociti/makrofazi monociti/makrofazi

TLR2 dendriticke stanice TLRS dendriticke stanice
mastociti mastociti
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monociti/makrofazi
dendriti¢ke stanice
TLR3 TLR9 dendriti¢ke stanice
limfociti B
limfociti B

monociti/makrofazi

TLR4 dendriti¢ke stanice TLR10

monociti/makrofazi

o limfociti B
mastocitl

monociti/makrofazi
TLRS - _
dendriti¢ke stanice

monociti/makrofazi TLRI11 monociti/makrofazi
TLR6 mastociti

limfociti B

Brojna istrazivanja ukazala su na vaznost receptora TLR u raznim bolestima srediSnjeg
ziv€anog sustava, ukljucujuéi infekcije, traumatske ozljede, neurodegenerativne bolesti,
ishemijski mozdani udar i autoimune bolesti (143 - 148). U srediSnjem zivéanom sustavu
stimulacija pojedinih TLR receptora njihovim specifiénim ligandima uzrokuje aktivaciju
mikroglijalnih stanica, te potice izlu€ivanje citokina i kemokina, ovisno o vrsti stimulusa i

TLR receptoru koji je stimuliran (149, 125).

1.5. Receptori TLR2 u ishemijskoj ozljedi mozga

Postishemijski upalni odgovor zapocinje u trenutku kada stanice mikroglije prepoznaju
molekule koje se oslobadaju kao posljedica oStecenja stanica, a koje imaju ulogu signala koji
upozorava na patoloSko zbivanje prisutno u okolini mikroglijalne stanice. Naime, uslijed
nastalog ishemijskog oSte¢enja dolazi do stvaranja endogenih - DAMP liganada: HSP60,
HSP70, HMGBI (engl. high-mobility group protein BI) 1 stani¢nog fibronektina. Navedeni
ligandi, koji ukazuju na naruseni strukturni integritet srediSnjeg Ziv€anog sustava, vezu se na
receptore TLR 1 zapocinju upalni odgovor, kao jednu od komponenti prethodno opisane

patofizioloske kaskade dogadaja u odgovoru mozga na ishemijsku leziju (Slika 5) (150).
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Slika 5. Ishemijsko oStecenje mozga aktivira TLR signalni put. DAMP signali oslobodeni
uslijed ishemijskoga oSte¢enja vezu se na specificne TLR receptore — najizraZeniji je ucinak
na TLR2 i TLR4 receptorima; posljedicno dolazi do aktivacije unutarstani¢nog signalnog

puta i pojacane proizvodnje proupalnih citokina. Preuzeto i prilagodeno iz (126).

Odgovor mozga na ishemiju karakteriziran je pojavom tzv. "reaktivne mikroglioze" (engl.
reactive microgliosis, pojma koji podrazumijeva aktivaciju i proliferaciju stanica mikroglije)
koja je udruzena sa pojacanim izrazajem receptora TLR (151 - 153). Stimulacijom navedenih
receptora endogenim DAMP ligandima dolazi do aktivacije unutarstani¢nog signalnog puta,
Sto posljedi¢no rezultira poja¢anim stvaranjem i otpuStanjem proupalnih medijatora kao to su

IL-1B, 11-6 i TNFa.
U porodici TLR receptora, najizraZeniji je porast izrazaja receptora TLR2 nakon izazivanja

ishemijskog oStecenja (152 - 154). Uz TLR2, dolazi takoder i do neSto slabije indukcije
receptora TLR4 1 TLRY (126, 153).
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U miSeva s onemogucéenim 7/r4 genom koji su bili podvrgnuti privremenoj ili trajnoj fokalnoj
ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi mozga uoceno je smanjenje volumena ishemijske lezije u
odnosu na miseve divljeg tipa (141, 144, 154, 155). U odnosu na 7/r4, u misSeva s
onemogucenim 7/r2 genom istrazivanja nisu pokazala konzistentne rezultate nakon
privremene ishemijsko-reperfuzijske ozljede mozga. Naime, u literaturi je zabiljeZeno
smanjenje lezije (141, 152, 153), ali i povecanje lezije (154) u miSeva sa onemogucéenim 7/r2

genom, u odnosu na miSeve divljeg tipa 1, 2, i 3 dana nakon izazivanja ishemijskog oste¢enja.

Do sada, prema raspolozivoj literaturi, nije proucavana kasnija faza odgovora mozga na
ishemijsku leziju. Na temelju takvog istrazivanja moglo bi se uspjeSno prikazati dinamiku
razvoja ishemijske lezije, te eventualnu ovisnost razvoja ishemijske lezije o funkcionalnom
TLR2 receptoru. Dodatni pokusi koji ¢e razjasniti ulogu TLR2 u odgovoru mozga na
ishemijsku leziju bili su nuzni, a provedeni su u ovom istrazivanju kako bi se razjasnilo
djeluje li modulacija postishemijskog upalnog odgovora putem TLR2 receptora na koristan
nacin (posljedica je manja ishemijska lezija kao i neuroloski deficit) ili pak djeluje Stetno

(povecava nastalu ishemijsku leziju i pogorSava neuroloski status).

1.6. In vivo oslikavanje transkripcijske aktivacije 7/r2 mjerenjem bioluminiscencije

Odgovor mozga na ishemijsko oSteCenje karakteriziran je kompleksnim slijedom
patofizioloskih procesa, koji traju tijekom dugog perioda nakon nastanka ishemijske lezije
(4). Mnogobrojni geni postaju aktivni i induciraju postishemijski upalni odgovor, kao i
oporavak mozga nakon ishemijske lezije. Do danas, to¢na vremenska i prostorna komponenta
takvog odgovora nisu u potpunosti razjasnjene. Kako bi se $to preciznije proucila obiljezja
odgovora mozga na ishemijsko oStecenje u Zivom misu, razvijeno je i validirano nekoliko
transgenicnih misjih modela bioluminiscencije 1 fluorescencije, koji omogucavaju
neinvazivno pracenje procesa neuroinflamacije, neuronalnog oStecenja, stresa neurona, te
procesa oporavka nakon ishemijske lezije, i to iste Zivotinje u viSe vremenskih tocki, tj.
tijekom duzeg vremenskog perioda (156). Bioluminiscencija je oblik kemoluminiscencije u
kojoj se kao rezultat kemijske reakcije oslobada energija u obliku svjetlosti. Ovu svjetlost
moguce je zabiljeziti pomocu vrlo osjetljive CCD (engl. charge coupled device — nabojem

spregnuti sklop) kamere visoke razlucivosti (Slika 6).
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Slika 6. Shematski prikaz detekcije izvora bioluminiscencije koji se nalazi u mozgu zivoga
misa. U prisutnosti ATP-a i magnezija, luciferin se veze na luciferazu. Posljedi¢no, dolazi do
cijepanja ATP-a i oslobadanja pirofosfata (PPi) i stvaranja AMP-a, a stvara se luciferil
adenilat. Luciferil adenilat oksidira u nestabilni molekularni oblik nakon nekoliko medu-
koraka. Kako bi nastali nestabilni oblik postigao svoju stabilnost, oslobada se energija u

obliku fotona, koji se biljezi CCD kamerom. Preuzeto i prilagodeno iz (156).

Luciferaza dobivena iz krijesnice koristi se u mnogim primjenama, posebice u genetskom
inZzenjeringu, gdje sluze kao reporterski geni (157 - 159). U posljednje vrijeme biofotonski/
bioluminiscentni signali iz Zivih Zivotinja koristeni su kao biomarkeri u nekoliko namjena: za
vizualizaciju aktivnih patoloskih dogadaja nakon ishemijskoga osStec¢enja (160 - 162); za
provodenje testa probira za nove biokompatibilne molekule (163, 164); te za analizu
patogenih procesa u ranoj fazi kao i za pracenje ucCinkovitosti terapije u kroni¢nim

neuroloskim poremecajima (165 - 167).

Kao $to je u prethodnim odjeljcima navedeno, aktivirane stanice mikroglije su glavne izvr$ne
stanice prirodenog imunoloskog sustava u mozgu nakon nastupa ishemijskoga oStecenja.
Aktivacija mikroglijalnih stanica udruzena je sa znatnom indukcijom transmembranskog
receptora TLR2. KoriStenjem navedenih svojstava bioluminiscencije, u Laboratoriju Zavoda
za psihijatriju 1 neuroznanost Istrazivackog centra Sveucilista Laval u Quebecu, u kojemu je

proveden dio istrazivanja prikazanog u ovoj disertaciji, stvorena je transgeni¢na misja linija
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koja sadrzi dvostruki-bicistronski reporterski sustav: luciferazu (Fluc — engl. Firefly
luciferase — luciferaza dobivena iz krijesnice) i GFP, ¢ije prepisivanje ovisi o promotoru 77r2

gena (Slika 7) (162).

Kao §to je opisano u poglavlju udzbenika Methods in Enzymology (156), trangeni¢na misja
linija generirana je na nacin da je fragment u duljini od 1548 bp (bp — engl. base pairs —
parovi baza) koji pripada miSjem 77r2 promotoru, umnozen metodom lancane reakcije
polimerazom (PCR). Fragmenti umnozeni na takav nacin umetnuti su u IRES vektor, koji je
prethodno dvostruko cijepan s restrikcijskim endonukleazama s ciljem uklanjanja
neposrednog ranog promotora citomegalovirusa (PCMVig). Potom, fragment duljine 1,7 kb
koji odgovara reporterskom genu za luciferazu (luc?) iz pGL4 vektora (Promega) i fragment
duljine 0,7 kb koji odgovara reporterskom genu za zeleni fuorescentni protein AcGFP (kratica
za Aequorea coerulescens GFP) iz pAcGFP1 vektora (BD Biosciences) umetnuti su u IRES
rekombinantni vektor. 7/r2 promotor-luciferaza-AcGFP transgeni su zatim izolirani kao 5,2
kb dugacki fragmenti IRES-TLR2-LUC2-AcGFP-p(A) konstrukta (Slika 7), nakon ¢ega su

mikroinjekcijom injicirani u muski pronukleus oplodene C57BL/6 oocite.

IRES-PROM-LUC2-AcGFP
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Slika 7. Shematski prikaz DNA konstrukta koriStenog za generiranje TLR2-luc-gfp

transgeni¢ne misje linije. Preuzeto i prilagodeno iz (156).

Uzorak izrazaja luciferaze u odraslom misSu provjeren je na nacin da je nakon injekcije

lipopolisaharida (LPS) mjeren intenzitet bioluminiscentnog signala, dok je na mikroskopskoj
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razini identificirana indukcija transgena u stanicama mikroglije pomo¢u imunofluorescentne

analize sa dva protutijela, anti-GFP i anti-Ibal (biljeg stanica mikroglije).

Primjer primjene navedenog misjeg modela prikazan je u istrazivanju (162), gdje je
koriStenjem navedenog miSjeg modela uoceno kako postishemijski upalni odgovor ima
izrazenu kroni¢nu komponentu nakon nastanka pocetnog oStecenja. Krivulja TLR2 odgovora
mjerenog pomocu sustava IVIS (engl. in vivo imaging system) i Livinglmage programa za
analizu, pokazuje najjaci izrazaj 2 dana nakon izazivanja ishemijske lezije, a sam odgovor
traje 3 mjeseca, koliko je trajalo mjerenje od trenutka nastanka oSte¢enja. Uz navedeno,
prostorni izrazaj TLR2 pokazao je dva mjesta na kojima je uo€ena indukcija TLR2. Najprije
(unutar 6 sati od nastanka ishemijskog oStecenja) je uocena indukcija signala u podrucju
olfaktornih bulbusa, koja je trajala kroz cijeli period pracenja od 3 mjeseca, nakon cega je,
ocekivano, unutar 12 sati od nastanka ishemije, uoCena indukcija signala u podrucju
ishemijske lezije. Indukcija signala u podrucju olfaktornih bulbusa ukazuje na funkcionalno
razli¢itu populaciju stanica buduci da reagira 1 na ishemiju i na administraciju bakterijskog
lipopolisaharida. Budu¢i da se ove stanice nalaze izmedu vanjskog svijeta i mozga, ova
regionalno specifi¢na populacija stanica najvjerojatnije se nalazi u viSem stanju pripravnosti,

te ima nesto nizi prag aktivacije (162).

Prikazana krivulja indukcije TLR2 ukazala nam je na kroni¢nu komponentu izrazaja TLR2.
Budu¢i da su prethodno navedena istrazivanja proucavala ulogu receptora TLR2 iskljucivo u
ranoj fazi odgovora na ishemijsku leziju, neophodno je provesti istrazivanja i u kasnijim

vremenskim to¢kama tijekom odgovora mozga na ishemijsko ostecenje.

32



2. HIPOTEZA 1 CILJEVI RADA

HIPOTEZA.:

Hipoteza ovog istrazivanja je da receptori TLR2 sudjeluju u odgovoru mozga na ishemijsko
oSte¢enje, te da imaju izrazen zaStitni utjecaj, kako u akutnoj, tako i u kroni¢noj fazi
odgovora.

OPCI CILJ:

Op¢i cilj ovog rada je razjasniti ulogu receptora TLR2 kao sastavnog dijela prirodenog

upalnog odgovora u dogadajima koji slijede nakon ishemijske ozljede mozga, a ukljucuju

procese koji mogu biti zastitni, odnosno pogubni za neurone.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Opisati vremensku i prostornu izrazenost receptora TLR2 na stanicama mikroglije
nakon ishemijskoga oSte¢enja mozga;

2. Opisati morfologiju stanica mikroglije i izvesti zaklju¢ak o stupnju aktivacije
mikroglije na miSevima divljeg tipa i miSevima s onemogucenim 77r2 genom u
akutnoj i kroni¢noj fazi nakon ishemijske ozljede;

3. Usporediti broj i stupanj proliferacije stanica mikroglije i broj infiltriraju¢ih
monocita/makrofaga, te limfocita u skupini miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom i
skupini miseva divljeg tipa;

4. Usporediti veli¢inu ishemijske lezije, te stupanj neuroloskog oSte¢enja u misSeva
divljeg tipa i miSeva s onemogucenim 77r2 genom, te zakljuciti pridonose li receptori
TLR2 ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi ili Stite tkivo od iste;

5. Istraziti u¢inak TLR2 receptora na apoptoti¢no odumiranje stanica nakon ishemijske

ozljede mozga.
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3. UZORCI I POSTUPCI

3.1. Pokusne Zivotinje

Eksperimentalni postupci provedeni su na 2 do 4 mjeseca starim muskim miSevima, na 4 soja
misSeva: (1) s onemogucenim 772 genom — T/r2-/- miSevima, (2) na miSevima divljeg tipa
C57Bl/6 — WT miSevima (engl. Wild Type — WT), te na transgeniénim miSevima sa
dvostrukim-bicistronskim reporterskim sustavom sa i bez funkcionalnog Gal-3 gena: tj. na
3) Tir2/luc/gfp Gal-3WT 1 (4) Tlr2/luc/gfp Gal-3-/- miSevima. TLR2-/- i WT miSevi
pribavljeni su iz komercijalnog uzgoja Zivotinja Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine).
Transgeni¢na misja linija 77r2/luc/gfp generirana je na Platformi za generiranje transgeni¢nih
miseva u sklopu Istrazivackog centra Klini¢kog bolni¢kog centra Sveucilista Laval (CHUL).
Gal3-/- miSevi pribavljeni su iz NIH — podrzanog konzorcija za funkcionalnu glikemiku
(www.functionalglycomis.org) (engl. NIH — National Institutes of Health, Bethesda, SAD), a
potom su spareni sa 7/r2-luc-gfp miSevima kako bi se generirala 7/r2/luc/gfp Gal-3-/- misja

linija.

Svi postupci izvedeni za ovaj doktorat odobreni su od Etickog povjerenstva SveuciliSta u
Zagrebu, Medicinski fakutet, 1 u skladu su s naputcima Etickog kodeksa Hrvatskog drustva za
znanost o laboratorijskim Zivotinjama, koji je uskladen sa naputcima Medunardonog vijeca za
znanost o pokusnim zivotinjama (/nternational Council for Laboratory Animal Science).
Takoder, istrazivanje je izvedeno u skladu s odredbama Zakona o zastiti zivotinja (NN
135/06) i ¢l. 9 Pravilnika o uvjetima drzanja pokusnih Zivotinja, posebnim uvjetima za

nastambe i vrstama pokusa (NN 176/04).

Svi eksperimentalni postupci izvedeni u Kanadi odobreni su od Eti¢ckog odbora za brigu o
zivotinjama Sveucilista Laval (Laval University Animal Care Ethics Committee), te su u
skladu s Vodi¢em za skrb i uporabu pokusnih Zivotinja Kanadskog vije¢a za skrb o
zivotinjama (The Guide to the Care and Use of Experimental Animals of the Canadian

Council on Animal Care.)
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3.2. Genotipizacija miSeva

DNA je dobivena iz bioptata uha (engl. ear punch), prikupljenog tijekom obiljezavanja
miSeva oznakama (rupicama) na uSima, prilikom razvrstavanja u kaveze. Uzorak tkiva
uronjen je u 300 pl pufera za razgradnju bioptata uha (engl. ear punch buffer) (priprema: 500
ul 10M NaOH, 100 pl EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina), do 500 ml ultra ¢ista voda).
Uzorci su u navedenom puferu inkubirani 2 sata na 95 °C, a potom ¢uvani na +4 °C do
izvodenja genotipizacije. Uzorci pripremljeni na ovakav nacin sadrze DNA koja je koriStena
tijekom genotipizacije.
Genotipizacija miSeva ucinjena je metodom lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase
Chained Reaction — PCR). Specificnost metode je da se odabrani odsjecci DNA umnazaju u
vrlo velikom broju kopija. Za umnaZanje je koriStena DNA iz bioptata uha. Reakcijska smjesa
za jedan uzorak sadrzavala je:

- 2 ul DNA

- 2,20 pl 25 mM MgCl,

— 1 ul 20 mM pocetnica 1

— 1 ul 20 mM pocetnica 2

- 0,5ul 25 mM dNTP

- 2,5 ul 10X PCR pufer za DNA polimerazu (Applied Biosystems)

— 0,30 ul 5 U/ul Taq DNA polimeraze (Applied Biosystems)

Pocetnice koriStene za genotipizaciju miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom bile su
S'-TGGTTCTTTTCCCAAACTGG-3" i 5'-CAATGGGAATCCTGCTCACT-3' za normalan
(WT) alel; 1 5'-CTTGGGTGGAGAGGCTATTC-3"1 5" AGGTGAGATGACAGGAGATC-3'
za Neo alel (gen za neomicinsku rezistenciju prisutan u miseva sa onemoguéenim 7/r2
genom).

Pocetnice za genotipizaciju transgeni¢nih mi$jih linijja kojima se detektirala prisutnost
reporterskog gena za luciferazu bile su: pocetnica JK3: 5'-GGCGCAGTAGGCAAGG
TGGT-3'1JK4: 5'-CAGCAGGATGCTCTCCAGTCC-3'.

Pocetnice koriStene za genotipizaciju miSeva sa onemogucenim Gal-3 genom bile su 5'-
AGGGCCAGTCCCTTAACAA-3"1 5'-GGGCACATCCTCTCATTTGT-3' za normalan (W7)
alel, te 5'-CTTGGGTGGAGAGGCTATTC-3' i 5'-AGGTGAGATGACAGGAGATC-3' za

Neo alel (gen za neomicinsku rezistenciju prisutan u miSeva sa onemogucéenim Gal-3 genom).
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Ukupan volumen reakcijske smjese bio je 25 pl.

Reakcija se odvijala u laboratorijskom uredaju za PCR (Eppendorf Mastercycler), pod
sljede¢im uvjetima:

Tlr2 WT alel: pocetna denaturacija (2 minute na 94 °C), nakon toga 30 ciklusa koji su se
sastojali od denaturacije (30 sekundi na 94 °C), ljepljenja pocetnica (30 sekundi na 58 °C) i
produljivanja lanaca (45 sekundi na 72 °C), te zavrSne polimerizacije nedovrSenih lanaca
DNA (5 minuta na 72 °C);

Neo alel: pocetna denaturacija (2 minute na 94 °C), nakon toga 30 ciklusa koji su se sastojali
od denaturacije (30 sekundi na 94 °C), ljepljenja pocetnica (30 sekundi na 61 °C) i
produljivanja lanaca (45 sekundi na 72 °C), te zavrSne polimerizacije nedovrSenih lanaca
DNA (5 minuta na 72 °C).

alel za luciferazu: pocetna denaturacija (15 minuta na 95 °C), nakon toga 30 ciklusa koji su se

sastojali od denaturacije (30 sekundi na 94 °C), ljepljenja pocetnica (30 sekundi na 65 °C) i
produljivanja lanaca (60 sekundi na 72 °C), te zavrSne polimerizacije nedovrSenih lanaca
DNA (7 minuta na 72 °C).

Gal-3 WT i Neo aleli: pocetna denaturacija (5 minute na 95 °C), nakon toga 30 ciklusa koji su

se sastojali od denaturacije (30 sekundi na 94 °C), ljepljenja pocetnica (30 sekundi na 62 °C) i
produljivanja lanaca (3 minute na 72 °C), te zavr$ne polimerizacije nedovrSenih lanaca DNA

(10 minuta na 72 °C).

Rezultati lan¢ane reakcije polimerazom provjereni su elektroforezom na 1,5% agaroznom
gelu. Za pripremu gela, agaroza je pomijeSana u 1X TAE puferu za elektroforezu (priprema
10X: 48,4 g Tris, 11,4 ml ledene octene kiselne i 3,7 g EDTA, do 1L deionizirana voda).
Nakon zagrijavanja, u otopinu je dodan etidij bromid pocetne koncentracije 10 mg/ml, u
razrjedenju 1/10 000. Gel je izliven u kadice za elektroforezu, a nakon polimerizacije gela u
jazice su naneseni uzorci DNA. Pufer za migraciju tijekom elektroforeze bio je takoder 1X

TAE. Elektroforeza se odvijala pod naponom od 10-15mV/cm gela.
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3.3. Primjena posebnih dijetnih reZima

U svrhu provodenja istrazivanja utjecaja dokozaheksaenoi¢ne kiseline (engl. docosa-
hexaenoic acid — DHA) na postishemijski upalni odgovor i opseg nastalog ishemijskog
ostecenja, miSevi Wt 1 Trl2/luc/gfp genotipa, starosti 2 - 3 mjeseca (n = 9 - 12) podvrgnuti su
dijetnim rezimima prehrane sa razliCitim udjelima masnih kiselina. U istrazivanju su
primijenjena tri izokalori¢na dijetna rezima prehrane: normalna prehrana, dijeta bogata DHA 1
dijeta siromas$na omega-3 nezasi¢enim masnim kiselinama, u trajanju od 3 mjeseca. Toc¢an
sastav dijetne hrane odreden je od strane proizvodata metodom plinske kromatofrafije.
Kontrolna prehrana sadrzavala je 3,37 g/kg omega-3 i 13,45 g/kg omega-6 nezasi¢enih
masnih kiselina; hrana siroma$na omega-3 nezasi¢enim masnim kiselinama sadrzavala je 0,34
g/kg omega-3 1 32,38 g/kg omega-6 nezasi¢enih masnih kiselina; dok je hrana bogata omega-
3 nezasi¢enim masnim kiselinama sadrzavala 7,05 g/kg (od cega je 5,08 g’lkg DHA) omega-3
1 15,29 g/kg omega-6 nezasi¢enih masnih kiselina. Tako je omjer omega-3 i omega-6
nezasi¢enih masnih kiselina iznosio u kontrolnoj hrani oko 4,0 : 1; u hrani siroma$noj omega-
3 nezasi¢enim masnim kiselinama oko 95,0 : 1; a u hrani bogatoj omega-3 nezasi¢enim
masnim kiselinama oko 2,2 : 1. Skupina miSeva koja je primala dijetu bogatu DHA, primala
je 0,7 mg/kg/dan DHA, zasticenog od oksidacije metodom mikroenkapsulacije (MEG-3,
Ocean Nutrition Inc.) (168).

3.4. Izazivanje ishemijsko-reperfuzijskog oSteenja mozga na misjem modelu — metoda

privremene okluzije srednje moZdane arterije

U istrazivanju je za izazivanje ishemijskog oSte¢enja mozga miSa koriStena metoda
unilateralne privremene intraluminalne okluzije srednje mozdane arterije (engl. tMCAO —
transient Middle Cerebral Artery Occlusion) u trajanju od 60 minuta. Metoda je
standardizirana, te opce prihvacena u istrazivanjima ishemijskoga oSte¢enja mozga na
zivotinjskom modelu budué¢i da ima visoki postotak reproducibilnosti rezultata, relativno
nisku smrtnost te je manje invazivna od ostalih metoda (169, 170). Operativne zahvate na
svim zivotinjama izvela je jedna osoba kako bi se smanjila varijabilnost veliCine lezije.
Tijekom cijelog zahvata mi$ je anesteziran inhalacijskim anestetikom - 2% Isofluran u 100%

kisiku. Tjelesna temperatura odrzavana je na 37,0 — 37,5 °C pomocu grijane podloge na kojoj
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je mi§ lezao tijekom i nakon operativnog zahvata. Vaznost regulacije tjelesne temperature
opisana je u radu gdje je dokazano kako hipotermija misa nakon izazivanja ishemijske ozljede

mozga pruza znatan neuroprotektivan uc¢inak (171).

Na pocetku operativnog zahvata mis§ je bio poloZen na leda, te je ucinjen rez u podrucju vrata
u sredjnoj liniji. Meka tkiva i zlijezde slinovnice su odmaknute u stranu kako bi se prikazale
zajednicka, unutarnja i vanjska karotidna arterija. Lijeva zajedni¢ka kartoidna arterija
izdvojena je od okolnog tkiva, n. vagusa i jugularne vene. Na zajednickoj karotidnoj arteriji
prije racvanja postavljen je prvi ¢vor svilenim koncem debljine 6-0. Taj ¢vor je privremen, t;.
ostavljen je jedan kraj niti u obliku petlje, ¢ime se omoguéilo naknadno odvezivanje ¢vora
jednim potezom. Nakon postavljanja prvog ¢vora lijeva vanjska karotidna arterija izdvojena
je od okolnih struktura, a na njoj je postavljen drugi ¢vor — trajni ¢vor, Sto je distalnije bilo
moguce. Treci ¢vor je postavljen labavo, takoder na vanjskoj karotidnoj arteriji, proksimalo
od drugog ¢vora, neposredno uz racviste zajednicke karotidne arterije. Nakon postavljanja
treeg Cvora, lijeva unutarnja karotidna arterija izdvojena je od okolnih struktura, te je
privremeno zatvorena uz pomo¢ posebne Dumont pincete br. 7, koja je specificna po tome $to
se sama zatvara, a uz pomoc¢ primjenjene sile otvara, $to je obrnuto od principa klasi¢ne
pincete. Ucinjen je maleni poprecni (nepotpuni) rez izmedu drugog i teeg ¢vora kroz koji je
uvedena monofilamentna nit obloZena silikonom, debljine 6-0 (Doccol Corporation, Sharon,
MA, SAD), te je pogurana proksimalno do racvista zajedniCke karotidne arterije. Zatim je
tre¢i ¢vor pritegnut oko monofilamentne niti koja se sada nalazi u lijevoj vanjskoj karotidnoj
arteriji i seZe do racvista. Nakon toga je u potpunosti prerezana vanjska karotidna arterija na
istom mjestu gdje je ucinjen nepotpuni rez i uveden monofilament. Uklonjena je Dumont
pinceta br. 7, a monofilament je pogurnut u unutarnju karotidnu arteriju, a anatomskim
slijedom 1 u Wilisijev krug, na taj nacin zaustavljaju¢i protok krvi u pocetnom dijelu srednje
mozdane arterije. Nit je u pravilu uvedena u duljini od oko 14 mm, mjereéi od racvista
zajednicke karotidne arterije, odnosno do pruzanja otpora niti §to nam govori da je nit sezala
do racvista srednje mozdane arterije. Naknadno je pritegnut tre¢i ¢vor oko monofilmenta
kako se ne bi pomaknuo van uslijed pokreta miSa u budnom stanju. Rana je zatvorena
posebnim privremenim pric¢vrsnim spajalicama ili Savovima. Mi§ je potom probuden iz

anestezije 1 stavljen u grijani kavez na period od 60 minuta.
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Nakon 60 minuta okluzije srednje mozdane arterije mi§ je ponovno uspavan u indukcijskoj
komori sa plinskim anestetikom - 2% Isofluranom u 100% kisiku. Uklonjene su privremene
pri¢vrsne spajalice ili postavljeni Savovi, a monofilamentna nit je izvucena van do trenutka
kada se vrh niti nije priblizio na udaljenost od oko 2 mm do otvora na vanjskoj karotidnoj
artetiji kroz koji je monofilament uveden. Ponovno je postavljena privremena okluzija
Dumont pincetom br. 7 na unutarnju karotidnu arteriju, a potom je filament u potpunosti
izvaden iz krvne zile. Trec¢i ¢vor je potom cCvrsto pritegnut kako bi se sprijecilo naknadno
krvarenje. Samozatvarajuc¢a pinceta je potom uklonjena, kao i prvi ¢vor koji je postavljen na
zajednickoj karotidnoj arteriji na samom pocetku zahvata. Rana je zatvorena uz pomoc
spajalica ili trajnim Savovima pomocu 4-0 svilenog konca. Na kraju zahvata rana je
premazana otopinom joda, a naposlijetku je mi§ premjeSten u kavez, na grijanu podlogu (37
°C) na kojoj je ostao slijede¢a 2-3 dana, ovisno o stanju nakon operacije. Cijeli zahvat
izveden je pod operacijskim mikroskopom s izvorom hladnog svjetla. Tijekom zahvata
koristen je zi¢ani drzac (retraktor) kako bi rubovi rane ostali razmaknuti, a eventualni tragovi
krvi bili su uklonjeni uz pomo¢ sterilnih Stapica sa namotanom vatom na vrhu. Postoperativno
svakom miSu injicirano je 1mL fizioloske otopine dva puta na dan kroz 2-3 dana, tj. dok je
boravio u grijanom kavezu kako bi se sprijeila dehidracija. Takoder, svakom misu bila je
osigurana analgezija buprenorfinom 0,1 mL (otopina 0,03 g/mL, doza za miSeve 0,05-0,1
mg/kg). Hrana i voda bile su pruzene ad libitum. U navedenim postupcima koriSten je zasebni
set instrumenata koji se dezinficirao, a kod svih materijala gdje je to moguce i sterilizirao u

suhom sterilizatoru prije svake operacije kako bi se postigli asepti¢ni uvjeti.

3.5. Priprema tkiva za histoloske analize

Prilikom pripreme tkiva za izvodenje histoloskih metoda (imunohistokemija i bojenje prema
Nisslu) koristili smo se metodom perfuzijske fiksacije sa 4% paraformaldehidom (4% PFA) u
fosfatnom puferu - PBS (engl. phosphate buffer saline) kao fiksativom. Princip perfuzijske
fiksacije je taj da se uporabom krvozilnog sustava doboko anestezirane Zivotinje fiksativ
raspodjeli kroz cijelo tijelo, pa tako i u tkivo koje planiramo kasnije koristiti u istrazivanju.
Perfuzijska fiksacija je optimalna metoda za ocuvanje tkiva, budu¢i da fiksacija nastupa prije
autolitickih procesa koji se dogadaju uslijed umiranja Zivotinje. Postupak perfuzijske fiksacije

obuhvaca uspavljivanje Zzivotinje, perfuziju fosfatnim puferom, perfuziju fiksativom, te
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izolaciju tkiva za daljnje pokuse uz naknadnu postfiksaciju tkiva. Nakon opisane fiksacije

tkivo podvrgavamo krioprotekciji, a zatim rezemo na kriostatu i pohranjujemo.

3.5.1. Perfuzijska fiksacija tijela miSa

Postupak perfuzijske fiksacije miSa zapocCet je uspavljivanjem miSa letalnom dozom
anestetika kloralhidrata (300-350ul, koncentracije 10 mg/ml) primjenjenog intraperitonealno.
Nakon §to je mi§ duboko zaspao, Skaricama su otvorene abdominalna i torakalna Supljina, te
su prikazani jetra i srce. U lijevu klijetku umetnuta je igla debljine 23G, a desna pretklijetka
bila je presjeCena Skaricama kako bi se omogucilo otjecanje krvi iz krvozilnog sustava.
Najprije je provedena fiksacija sa 30 mL hladnog fosfatnog pufera (engl. phosphate buffered
saline — PBS), sastava 13,7 mM NaCl, 0,27 mM KCI, 0,65 mM Na,HPOy, 0,14 mM KH;,POy,,
pH=7.,4, +4°C. Pred kraj perfuzije fosfatnim puferom iz desne pretklijetke otjecala je prozirna
tekucina, a jetra je bila blijede, zuc¢kaste boje S§to nam je ukazivalo da smo adekvatno isprali
krvozilni sustav puferom. Nakon toga uslijedila je perfuzija hladnim fiksativom, 4%
paraformaldehid (PFA), +4°C, takoder 30 mL, opet uz pomo¢ igle umetnute u lijevu klijetku.

Na kraju fiksacije tijelo misa bilo je tvrdo i rigidno, $to je bio znak dobro provedene fiksacije.

3.5.2. Izolacija mozga, postfiksacija i krioprotekcija

Nakon provedene fiksacije perfuzijom miSa smo dekapitirali Skarama, a sa glave je uklonjena
koza. Uslijedio je uzdruzni rez od foramen magnuma prema rostralno, duz suture sagitalis.
Najprije je uklonjena okcipitalna kost, a zatim i obje ljuske parijetalne kosti. Iznad nosnih
bulbusa takoder je uklonjeno kostano tkivo. Uz pomo¢ Skarica i fine metalne Spatule mozak je
odvojen od baze lubanje te uronjen u otopinu 4% PFA u svrhu postfiksacije imerzijom.
Ostatak tijela miSa odloZen je privremeno u za to predviden zamrziva¢, a nakon toga je
odvezen na spaljivanje. U 4% PFA mozak je bio uronjen sljedeca 24 sata, nakon cega je
prebacen u otopinu za krioprotekciju — 30% saharozu otopljenu u fosfatnom puferu. U otopini
za krioprotekciju mozak je stajao 3 dana u svrhu dehidracije kako kristali vode prilikom
smrzavanja ne bi ostetili morfologiju tkiva. Na pocetku krioprotekcije u 30% saharozi mozak

je plutao na povrsini, a nakon 3 dana mozak je potonuo na dno bocice u kojoj se nalazio.
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3.5.3. Rezanje miSjeg mozga na Kkriostatu i pohrana uzoraka

Nakon postupka krioprotekcije mozak je izvaden iz 30% saharoze i osuSen papirnatim
ru¢nikom. Mozak je potom uklopljen u otopinu za rezanje na kriostatu (Tissue Tek, O.C.T,
Sakura, SAD), smrznut na -80°C kako bi se formirao tvrdi blok, koji je potom montiran na
drzac kriostata (Leica CM3050 S). Na kriostatu su rezani poprecni (frontalni) rezovi debljine
35 um, koji su odmah montirani na pozitivno nabijena staklca (Menzel SuperFrost Plus ili
Thermo Scientific Colorfrost Plus Slides). Rezovi su montirani na nafin da su stvarane
paralelne serije rezova oznacene slovima od a-f, kako bi se isti mozak mogao koristiti za 6
razlicitih pokusa. Potom su staklaca sa rezovima spremljena u adekvatno oznacene kutije koje

su odlozene u zamrzivac na -20 °C.

3.6. Bojenje presjeka miSjeg mozga prema Nisslu

U svrhu procjene veli¢ine mozdane lezije 3, 7 i 14 dana nakon postupka privremene okluzije
srednje mozdane arterije poprecni presjeci mozga miSa bojeni su prema Nisslu, prema
standardiziranom protokolu. Rezovi su najprije dodatno fiksirani na stakalca na nacin da su
uronjeni u 100% metanol 10 min, a potom je uslijedila rehidracija rezova; uronjeni su redom
u: 95% etanol 15 minuta, 70% etanol 2 minute, 50% etanol 2 minute, destilirana voda 2
minute, ponovno destilirana voda 2 minute. Potom je usijedilo bojenje prema Nisslu,
uranjanjem stakalaca sa rezovima na 6 minuta u otopinu koja je sadrzavala boju krezil violet
(Sastav: 1,25 g krezil violet acetata i 0,75 ml ledene octene kiseline dodaje se u 250 ml tople
destilirane vode. Otopina se promijeSa, ohladi i filtrira.). Nakon bojenja uslijedilo je ispiranje
1 dehidracija rezova uranjanjem redom u: destiliranu vodu 2 minute, 50% etanol 2 minute,
70% zakiseljeni etanol (Sastav: 2ml ledene octene kiseline u 200ml 70% etanola) 1 minuta,
95% etanol 2 minute, 95% etanol nekoliko puta umocena stakalca sa rezovima, 100% etanol
2 minute. Prosvjetljavanje je provedeno sa ksilenom uranjanjem stakalaca sa rezovima 2 puta
po 3 minute. Uslijedilo je poklapanje preparata sa mjeSavinom dibutil-ftalata (plastifikator),
polistriena 1 ksilena (engl. Dibutylphthalate, Polystirene, Xylene — DPX). Staklaca sa
rezovima su ostavljena preko no¢i u ventilirnoj laboratorijskoj komori, digestoru, kako bi

medij za pokrivanje - DPX polimerizirao i o¢vrsnuo. Slijede¢i dan, viSak o¢vrsnutog medija
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za pokrivanje odstranio se skalpelom, a stakalca sa rezovima odlozena su u obiljezene kutije

cuvane na sobnoj temperaturi.

3.7. Procjena volumena moZdane ishemijske lezije i statisticka analiza

Volumen ishemijske lezije, nastale nakon MCAO, procjenjen je u grupi miseva s
onemoguc¢enim 7/r2 genom, kao i u grupi miseva divljeg tipa u vremenskim to¢kama 3, 7 1 14
dana nakon operativnog zahvata. Broj Zivotinja iznosio je 10/grupi/promatranoj vremenskoj
tocki. U analizu je bio ukljucen svaki Sesti frontalni presjek kroz mozak dobiven rezanjem na
krostatu, te obojen prema Nisslu. Nakon bojenja i poklapanja sa DPX medijem te suSenja,
stakalca sa uzorcima su digitalizirana (skenirana) pomoc¢u CanoScan 9950F skenera u
rezoluciji 4800 dpi. Za procjenu veliCine lezije koriSten je kompjuterski program Imagel

(verzija 1.42q za Windows operativni sustav, National Institutes of Health, SAD).

Kvantifikacija volumena ishemijske lezije provedena je na nacin da su mjereni "izravni" i
"neizravni" volumen ishemijske lezije (172). "Izravni volumen ishemijske lezije" je volumen
lezije vidljiv na histoloSkim preparatima kao tkivo ipsilateralne hemisfere koje nije uredne
histoloSke grade (svijetlije, edematozno tkivo 3 dana nakon MCAOQ, te dio mozga sa zgusnuto
zbijenom Nisslovom tvari u kasnijim vremenskim to¢kama). "Izravni" volumen ishemijske
lezije izradunat je na na¢in da je povriina lezije (u mm?) izralunata na svakom $estom
presjeku kroz mozak umnozena sa 6 i s debljinom presjeka (35um). Krajnja vrijednost bila je
izrazena u mm’. "Neizravni" volumen ishemijske lezije izraunat je formulom: volumen
kontralateralne (zdrave) hemisfere — volumen zdravog dijela ipsilateralne hemisfere.
"Neizravni volumen ishemijske lezije" predstavljao je stoga volumen mozga koji je oStecen,
tj. zahvacen lezijom, a izraCun ima prednost u tome S$to ne ovisi 0 procesima stvaranja
glijalnog oziljka, uklanjanja stani¢nog detritusa 1 skvr¢avanja tkiva. Razlika izmedu
ipsilateralne i1 kontralateralne hemisfere oznacavala je mozdani edem, koji je koriSten
prilikom korigiranja "izravnog volumena ishemijske lezije" 3 dana nakon MCAOQO. Dakle,
"izravni volumen ishemijske lezije" reflektira procese konsolidacije lezije (stvaranje glijalnog
oziljka), dok "neizravni volumen ishemijske lezije" predstavlja procese progresije ishemijske
lezije, i.e. utjecaj promijenjenog upalnog odgovora na razvoj lezije. Navedeni izracuni su

izvedeni u skladu sa metodologijom prije publiciranih radova iz istog podrucja (172).
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Prilikom statisticke analize, nakon provjere distribucije uzoraka uslijedio je dvostrani

Studentov t-test za nezavisne uzorke.

3.8. Hibridizacija RNA in situ sondom obiljeZenom radioaktivnim izotopom

Postupak hibridizacije RNA in situ je oblik hibridizacije koja se koristi za lokalizaciju
odredene sekvence mRNA u tkivu pomoc¢u oznacenih fragmenata nukleinskih kiselina koji se
specificno vezu za komplementarnu sekevncu mRNA u tkivu. U ovom istrazivanju
proucavala se ekspresija i lokalizacija mRNA sekvence koja kodira TLR2 protein u miseva
kojima je izazvana ishemijska mozdana lezija. Hibridizaija je provedena na svakom Sestom
poprecnom presjeku mozga u dijelu gdje je na istom presjeku bilo vidljivo mjesto lezije, kao 1

zdrava, kontralateralna strana koja je koristena kao kontrola.

3.8.1. Priprema tkiva za postupak hibridizacije RNA in situ

Mozgovi koji su koriSteni za RNA hibridizaciju in sifu pripremljeni su na nacin opisan u
odjeljku 3.5.2., uz iznimku §to je krioprotekcija provedena u otopini 10% saharoze u trajanju
od 24h. Mozgovi su rezani na kliznom mikrotomu na niskoj temperturi, uz pomo¢ suhog leda,
na frontalne presjeke debljine 25 um. Presjeci su prilikom rezanja odlagani u hladnu sterilnu
otopinu protiv smrzavanja — tzv. antifriz (sastav (za 2L): 250 ml pufera za pripremu antifriza
[sastav: monobazi¢ni natrijev fosfat 9,52 g, dibazi¢ni natrijev fosfat 32,8 g, dopunitido 1 L sa
DEPC vodom (100 pl dietilpirokarbonata u 1 L ultra ¢iste vode, autoklavirati)], 750 ml DEPC
vode, 600 ml etilenglikola bez RNaza, 400 ml glicerola bez RNaza) koji se nalazio u
bunari¢ima na ploc¢i sa 24 bunari¢a. Odabrane presjeke potrebno je isprati 3 puta po 10
minuta u hladnom kalijevom fosfatnom puferu — KPBS sastava: dibazi¢ni kalijev fosfat 15,24
g, monobazi¢ni kalijev fosfat 1,8 g, NaCl 32,4 g, DEPC 400 pl, dopuniti do 4 L sa ultra
¢istom vodom, autoklavirati. Nakon ispiranja presjeci su kistom montirani na poli-L-lizinom

presvucena stakalca, te potom osuSeni i stavljeni u vakuum na najmanje 2 sata.
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3.8.2. Prehibridizacija

Prehibridizacija tkiva provedena je u uvjetima bez prisutnih RNaza, u otopinama 4% PFA 20
minuta, 2 puta KPBS u trajanju od 5 minuta, pufer za proteinazu K (priprema: 100 ml Tris-
HCI 1M pH 8,0, 100 ml EDTA 0,5 M, pH 8,0, do 1 L DEPC voda) i proteinaza K (priprema:
125 pl otopine proteinaze K koncentracije 25 mg/ml u 250 ml pufera) 25 minuta. Nakon toga
je uslijedilo ispiranje: stakalca sa uzorcima su 10 puta uronjena u DEPC vodu, 10 puta u TEA
0,1 M (priprema: 133,3 ml trietanolamina u 7,5M otopini (Sigma) u 1 L miliQ voda, pH 8,0);
te acetilacija: 10 minuta u 0,1M TEA sa dodatkom 625 pl kiselog anhidrida, ispiranje u 2X
SSC puferu (priprema: NaCl 525,9 g, natrijev citrat 264,6 g, do 3L miliQ voda, pH 7,0) te
dehidracija u uzlaznom nizu alkohola (50% etanol 3 minute, 70% etanol 3 minute, 95%
etanol 3 minute, 100% etanol 3 minute, 100% etanol 3 minute). Stakalca su potom ostavljena

2 sata u vakuumu kako bi se osusila.

3.8.3. Priprema radioaktivnim izotopom obiljeZene sonde

TLR2 sonda duljine 2278 parova baza (pb) (od 323-2601 pb, Genebank referenca AF185284)
umnozena je pomocu postupka lancane reakcije polimerazom kori§tenjem gornje pocetnice:
5'GGC-TCT-TCT-GGA-TCT-TGG-TGG-CC-3' i donje pocetnice: 5'-GGG-CCA-CTC-CAG-
GTA-GGT-CTT-GG-3'". Insert je potom umetnut u PCR Blunt-II topo vektor, a budu¢i da
postoje razli¢ita mjesta za vezanje polimeraze na svakoj strani inserta, koriStenjem SP6
polimeraze dobivena je antisense sonda, a koriStenjem T7 polimeraze dobivena je sense
sonda. Obiljezavanje sonde radioaktivnim izotopom ucinjeno je na nacin da je po jednoj
reakciji u 8 pl $*>-dUTP, radioaktivnosti 100 uCi (Perkin Elmer) dodan 1pL transkripcijskog
pufera, 1,5 pl DEPC vode, 0,5 ul DTT, 1 pl mjeSavine dGTP-dATP-dCTP, 0,6 ul RNasin-a, 1
ul sonde DNA (250 pg/ul) te 0,6 pl polimeraze. Reakcijska smjesa je potom promijeSana, te
inkubirana u 90 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije dodano je 100 pl otopine DNaze (1 ul
DNaze, 2,5 ul tRNA koncentracije 10mg/ml, 94 pl 10 mM Tris/10mM MgCl,, 2,5 pl DEPC
vode), 10 minuta na sobnoj temperaturi. Uslijedila je ekstrakcija dodavanjem 100 pl fenol
kloroforma 1:1, mijeSanje 2 puta po 5 minuta i naposlijetku centrifugiranje nakon kojega je
115 pl gornje faze uzeto i inkubirano sa 20 pul 5SM amonijevog acetata, pH 5,5 1 500 pl 100%
etanola, 20 minuta na suhom ledu. Nakon centrifugiranja supernatant je uzet uz pomo¢ pipete,

nakon ¢ega je uslijedilo suSenje na sobnoj temperturi 10 minuta, a stvoreni talog je ponovno

44



otopljen u 50 ul TE pufera (2,5 ml Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mL EDTA, pH 8,0, 247 mL DEPC
vode. Ovako otopljena DNA predstavljala je sondu oznaenu radioaktivnim S*>-dUTP (173).
UspjeSnost vezanja mjerena je scintilacijskim broja¢em dodavanjem 1 pl pripremljene sonde
u 10 ml scintilacijske tekuéine. Iz dobivenih vrijednosti izradunat je broj konjugiranih S*-
dUTP po oligonukleotidu, kao i postotak uspjeSnosti oznaCavanja sonde radioaktivnim

sumprorom.

3.8.4. Hibridizacija

Pripremljena je otopina za hibridizaciju: za 1 ml (dovoljno za 11 stakalaca): 822 pl
hibridizacijskog pufera (10 ml 50% dekstran sulfata, 25 ml deioniziranog formamida, 3ml SM
NaCl, 500 ul Tris-HCI 1M, pH 8,0; 100 ul EDTA 0,5M, pH 8,0; 1 ml Denhartove otopine
50X [5g fikola, 5g polivinilpirolidona, 5g BSA (frakcija V), do 500 mL DEPC voda], 1,5 ml
DEPC vode), 50 ul tRNA 10 mg/ml (100 mg tRNA bez RNaza u 10 ml DEPC vode), 10 pl
DTT IM (5g DTT u 32,36 ml DEPC vode), 118 pul DEPC vode koja sadrzava sonde (10
milijuna cpm). Otopina za hibridizaciju ugrijana je na temperaturu od 60 °C. 90 pl otopine za
hibridizaciju stavljeno je na stakalce, koje je pokriveno pokrovnicom, te ostavljeno preko

no¢i u vlaznoj komori na 60 °C.

3.8.5. Posthibridizacija i autoradiografija

Nakon §to se hibridizacija odvijala preko no¢i na 60 °C, stakalca su uronjena u SSC 4X pufer
30 minuta. Pokrovna stakalca su oprezno skinuta, a stakalca sa rezovima su isprana 4 puta po
5 minuta otopinom SSC 4X pufera uz dodatak 250 pl 1M DTT, a potom inkubacija sa
RNazom 500 pl koncentracije 10 mg/ml u RNaza puferu 30 minuta na 37 °C. Uslijedila je
serija ispiranja 5 minuta (2X SSC + 250 pul DTT 1M), 5 minuta (2X SSC + 250 ul DTT 1M),
5 minuta (1X SSC + 250 ul DTT 1M), 10 minuta (0,5X SSC + 250 pul DTT 1M), 30 minuta
na 60 °C (0,1X SSC + 250 ul DTT 1M), 10 kratkih uranjanja (0,1X SSC + 250 ul DTT 1M),
3 minute (50% etanol + 250 pl DTT), 3 minute (70% etanol + 250 pl DTT), 3 minute (95%
etanol), 3 minute (100% etanol), 3 minute (100% etanol). Stakalca sa rezovima su potom

osusena 1 stavljena u vakuum na 30 minuta.
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U kazetu za razvijanje poslozena su stakalca sa osuSenim rezovima na koja je stavljen
autoradiografski film (Kodak XAR/S). Ekspozicija je trajala preko no¢i, a film je potom
razvijen u tamnoj komori, skeniran i analiziran kako bi se odredili rezovi s najboljim

signalom.

3.8.6. Vizualizacija hibridizacije RNA in situ pomocu fotografske emulzije

Stakalca koja su sadrzavala rezove s najboljim signalom najprije su odmasc¢ena, a potom
uronjena u NTB2 fotografsku emulziju. Odmaséivanje je provedeno uranjanjem 5 min u 95%
etanol, 3 puta po 5 min u 100% etanol, 10 minuta u ksilen (koristeni), 30 minuta u Cisti ksilen,
3 puta po 5 minuta u 100% etanol, nakon ¢ega su ostavljena na zraku kako bi se osusila i
poptom u vakuumu. Fotografska emulzija je pomijeSana sa miliQ vodom u omjeru 1:1, i
ostavljena 30 minuta uz polagano mjeSanje na 42 °C. Stakalca sa rezovima nakratko su
uronjena u pripremljenu fotografsku emulziju, osusena na zraku 2 sata, te pohranjena u kutiju
omotanu aluminijskom folijom na period od 2 tjedna na temperaturi od 4 °C. Nakon 2 tjedna
stakalca sa rezovima izvadena su s 4 °C, te ugrijana na sobnu temperaturu. Svjeze
pripremljeni razvija¢ (D19, Kodak) i fiksir ohladeni su na 14 °C. Stakalca su uronjena na 3,5
minute u razvija¢ (Rapid fixer, Kodak), 15 sekundi u vodu, 5 minuta u fiksir, te 1 sat u posudi
sa stalnim protokom hladne vode (23-26 °C). Uslijedio je niz uranjanja u milliQ vodu, 50%
etanol, 70% etanol, 2 puta u 95% etanol, 3 puta po 1 minutu u 100% etanolu, 3 puta po 3
minute u ksilenu. Na kraju postupka stakalca sa rezovima pokrivena su DPX medijem za
poklapanje, te analizirani svjetlosnim mikroskopom uz koristenje tamnog vidnog polja (Leica

DM5000B).

3.9. Imunohistokemija sa sekundarnim protutijelom obiljeZenim biotinom

Imunohistokemijska analiza pomocu biotinom obiljezenog sekundarnog protutijela u ovome
istrazivanju koriStena je za obiljezavanje apoptoti¢nih stanica uz pomo¢ protutijela koje je
specificno obiljezavalo efektornu cijepanu kaspazu-3 (engl. anti-cleaved caspase-3).
Imunohistokemijsko obiljezavanje provedeno je u vremenskim to¢kama 3, 7 i 14 dana nakon
izazivanja ishemijske ozljede mozga na misevima sa onemogucéenim 77r2 genom, kao i na

misevima divljeg tipa, prema ranije publiciranom protokolu (65, 162).
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Prednost imunohistokemije sa sekundarnim protutijelom obiljezenim biotinom je krajnji
signal koji nije osjetljiv na svjetlost, preparat je time dugotrajan, a analizu dobivenog signala
moguce je uciniti i nakon nekoliko godina. U ovom istrazivanju postupak je koriSten za
potrebe stereoloSke analize signala, a budu¢i da se radi o analizi koja podrazumijeva
dugotrajno osvjetljavanje preparata, potrebno je obiljezavanje substratom koji ne blijedi
prilikom dugotrajnog izlaganja izvoru svjetlosti. U ovom slucaju radi se o tamno plavo-crnom

substratu, 3, 3'-diaminobenzidinu (DAB).

Uzorci (poprecni presjeci mozgova na stakalcima) su najprije izvadeni iz hladnjaka (-20°C),
te stavljeni u vakuum na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 sata, kako bi presjeci Sto bolje
prionuli uz stakalce i kako ne bi otpadali u daljnjim koracima. U slijede¢em koraku uzorci su
isprani 4 puta po 5 minuta sa fosfatnim puferom kako bi se odstranila tekucina za uklapanje
(TissueTek). Uslijedilo je blokiranje endogene peroksidaze sa 0,6% H»O; u fosfatnom puferu
u trajanju od 15 minuta. Nakon ispiranja PBS-om 4 puta po 5 minuta uzorci su inkubirani 60
minuta sa sredstvom za blokiranje epitopa (sprjeCavanje nespecificnog vezanja), a koje je
sadrzavalo 10% kozji serum u PBS-u uz dodatak 0,25% Tritona X-100, sredstva za
poboljsanje permeabilnosti. Nakon blokiranja epitopa, uzorci su inkubirani preko no¢i na
sobnoj temperaturi sa primarnim nekonjugiranim protutijelom na cijepanu kaspazu-3 u
razrjedenju 1:400 (Cell Signaling, kat. br. 9661S), porijeklom od zeca. Protutijelo je bilo

razrijedeno u fosfatnom puferu koji je sadrzavao 5% kozji serum i 0,25% Triton X-100.

Sljede¢i dan uzorci su isprani 4 puta po 5 minuta sa PBS-om koji je sadrzavao 0,25% Triton
X-100. Uslijjedilo je inkubiranje uzoraka sa sekundarnim protutijelom obiljezenim biotinom,
razrijedenog 1:500 u PBS-u koji je sadrzavao 0,25% Triton. Protutijelo potjece od koze, a
specificno se veze na teSki i laki lanac primarnog protutijela porijeklom od kunica
(Vectorlabs, kat. br. BA-1000). Za amplifikaciju pozitivnog signala, uzorci su inkubirani sa
avidin-biotin kompleksom 60 minuta (Vectastain ABC Elite kit Standard, Vectorlabs, kat. br.
PK6100, priprema prema uputi proizvodaca). Uslijedilo je ispiranje uzoraka 3 puta 5 minuta
PBS-om, 2 puta po 5 minuta destiliranom vodom, te razvijanje otopinom 3,3'-diamino-
benzidina (DAB) kroz 3-5 minuta (Vectorlabs, kat. br. SK-4100). Reakcija razvijanja je
zaustavljena pomocu destilirane vode, a nakon temeljitog ispiranja 4 puta 5 minuta sa

destiliranom vodom uzorci su dehidrirani u nizu uzlaznih koncentracija alkohola (50% etanol
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2 minute, 70% etanol 2 minute, 95% etanol 2 minute, 100 % etanol 2 minute). Nakon toga
uzorci su prosvijetljeni ksilenom 2 puta po 3 minute i pokriveni DPX sredstvom za
poklapanje. Preparati su se susili preko no¢i, a nakon ¢iS¢enja spremljeni su u oznacene kutije

1 pohranjeni na sobnoj temperaturi.

3.10. Stereoloska procjena broja apoptoti¢nih i CD3" stanica

Procjena broja apoptoticnih stanica provedena je na uzorcima mozgova miSeva sa
onemogu¢enim 77/r2 genom i divljeg tipa 3, 7 i 14 dana nakon MCAO (n=4/skupini
/vremenskoj tocki). Analiza je provedena na uzorcima poprecnih presjeka mozgova
obiljezenih protutijelom protiv cijepane kaspaze-3, metodom imnohistokemije sa netopljivim
substratom (DAB), kao S§to je prethodno opisano u odjeljku 3.9. Procjena broja CD3
pozitivnih stanica (infiltriranih limfocita T) provedena je na kontrolnim uzorcima, te 3 i 7
dana nakon MCAO u skupinama 7/r2-/- 1 WT miSeva. Kvantifikacija je u oba slucaja
ukljucivala svaki 6 poprecni presjek kroz mozak. Broj pozitivno oznacenih stanica
procijenjen je uporabom metode optickog frakcioniranja pomocu Nikon Eclipse 80i
stereoloskog mikroskopa opremljenim programom Stereo Investigator. Na ipsilateralnoj
(ishemic¢noj) hemisferi najprije je oznacena lezija koriStenjem 4x Plan Apochromat objektiva,
a uzorkovanje uz pomo¢ 60x Plan Apochromat objektiva) Nikon, El Segundo, SAD).
Parametri analize bili su veli¢ina okvira brojanja (S: 100 um x V: 100 um), mreZa
uzorkovanja (S: 500 pm x V: 500 pm) te rubna zona debljine 1,5 um. Kvantifikacija je bila
provedena na podruéju cijele ishemijske lezije, a rezultati izrazeni kao broj stanica po mm’.
Podaci su naknadno statisticki obradeni, a nakon provjere distribucije proveden je dvostrani

Studentov t-test za nezavisne uzorke.

3.11. Imunohistokemija s fluorescentno obiljeZenim sekundarnim protutijelima

Imunohistokemijsko obiljezavanje flurescentnom bojom obiljeZenim sekundarnim protu-
tijelima (imunofluroescencija - IF) provedeno je na uzorcima poprecnih presjeka mozgova
miSeva sa onemogucenim 77r2 genom, kao i na miSevima divljeg tipa prema prethodno

opisanom protokolu (65). Analiza je provedena koriStenjem samo jednog protutijela, a
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rezultat je koriSten za analizu intenziteta signala mjerenjem opticke gustoce, ili uz pomo¢ dva
protutijela, u sluc¢aju kada je bilo nuzno prikazati kolokalizaciju, tj. prisutstvo dva antigena u
istoj stanici. Imunoflurorescentna analiza provedena je u vremenskim tockama 3, 7 i 14 dana
nakon izazivanja ishemijske ozljede mozga, kao i na kontrolnim uzorcima, tj. na uzorcima

poprecnih presjeka mozgova miseva koji nisu bili podvrgnuti MCAO.

Protokol imunofluorescentnog obiljeZavanja tkiva sastoji se od nekoliko koraka. Uzorci su
najprije izvadeni iz hladnjaka (-20 °C), i stavljeni u vakuum na sobnoj temperaturi u periodu
od 2 sata, kako bi presjeci Sto bolje prionuli uz stakalce i kako ne bi otpadali u daljnim
koracima. U sljede¢em koraku uzorci su isprani 4 puta po 5 minuta sa fosfatnim puferom
kako bi se odstranila tekuéina za uklapanje i rezanje na kriostatu (TissueTek). Nakon
ispiranja slijedi blokiranje epitopa u tkivu sa ciljem izbjegavanja nespecifi¢nog vezanja. To se
postize inkubacijom uzoraka sa 10% kozjim serumom (ili konjskim ukoliko je jedno od
primarnih protutijela proizvedeno u kozi). Serumu se dodaje 0,25% permeabilizacijski agens
Triron X-100 koji poboljSava prodiranje protutijela unutar stanice. Inkubacija je trajala 30
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja epitopa uzorci su se inkubirali preko no¢i sa
primarnim protutijelom koje se specificno veze na antigen koji Zelimo vizualizirati (7Tablica
4). Primarno protutijelo je prema uputama proizvodaca ili prema raspolozivoj literaturi
razrjedeno u fosfatnom puferu koji je sadrzavao 0,25% Triton X-100 i 1% kozji odnosno

konjski serum, opet, ovisno o porijeklu primarnog protutijela.

Tablica 4. Popis primarnih protutijela koriStenih u postupcima imunofluorescentne analize.

Protutijelo | Porijeklo Mon?klonalno / Razrjedenje Tvrka Katalo.skl
poliklonalno broj
anti-BrdU Stakor poliklonalno 1:2000 Axyll /AbD OBT0030
Serotec
anti-BrdU,
konjugirano s mis monoklonalno 1:400 Invitrogen B35130
Alexa Fluor
488
. . BD
anti-CD3 Stakor monoklonalno 1:200 . 555273
Pahrmingen

anti-CD11b Stakor monoklonalno 1:50 AbD Serotec MCAT711
anti-CD68 Stakor monoklonalno 1:2000 AbD Serotec MCA1957
anti-cleaved | i poliklonalno 1:400 Cell 9661S
caspase-3 Signaling
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P(fl(;zgtvii %O Porijeklo M;(ﬁ;g‘::;‘:g / Razrjedenje Tvrka Kaé‘:i:f“
anti-GFAP mi$ monoklonalno 1:1000 Millipore MAB360
anti-GFAP kunié¢ poliklonalno 1:500 Dako 70334
anti-Iba-1 kuni¢ poliklonalno 1:500 Wako 019-19741
anti-IGF-1 mi$ monoklonalno 1:50 M[El;isl?[z:ee / 05-172
anti-Mac2 Stakor monoklonalno 1:500 ATCC -
anti-Map?2 kunié¢ poliklonalno 1:1000 Millipore AB5622
anti-NeuN mi$ monoklonalno 1:300 Millipore MAB377
anti-TLR2 mis monoklonalno 1:250 eBioscience 14-9022-82

Nakon inkubacije sa nekonjugiranim primarnim protutijelima, stakalca sa uzorcima su isprana
4 puta po 5 minuta sa fosfatnim puferom koji je sadrzavao Triton X-100. Uslijedilo je
inkubiranje uzoraka u periodu od 2 sata sa fluorescentno obiljezenim sekundarnim
protutijelima, specificnima na primarna protutijela izolirana iz pojedine Zivotinjske vrste.
Popis koriStenih sekundarnih protutijela nalazi se u 7ablici 5. Iznimka je obiljezavanje
uzoraka sa anti-BrdU protutijelom koje je konjugirano sa fluorescentnom bojom Alexa Fluor

488, pa su koraci inkubacije sa fluorescentnim sekundarnim protutijelom izostavljeni.

Tablica 5. Popis koriStenih sekundarnih, fluorescentnom bojom obiljezenih, protutijela.

Porijeklo i
Protutijelo Razrjedenje Tvrka Kataloski broj
specifi¢nost
Alexa Fluor 488 koza anti-mi$§ 1:500 Invitrogen A11029
Alexa Fluor 488 koza anti-Stakor 1:500 Invitrogen A11006
Alexa Fluor 488 koza anti-kuni¢ 1:500 Invitrogen A11034
Alexa Fluor 594 koza anti-mi$§ 1:500 Invitrogen A11005
Alexa Fluor 594 koza anti-Stakor 1:500 Invitrogen A11007
Alexa Fluor 594 koza anti-kuni¢ 1:500 Invitrogen A11012
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Po isteku perioda inkubacije sa sekundarnim protutijelom, uslijedilo je ispiranje uzoraka sa
otopinom fofatnog pufera s Tritonom X-100 3 puta po 5 minuta, a nakon toga samo sa
fosfatnim puferom 2 puta 5 minuta. Na kraju, uzorci su isprani destiliranom vodom 2 puta po
1 minutu i poklopljeni Fluoromountom G (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington,
PA, SAD) — medijem koji Stiti fluorescenciju i1 na taj nacin produljuje vrijeme potrebno za
mikroskopijsku analizu uzoraka. Stakalca sa uzorcima su ostavljena u mraku preko no¢i kako
bi se medij za pokrivanje osusio, a sljedeéi dan su ociSéena i pohranjena u oznacene kutije u

mracnu prostoriju na sobnoj temperaturi.

3.12. Kvantifikacija intenziteta fluorescentnog signala i statisticka analiza

Kvantifikacija imunofluorescentnog signala provedena je na uzorcima poprecnih presjeka
miSeva sa onemogucenim 772 genom, kao i kod miseva divljeg tipa u vremenskim tocka 3 i
7 dana nakon MCAO zahvata, te na kontrolnim presjecima mozgova miseva koji nisu bili
podvrgnuti MCAO (kontrolna skupina). Kvantifikacija je provedena nakon obiljezavanja
tkiva protutijelima anti-Ibal, anti-CD68, anti-BrdU, anti-Mac2, anti-IGF-1. Analiza je
provedena na nacin da su najprije fotografirana po 4 nasumi¢na vidna polja u podrucju
ishemijske lezije na ipsilateralnoj strani i 4 odgovaraju¢a polja na kontralateralnoj strani
(kontrola imunofluorescetnog oznacavanja). Analizirano je deset rezova montiranih na
stakalce nakon rezanja na kriostatu (svaki 6 presjek se nalazio na predmetnom stakalcu).
Prilikom fotografiranja koriSten je fluorescentni mikroskop Leica DM5000B sa objektivom
20x Plan Fluotar, te digitalnom kamerom. Intenzitet signala je procijenjen pomoc¢u ImagelJ
programa, na nacin da je mjerena integrirana opticka gustoca signala, Sto odrazava vrijednost
intenziteta fluorescencije po jedinici povrSine. Vrijednost mjerenja je izrazena u arbitrarnim
jedinicama (65). Nakon provjere distribucije izraCunata je aritmeticka sredina vrijednosti
procijenjenih intenziteta fluorescentnog signala za svaki mozak, a vrijednosti su potom

analizirane pomoc¢u dvostranog Student t-testa za nezavisne uzorke.
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3.13. Obiljezavanje proliferirajucih stanica bromodeoksiuridinom

Proliferiraju¢e stanice vizualizirane su na nain da su miSevi injicirani sa bromodeoksi-
uridinom (5-bromo-2'-deoksiuridin - BrdU), sintetskim nukleozidom, analogom timidina koji
se ugraduje u novo-sintetiziranu DNA u stanicama koje se dijele. Doza primjenjenog BrdU
iznosila je 50 pg/g tjelesne tezine, a pripremljen je na nacin da je 15 mg BrdU (Sigma, kat. br.
B5002-5G) otopljeno u 15 mL fizioloske 0,9% NaCl otopine. Otopina je bila zasti¢ena od
izvora svjetlosti. BrdU je bio primjenjen u obliku intraperitonealne injekcije (5 pl otopine po
gramu tjelesne tezine). Injekcija je primijenjena neposredno prije MCAO, te 2, 24 1 48h
nakon MCAQO. 72h nakon MCAOQO miSevi su anestazirani intraperitoenalnom injekcijom
kloralhidrata (150mg/kg, 300-350 pl otopine koncentracije 10 mg/ml), nakon cega je
uslijedila transkardijalna perfuzija fosfatnim puferom (PBS) i potom perfuzija fiksativom 4%
paraformaldehidom. Mozgovi su zatim izolirani, post-fiksirani 24 h u 4% paraformaldehidu,
nakon ¢ega je uslijedila krioprotekcija 3 dana u 30% saharozi i rezanje na kriostatu na 35 um

debele poprecne (frontalne) rezove koji su odmah montirani na pozitivno nabijena stakalca.

Pretretman tkiva za vizualizaciju BrdU proveden je na nacin da su uzorci (poprecni rezovi
misjeg mozga) fiksirani sa 4% PFA 10 minuta, isprani 4 puta 5 minuta sa kalijevim fosfatnim
puferom (KPBS), te inkubirani na 30 minuta u vlaznoj komori sa 2M HCI koji uzrokuje
kiselu denaturaciju proteina. Reakcija je potom zaustavljena pomocu 0,1M natrijevog borata
(borax), pH 8,5 koji je neutralizirao primijenjeni HCI. Nakon toga uslijedilo je ispiranje 4
puta po 5 minuta KPBS, na Sto se nastavljao klasi¢ni protokol imunofluorescencije. Za
potrebe mjerenja integrirane optiCke gustofe signala na uzorcima proveden je protokol
imunofluorescencije sa primarnim protutijelom specificnim za BrdU 1 adekvatnim
sekundarnim protutijelom (prethodno opisan u odjeljku 3.11.). Intenzitet signala procjenjen je
kao Sto je opisano u odjeljku 3.12. U slucaju dokazivanja kolokalizacije, primijenjena je
metoda dvostruke imunofluorescencije. Najprije je proveden postupak obiljezavanja
primarnim (npr. anti-Ibal protutijelom) i sekundarnim fluorescentnim protutijelom (kao u
odlomku 3.11), a nakon toga je proveden pretretman tkiva za BrdU i naknadna
imunofluorescencija sa primarnim anti-BrdU protutijelom konjugiranim sa Alexa Fluor 488

fluoroforom.
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3.14. Analiza izraZaja upalnih citokina pomo¢u RayBio® membrane

Analiza izrazaja upalnih citokina provedena je pomo¢u membrane koja je na sebi imala
nanesena protutijela specifi¢na na 40 upalnih citokina misa (RayBio Mouse Inflammation
Antibody Array 1 kit, kat. br. AAM-INF-1, RayBiotech, Norcross, GA, SAD), u dvije
vremenske tocke, 1 i 4 dana nakon izazivanja MCAO (65, 168).

Membrana sa e °
vezanim AR . ‘0( Uzorak
protutijelima

preko

Smijesa razliitih — protutijelima vezanim r  ;

protutijela na membranu
-~
obiljezenih AKX, v
biotinom Kf -0
WI\I Inkubacija protutijelom] preko

1 na koje je vezan biotin | no¢i

V
W\((e,\, Inkubacija uzorka sa }

Obiljezeni ‘

streptavidin
A
g Inkubacija obiljezenim 2 sat
I streptavidinom sata
——

v
AR Detekcija signala
\

Analiza podataka

L

Slika 8. Shematski prikaz kljuénih koraka u analizi upalnih citokina pomoéu RayBio®

membrane. Preuzeto i prilagodeno iz (174).

3.14.1. Priprema uzoraka, inkubacija na RayBio® membranama i vizualizacija signala

Misevi sa onemogucéenim 7/r2 genom i miSevi divljeg tipa (n=4/skupini/vremenskoj tocki)
anestezirani su intraperitonealnom injekcijom kloralhidrata (10 mg/ml), te transkardijalno
prozeti sa 50 ml fizioloSke otopine kako bi se isprala krv iz krvozilnog sustava. Mozgovi sa

vidljivom ishemijskom lezijom su potom izolirani, razdvojeni na ipsilateralnu i
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kontralateralnu hemisferu, te brzo smrznuti u teku¢em dusiku. Proteinski lizati dobiveni su
homogenizacijom hemisfera 7/r2-/- i WT miSeva u puferu za lizu stanica 1X (dio navedenog
kita), uz dodatak inhibitora proteaza (#P8340, Sigma). Koncentracije proteina u uzorcima
odredene su metodom prema Bradfordu, koja se temelji na mjerenju absorbancije uzorka
bjelancevina i Bradford reagensa (BioRad), ¢iji je osnovni sastojak Coomassie Brilliant Blue
G-250 boja. Intenzitet boje koja nastaje reakcijom proteina i Bradford ragensa mjerena je
spektrofotometrom pri valnoj duljini od 595 nm. Koncentracija proteina o€itana je iz

bazdarne krivulje dobivene analizom izmjerenih absorbancija otopina poznatih koncentracija

(BSA 0,1 - 1,0 mg/ml).

Po 4 uzorka (jedna skupina u jednoj vremenskoj tocki) ravnomjerno su pomijesani, ovisno o
koncentracijama u uzorku, kako bi se na kraju dobio uzorak koji je sadrzavao 500 pg
proteina. Potom je uzorak razrijeden deset puta u 1X puferu za blokiranje epitopa, nakon ¢ega
je uslijedila inkubacija 1 ml uzorka na membranama preko noc¢i na 4 °C. Nakon ispiranja (3
puta po 5 minuta dodavanjem 2 ml 1X pufera za ispiranje I, te 2 puta po 5 minuta
dodavanjem 2 ml 1X pufera za ispiranje II), membrane su bile inkubirane sa otopinom koja je
sadrzavala biotinom konjugirano protutijelo, 1ml razrijedenog protutijela po membrani.
Uslijedila je inkubacija preko no¢i na 4 °C. Nakon ponovnog ispiranja na svaku membranu je
dodano 2ml streptavidina obiljezenog peroksidazom hrena (engl. HRP — horseradish
peroxydase) razrijedenoga 1/1000 u puferu za blokiranje. Nakon inkubacije u trajanju od 2
sata uslijedilo je ispiranje na isti nacin kao $to je to opisano u prethodnim koracima. Potom je
ucinjena reakcija detekcije signala na nacin da su membrane inkubirane 2 minute sa otopinom
za detekciju (dio kita), nakon cega je uslijedila ekspozicija na autoradiografskom filmu
(Biomax MR1; #8701302; Kodak) u trajanju od 20 sekundi. Film je potom razvijen, a

membrane su pohranjene na -20 °C za slucaj potrebe kasnije analize.

3.14.2. Kvantifikacija signala i statisticka analiza

Autoradiografski filmovi digitalizirani su Agfa Arcus II skenerom u rezoluciji od 300 dpi
(Slika 9). Intenzitet signala (opticka gusto¢a signala) pojedinih polja koja predstavljaju
pojedine citokine, te pozitivne i negativne kontrole (svako polje izvedeno je u duplikatu)
izmjeren je pomocu Imagel programa (Slika 10). Pozadina je uklonjena prilikom skeniranja,

na nain da je od svih vrijednosti na pojedinoj membrani oduzeta srednja vrijednost
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intenziteta 6 polja na kojima nije naneseno protutijelo. Nakon mjerenja opticke gustoce svih
polja na membranama, uslijedila je korekcija signala pojedinih membrana s obzirom na
vrijednost pozitivnih kontrola, kako bi se rezultati razli¢itth membrana mogli usporedivati.
Naime, svaka membrana ima 6 polja na kojima su naneSene pozitivne kontrole. Najprije su
izraCunate srednje vrijednosti pozitivnih kontrola pojedinih membrana, nakon cega su
medusobno normalizirane. Analize je provela osoba koja nije bila upuéena u eksperiment
kako bi rezultati bili nepristrani. Navedeni postupci su standardizirani i propisani od strane
proizvodaca (upute dobivene uz kit). Statisticka analiza provedena je pomocu dvostranog

Student t-testa za nezavisne uzorke.
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Slika 9. Primjer RayBio” membrane nakon digitalizacije i subtrakcije pozadine.

A B Cc D E F G H 1 J K L
1 POS POS NEG NEG Blank BLC CD30L Eotaxin Eotaxin-2 | Fas Ligand | Fractalkine GCSF
2 POS POS NEG NEG Blank BLC CD30L Eotaxin Eotaxin-2 | Fas Ligand | Fractalkine GCSF
3 | GM-CSF IFNy IL-1a IL-18 IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-9 1L-10 1L-12p40p70| IL-12p70
4 | GM-CSF IFNy IL-1a IL-18 IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-9 IL-10 1L-12p40p70| IL-12p70
5 IL-13 IL-17 I-TAC KC Leptin LIX Lymphotactin| MCP-1 MCSF MIG MIP-1a MIP-1y
6 IL-13 IL-17 I-TAC KC Leptin LIX Lymphotactin| MCP-1 MCSF MIG MIP-1c MIP-1y
7 | RANTES | SDF-1 TCA-3 TECK TIMP-1 | TIMP-2 TNFa sTNFRI | sTNFRII Blank Blank POS
8 | RANTES | SDF-1 TCA-3 TECK TIMP-1 | TIMP-2 TNFa sTNFRI | sTNFRII Blank Blank POS

Slika 10. Legenda — raspored polja na RayBio® membrani (RayBio Mouse Inflammation

Antibody Array 1), sa istovremenom detekcijom 40 upalnih citokina.
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3.15. Proto¢na citometrija i analiza broja upalnih stanica

Metoda proto¢ne citometrije koriStena je za procjenu broja prisutnih mononuklearnih stanica i
njihovih podvrsta na podruc¢ju ishemijske lezije, te za procjenu stupnja njihove proliferacije
kao komponente upalnog odgovora na nastalo oSte¢enje. Procjena je provedena 3 i 7 dana
nakon MCAOQO, na miSevima sa onemogucenim 7/r2 genom, kao i na miSevima divljeg tipa
(n=4/skupini/vremenskoj tocki). Radi in vivo BrdU oznacavanja proliferiraju¢ih stanica,
misevi su injicirani sa 100 pl otopine BrdU (dio BD BrdU Flow kita, kat. br. 559619),

intraperitonealno 12, 24 1 36 h prije Zrtvovanja.

3.15.1. Priprema stanica za proto¢nu citometriju

Priprema stanica izvedena je na standardiziran nacin, u skladu s prije publiciranim radovima,
koriStenjem Percoll gradijenta, prema protokolu za izolaciju upalnih stanica iz mozga nakon
MCAO (88, 89). Mi§ je anesteziran intraperitonealnom injekcijom klorahidrata, a zatim
transkardijalno perfundiran sa 50 ml sterilne fizioloske otopine (0,9% NaCl) kako bi se
ukonila sva krv iz krvozilnog sustava. Nakon dekapitacije 1 izolacije mozga, ipsilateralna i
kontralateralna hemisfera su razdvojene i uronjene u 2 ml Hibernate-A (Gibco) medija bez
seruma, na ledu. Za potvrdu genotipa miseva uzeti su bioptati uha, koji su takoder bili ¢uvani
na ledu, do pocetka protokola opisanog u odjeljku 3.2. Mozgovi su potom triturirani u
teflonskom homogenizatoru sa 3-4 polagana pokreta gore/dolje, u 2 ml prethodno
pripremljenog medija (1X HBSS sa Ca®" (Gibco), papain 2 mg/ml (Sigma Aldrich), 200 pl
DNaze I (Worthington Biochemicals) koncentracije 1000 Kunitz jedinica/ml), te inkubirani
30 minuta na 37 °C na orbitalnoj mjeSalici. Suspenzija stanica je potom protisnuta kroz
najlonsko sito za razdvajanje stanica (pore veli¢ine 70 um, BD), te centrifugirana 2 puta po
10 minuta na 800g, 18 °C sa ispiranjem izmedu (5 ml 1X HBSS bez Ca*" po uzorku).
Nadalog je uklonjen, a talog je resuspendiran u 4 ml 37% otopine izotoni¢nog Percoll-a (GE
Healthcare, Uppsala, Svedska) po uzorku. Ispod 37% Percoll-a njezno je dodano 4 ml 70%
Percoll-a, a na vrhu 4 ml 30% Percoll-a. Tako stvoreni gradijent koncentracije Percoll-a
centrifugiran je 40 minuta na 500g, 18 °C. Nadtalog koji je sadrzavao stani¢ni debris uklonjen
je, a pomocu pipete sakupljena je interfaza (2 - 2,5 ml) u podruc¢ju 37-70% Percoll-a koja je
sadrzavala upalne stanice. Stanice su potom isprane (6 ml 1X HBSS bez Ca>" na svakih 2 ml

sakupljene interfaze) i centrifugirane 7 minuta na 500g, 4 °C. Nakon uklanjanja nadtaloga
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stanice su resuspendirane, isprane 2x sa 500 pl 1X HBSS bez Ca®" po uzorku, nakon ¢ega je
uslijedila inkubacija u otopini za blokiranje (PBS1X (Gibco), 1% BSA (Sigma Aldrich), 4%

kozji serum (Gibco), 0,1% natrijev azid (Sigma Aldrich), 15 minuta na 4 °C uz mijesanje.

3.15.2. ObiljeZzavanje stanica fluorescentnim protutijelima

Nakon blokiranja epitopa, dodano je primarno/sekundarno protutijelo razrijedeno u 500 pl
ledeno hladne otopine koja je sadrzavala PBS1X uz dodatak 1% BSA 1 0,1% natrijevog azida.
Inkubacija je trajala 25 minuta na 4 °C, u mraku, uz mijeSanje. Protutijela koriStena za

obiljezavanje pojedinih populacija upalnih stanica nalaze se u Tablici 6.

Tablica 6. Popis protutijela koja su koriStena za oznaCavanje upalnih stanica za analizu

proto¢nim citometrom.

Porijeklo i
Protutijelo Razrjedenje Tvrka Kataloski broj
specifi¢nost
anti-CD45
konjugirano s Stakor anti-mi$§ 1:200 BD Horizon 561487
V500
anti-CD11b
Stakor anti-mi$§ 1:200 BD Pharmingen 553312
konjugirano s APC
anti-BrdU
konjugirano sa anti-mi§ 1:50 BD Pharmingen 559619 (kit)
FITC

Nakon inkubacije sa primarnim/sekundarnim protutijelom uzorci su centrifugirani na 800g,
4°C, 5 minuta. Nakon uklanjanja nadtaloga, uzorci su isprani 2 puta sa 500 pul PBS1X uz
dodatak 1% BSA i 0,1% natrijevog azida. Nakon ovog koraka nastavljao se BrdU protokol
prema uputama proizvodaca (BD BrdU flow kit FITC, kat. br. 559619). Protokol se sastojao
od osnovnih koraka: fiksiranje 1 permeabilizacija stanica, permeabilizacija stanica,
re-fiksiranje stanica, tretiranje stanica sa DNazom kako bi se eksponirao inkorporirani BrdU,

oznacavanje intracelularnih antigena fluorescentnim protutijelima te resuspendiranje stanica u
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puferu za bojenje (1X DPBS, 3% toplinom inaktivirani FBS, 0.09% natrijev azid) u

polistirenskim epruvetama sa zaobljenim dnom.

3.15.3. Proto¢na citometrija i strategija razvrstavanja stanica

Uzorci su analizirani na proto¢nom citometru (BD LSRII) neposredno nakon zavrSetka
protokola oznacavanja stanica. Analiza je izvrSena od strane osobe koja nije bila informirana
o pokusnim skupinama niti vremenskim to¢kama, a uzorci su bili nasumi¢no oznaceni rednim
brojevima. Stanice su najprije bile sortirane koriStenjem prednjeg i postrani¢nog rasprsenja
(engl. front scatter — FSC 1 side scatter — SSC) kako bi se uklonile lazno pozitivno oznacene
Cestice (mrtve stanice, komadi stani¢nih membrana itd.). Daljnje razvrstavanje provedeno je
pomocu postrani¢nog rasprsenja (SSC) i dobivenog CD45 signala kako bi se odabrala
populacija upalnih stanica. Uslijedila je analiza koriStenjem dvije boje (engl. two-color
analysis), za anti-CD11b 1 anti-CD45, kako bi se razgranicile populacije stanica mikroglije
(CD45™%/CD11b") i stanica nalik na makrofage (CD45"*°*/CD11b"), kao §to je prethodno
opisano (88, 89).

Procjena mikroglijalne proliferacije provedena je koriStenjem analize protutijela obiljezenim
sa tri razlicite boje: anti-CD45-V500, anti-CD11b-APC i anti-BrdU-FITC. Kontrolnu skupinu
za analizu procjene broja proliferirajuéih stanica Cinile su stanice mozga miseva koji nisu bili
podvrgnuti MCAOQO, niti su primali intraperitonealne injekcije BrdU. U oba slucaja, kod
odredivanja broja stanica, kao 1 proliferacije stanica vrijednosti su bile izrazene kao postotak

CD4S5 pozitivnih stanica, kako bi se iskljucile lazno pozitivne Cestice (stani¢ni debris i sl.).

3.16. Metoda oslikavanja izrazaja molekula u stvarnom vremenu - in vivo

bioluminiscencija

Za selektivno prikazivanje aktiviranih mikroglijalnih stanica prisutnih u mozgu zivih miSeva
nakon ishemijske ozljede, koriStena je transgeni¢na misja linija TLR2/luc/gfp., koja pod
promotorom za gen 7/r2 sadrzi dvostruki bicistronski reporterski sustav: luciferazu (luc) i

zeleni fluorescentni protein (gfp) (162). Mjerenjem intenziteta bioluminiscencije, proucavan
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je izrazaj Tlr2 u miSeva sa onemoguéenim Gal-3 genom u usporedbi sa miSevima divljeg tipa.
Stoga, koriStene se dvije skupine miseva, obje sa dvostrukim reporterskim sustavom pod
kontrolom 7/r2 promotora: miSevi sa prisutnim Gal-3 genom (Gal-3+/+ Tlr2/luc/gfp) 1
miSevi sa onemoguéenim Gal-3 genom (Gal-3-/- Tlr2/luc/gfp). Oslikavanje bioluminiscencije
in vivo provedeno je prije izazivanja ishemijske lezije, te u vremenskim to¢kama 1,2, 3,517
dana nakon MCAO. Mjerenje bioluminiscentnog signala provedeno je najprije na kontrolnim

zivotinjama (1 dan prije MCAO) kako bi se odredila bazalna vrijednost signala.

Oslikavanje bioluminiscencije provedeno je pomocéu IVIS® 200 sustava oslikavanja (Perkin
Elmer, CaliperLS-Xenogen, Alameda, CA, SAD), prema prethodno opisanom protokolu
(160, 162). Ukratko, 25 minuta prije samog oslikavanja miSevima je intraperitonealno
injiciran D-luciferin (150 mg/kg tjelesne tezine; priprema: D-luciferin kalijeva je sol u prahu
otopljena u fizioloSkoj otopini (0.9% NaCl) do kona¢ne koncentracije 15 mg/ml, alikvoti su
potom smrznuti i Cuvani zasti¢eni od svjetlosti na -80 °C). Injicirani volumen iznosio je 10
ul/g tjelesne tezine. Kako bi se iskljucila varijabilnost, uvijek je koristen D-luciferin od istog

proizvodaca.

Neposredno prije pocetka oslikavanja miSevi su anestezirani u indukcijskoj komori sa 2%
izofluranom u 100% kisiku (2L/min). Budu¢i da crna boja misjeg krzna (pigment melanin)
apsorbira dio svjetlosnog spektra iznad 600 nm i rasprSuje signal, krzno je uklonjeno
elektri¢nim brija¢im aparatom sa podruéja lubanje. MiSevi su potom premjesteni u IVIS®
200, sustav za oslikavanje bioluminiscencije, gdje su polozeni na grijanu podlogu u
potrbuSnom poloZzaju, sa njuskom u otvoru kroz koji je dotjecao inhalacijski anestetik (2%
izofluran u 100% kisiku, 1L/min). Budué¢i da je u navedenom misjem modelu prethodno
uoCen ektopicni, konstitutivno visoki intenzitet bioluminiscentnog signala koji dopire iz
podrusja uski, navedeno podrucje je pokriveno crnim papirom kako bi analiza intenziteta
signala bila olakSana, budu¢i da program automatski odreduje raspon intenziteta prema
najjaem izmjerenom intenzitetu, Sto bi bez pokrivanja podruc¢ja zahtjevalo naknadne
korekcije (160). Mjerenje bioluminiscentnog signala provedeno je pomocu CCD kamere
visoke osjetljivoti i rezolucije kojom su zabiljezene emitirane valne duljine izmedu 300 i 660
nm. Vrijeme ekspozicije bilo je 2 minute, na podrucju 4 x 4 cm, pomocu visokog stupnja
zapremanja informacija o rezoluciji, te visoke osjetljivosti (engl. high binning), uz aperturu

le¢e /1. Emitirana bioluminiscencija normalizirana je 1 kvantificirana u jedinicama
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povrsinskog zraenja - fotoni/s/cm*/sr (ukupni broj fotona/sekundi/povriini(cm?)/steridijanu).
Podrucje interesa (engl. ROI — region of interest), u ovom slucaju 4 x 4 cm, koriSteno je kako
bi se ta vrijednost preracunala i izrazila u obliku broj fotona/sekundi. Navedene vrijednosti
izrazene su na nacin da su stvorene pseudo-obojene slike (crvena i zuta su predstavljale
najvisu vijednost intenziteta), koje su potom superponirane crno-bijeloj fotografiji koja je

snimljena neposredno prije mjerenja bioluminiscencije.

3.17. Neurolos$ka procjena miSeva

Prije i nakon izazivanja ishemijske ozljede mozga, miSevi su bili podvrgnuti procjeni
neuroloskog statusa. Vremenske tocke u kojima je izvrSena procjena bile su: jedan dan prije
operacije, neposredno nakon operacije, te 3, 5, 7, 14, 21 i 28 dana nakon operacije. Procjena
se vrsila prema uvrijezenoj metodi prema (175). Aktivnost se ocjenjivala prema parametrima
navedenima u Tablici 7 ocjenama od 0 do 3. Najve¢i mogucéi broj bodova iznosio je 18, §to

odgovara zdravoj zivotinji, a najmanji mogu¢i rezultat iznosio je 3.

Spontana aktivnost ocjenjena je u trajanju od 5 minuta u, za miSa, normalnom okruzenju
(kavezu). Proucavana je spontana aktivnost prilikom istrazivanja prostora. Tom prilikom
ispitiva¢ se nije pokretao, niti proizvodio buku kako ne bi ometao miSa i uzrokovao
"smrzavanje", tj. karakteristicno ponaSanje miSa u kojemu se on zaustavi i ukoci, a javlja se u
situacijama kada se Zivotinja osje¢a ugrozenom. Simetrija pokretanja svih udova izvedena je
na nacin da se miSa drzi u zraku, pridrzavaju¢i ga samo za rep. Svi udovi u zdrave Zivotinje
bili su ispruzeni, a posebna pozornost posvecena je pokretanju udova desne strane. Simetrija
ispruzenosti prednjih udova izvedena je na nacin da miSa drzimo u zraku, pridrzavajuéi ga za
rep, polagano ga spustamo do podloge (rub stola), te mu omoguéujemo hod na prednjim
udovima. Zdrava zivotinja je u potpunosti simetri¢no ispruzila prednje udove i hodala na
njima. Penjanje po zidu zi¢anog kaveza provedeno je na nacin da je poklopac kaveza
postavljen pod kutem od gotovo 90 stupnjeva, a mis je postavljen na donju 1/3 poklopca. U
toj situaciji mi§ se nastojao popeti do vrha, Sto nam je omoguéilo promatranje pokreta
penjanja. Propriocepcija je ispitivana na nacin da je zivotinja dodirnuta sa tupim Stapi¢em sa
jedne, a potom i s druge strane tijela. Tipi¢an odgovor zdrave zivotinje ukljucivao je

okretanje glave i pokret cijelog tijela prema Stapicu, s ciljem proucavanja i njuskanja Stapica.
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Zivotinja sa neurolodkim ispadom zanemarivala je jednu stranu tijela, a navedeni odgovor
izostajao je na desnoj strani prilikom dodira Stapi¢em. Odgovor na dodir brkova izveden je na
nacin da se tupim Stapi¢em dodiruju brkovi na obje strane. Dodir brkova je izveden na nacin
da je Stapi¢ pruzen odostraga kako mi§ ne bi vidio Stapi¢, ve¢ bi imao iskljucivo dodirni
stimulus. Zdrava zivotinja pomicala je brkove na dodir i okrenula je glavu u smjeru
podrazaja, a ponekad i pomaknula cijelo tijelo, sve s ciljem istrazivanja i njusSkanja, dok je

kod zivotinje koja ima neuroloski ispad ta reakcija izostala.

Tablica 7. Neuroloska procjena - pregled testova i bodovanje (175).

Test:

Bodovi:

0

Spontana

aktivnost u

Nema spontanih

Dodiruje manje

Dodiruje barem

Slaba aktivnost | od 3 strane
periodu od 5 pokreta 3 strane kaveza
kaveza
minuta
Simetrija

pokreta (sva

éetiri uda)

Nema pokreta

na desnoj strani

Slabi pokreti na

desnoj strani

Desna strana se

sporije pomice

Obje strane se

krec¢u simetri¢no

Simetrija
ispruZenosti
prednjih udova
kada se miSa

drzZi za rep

Nema pokreta
ispruzanja
prednjeg desnog

uda

Slabi pokreti
ispruzanja
prednjeg desnog

uda

Slabi pokreti
ispruzanja
desnog uda u

odnosu na lijevi

Simetri¢no
ispruzanje

prednjih udova

Penjanje po

Ne uspijeva se Desna strana je | Normalno
Zicanom zidu - ] o
popeti slaba penjanje
kaveza
Odgovor na _ o
. Nema odgovora | Slab odgovor na | Simetri¢ni
dodir trupa s - . ) ) .
. na desnoj strani | desnoj strani odgovor
obje strane
Odgovor na
podrazaj Nema odgovora | Slab odgovor na | Simetri¢ni
brkova s desne na desnoj strani | desnoj strani odgovor

strane
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3.18. Plan istraZivanja sa prikazanim brojem koriStenih miSeva

Tablica 8. Plan istrazivanja sa navedenim brojem Zivotinja i genotipom. Crvena i plava polja

— postupci u kojima su koristeni paralelni rezovi mozga. Plava polja - koristeno je 10 WT'1 10

Tlr2-/- miSeva. Crvena i zelena polja - injiciran BrdU. (IOD - integrirana opticka gustoca).

Vremenski period nakon MCAO

Postupak
Kontrola 1 dan 3 dana 4 dana 7 dana 14 dana
H1br1d1.zac.1Ja RNA 3IWT
in situ
TE.I}Z k,°1°k'tsa 2WT 2WT 2WT
tyezitna st 2 Tir2-/- 2 Tlr2-/- 2 Tlr2-/-
populacija
4 WT 4 WT 4 WT
1bal 10D 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-
4 WT 4 WT 4 WT
D68 10D 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-
Profil citokina 4 wWT 4wrT
Raybiotech” 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-
Proto¢na 4 wWT 4 wT 4 wWT
citometrija 4 Tir2-/- 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-
. + . 4 WT 4 WT 4 WT
Broj CD3 stanica |y gy 5, 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-
4 WT 4 WT
BrdUIOD 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-
BrdU 2 WT 2 WT
kolokalizacija 2 Tir2-/- 2 Tlr2-/-
4 WT 4 WT
Mac2 10D 4 Tlr2-/- 4 Tir2-/-
Mac2 2wWT 2wWT

kolokalizacija 2 Tir2-/- 2 Tlr2-/-

Mjerenje . . : . .
bioluminiscenciie 10 Tilr2/luc/gfp Gal3-/- 1 10 Tlr2/luc/gfp Gal3WT misevau 0, 1,2, 3,51 7 dana nakon
uin vivo ) MCAO; 3 x 10 Tlr2/luc/gfp 0, 6h, 1, 2, 3, 7 dana nakon MCAO (dijetni rezimi)

Procjena veli¢ine 10 WT 10 WT 10 WT
ishemijske lezije 10 TLR2-/- 10 TLR2-/- 10 TLR2-/-
Procjena veli¢ine

ishemijske lezije 3(2X(ZanWa)T 3x7WT

(dijetni rezimi)

Broj cijepana 4 WT 4 WT 4 WT 4 WT
kaspaza-3 poz. st. 4 Tir2-/- 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/- 4 Tir2-/-
cijepana kaspaza-3 2wWT 2wWrT 2wWr 2wWT

kolokalizacija 2 Tlr2-/- 2 Tlr2-/- 2 Tlr2-/- 2 Tlr2-/-

4 WT 4 WT 4 WT

IGE-110D 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-
IGF-1 2 WT 2 WT 2 WT

kolokalizacija 2 Tir2-/- 2 Tlr2-/- 2 Tlr2-/-
4 WT 4 WT 4 WT

GFAP 10D 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/- 4 Tlr2-/-

Neuroloska 6 WTi6 Tlr2-/- miSeva u vremenskim to¢kama 0, 3, 5, 7, 10, 14, 21 i 28 dana nakon
procjena MCAO

62




4. REZULTATI

4.1. Stanice mikroglije/makrofazi pojacano izraZzavaju TLR2 u odgovoru mozga na

ishemijsko oStecenje

Kako bismo prikazali indukciju izrazaja 71r2 prilikom odgovora mozga na ishemijsku leziju,
proveden je postupak hibridizacije RNA in situ, 24 sata nakon postupka okluzije srednje

mozdane arterije.

B Kontralateralno 24h | Kontralateralno 24h

A Ipsilateralno 24h ‘[bfs»ilat_e‘ralno 24h

Slika 11. Hibridizacija RNA in situ za TLR2 mRNA na presjeku mozga misa divljeg tipa 24
sata nakon MCAO. Na ipsilateralnoj strani vidljiva je snazna indukcija TLR2 mRNA u
odnosu na kontralateralnu stranu gdje je izrazaj ispod razine detekcije. (A 1 B) lijevo:

prikazano slabije povecanje — objektiv 4x, desno: jace povecanje — objektiv 20x.

U skladu s prethodnim istrazivanjima (152, 153, 168), 24 sata nakon okluzije srednje
mozdane arterije uo¢ena je znacajna indukcija TLR2 mRNA u podrucju ishemijske lezije kao
1 u peri-infarktnom podrucju, Sto je na prikazanoj Slici 11. vidljivo kao podrucje s izrazito
pozivnim S*° signalom. Kontralateralna strana (bez ishemijske lezije) vidljiva je kao podrugje
u kojemu nije prisutan pozitivni signal, tj. razina TLR2 mRNA je iznimno niska, ispod razine

detekcije, Sto je karakteristicno za fizioloske uvjete.

S ciljem odredivanja populacije stanica koje izrazavaju TLR2 nakon MCAO, provedena je

metoda dvostrukog imunofluorescentnog obiljezavanja tkiva koriStenjem protutijela koja se
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specificno vezu na TLR2 u kombinaciji s protutijelima specifi¢nim mikrogliju/makrofage —

Ibal u vremenskim tockama 3, 7 i 14 dana nakon MCAO (Slika 12).

Tir2 3 dana

TIr2 7 dana

P

et

"Tir2: 14 dana BV ES : ",‘*{Std'pljeﬁo.

o

Slika 12. Dvostruko imunofluorecsentno obiljezavanje s TLR2 protutijelom (zeleno) u
kombinaciji sa Ibal (mikroglija/makrofazi) protutijelom 3 (A), 7 (B) i 14 dana (C) nakon
MCAO. Mjerna oznaka: 50 um.

Uz navedeni izrazaj, provjeren je i izrazaj na astrocitima, te neuronima, medutim nije uoc¢ena
kolokalizacija uporabom navedenih protutijela. Analiza rezultata ukazuje kako je TLR2
izrazen gotovo iskljucivo na stanicama mikroglije/ makrogafa - Ibal pozitivnim stanicama,
kako u ranoj fazi odgovora na ishemijsku leziju - 3 dana, tako i u kasnijim fazama odgovora

(7 1 14 dana) nakon izazivanja ishemijsko-reperfuzijske ozljede mozga.
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4.2. Promijenjeni aktivacijski profil stanica mikroglije/makrofaga u miSeva s

onemogucenim 7/r2 genom

Stanice mikroglije glavne su izvrSne stanice prirodenog upalnog odgovora, a aktiviraju se
vezanjem DAMP liganada, oslobodenih uslijed oSte¢enja stanica, na porodicu TLR receptora.
Aktivacija stanica mikroglije u odgovoru na ishemijsku leziju ovisi velikim dijelom o
aktivaciji TLR2 receptora. Do danas, nije jasno utjeCe li TLR2 na aktivacijski profil
mikroglijalnih stanica u ranoj i kasnoj fazi (3 i 7 dana) nakon nastanka ishemijske ozljede, i
ako da, na koji nacin. Kako bismo odgovorili na postavljeno pitanje, analizirana je aktivacija
stanica mikroglije/makrofaga u miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom, kao i u skupini miseva
divljeg tipa. Kao kontrolna skupina posluzila je skupina miSeva koji nisu bili podvrgnuti
operacijskom zahvatu. Najprije je analiziran izrazaj biljega aktivacije mikroglije/makrofaga,
Ibal (Slika 13). Analiza je bila izvrSena mjerenjem integrirane opticke gustoce kao Sto je

opisano u odjeljku 3.12.
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Slika 13. Analiza aktivacijskog profila mikroglijalnih stanica 7/r2-/- 1 WT miSeva pomocu
anti-Ibal protutijela. A: Shematski prikaz presjeka mozdanog tkiva koji je bio koriSten za
imunohistokemijske postupke, kao i za procjenu izrazaja biljega pomocu odredivanja
integrirane opticke gusto¢e dobivenog signala. Pravokutnik oznafava podrucje koje je
koriSteno za prikaz imunoreaktivnosti na slikama /4, 17, 18, 20, 1 23-27. B: Reprezentativni
prikazi Ibal imunoreaktivnosti u kontrolnoj skupini (bez MCAO), te 3 i 7 dana nakon MCAO

u 7lr2-/-1 WT miSeva. Uocava se smanjena gustoca Ibal pozitivnih stanica u 7/r2-/- miSeva.
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C: Kvantitativna analiza Ibal imunoreaktivnosti ukazuje na smanjenu imunoreaktivnost u
skupini 7/r2-/- miSeva 3 1 7 dana nakon MCAO u usporedbi sa WT miSevima. IOD —
integrirana opticka gusto¢a izrazena u arbitrarnim jedinicama. Vrijednosti prikazuju srednju

vrijednost £ SEM (n=4; **p<0.01 ***p<0.0001). Mjerna oznaka: 100 pm.

Imunofluorescentno obiljezavanje Ibal protutijelom ukazalo je na zna¢ajnu indukciju signala
na ipsilateralnoj strani mozga. Relativna indukcija signala (u usporedbi sa "intaktnom",
kontrolnom skupinom, kao i kontralateralnom) uocena je i kod miseva s onemogucenim 7/r2
genom. Usporedba intenziteta mikroglijalne aktivacije nakon ishemijske ozljede mozga
ukazala je na statisticki znacajno smanjenu ja¢inu signala kod miseva s onemoguéenim 77r2
genom u usporedbi sa miSevima divljeg tipa u obje vremenske tocke, 3 1 7 dana nakon

MCAO.

Tablica 9. Kvantitativna analiza intenziteta Ibal imunofluorescentnog signala. Vrijednosti su

izrazene u arbitratrnim jedinicama.

wrT Tlr2-/- p-vrijednost

kontrola | 0.48 X 10°+0.16 X 10° | 0.54 X 10° + 0.06 X 10° p=0.438
3dana | 2.31X10°+0.12X10° | 1.41 X 10°+0.06 X 10’ *¥%p<(0.001
7dana | 8.67X10°+0.34X10° | 6.37 X 10°+0.26 X 10’ *%p=0.002

Kvantitativna analiza signala dobivenog oznacavanjem anti-Ibal protutijelom pokazala je
statistiCki znacajno smanjenje intenziteta signala kod miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom -
1,63 puta slabiji intenzitet 3 dana nakon i 1,36 puta slabiji intenzitet 7 dana nakon MCAO, u
usporedbi sa miSevima divljeg tipa (Tablica 9 i Slika 13). Navedeni rezultati prikazuju kako
je mikrogijalna aktivacija u ranoj i kasnoj fazi nakon nastanka ishemijskoga oStecenja ovisna

o prisutnosti funkcionalnog TLR2 receptora.

Prilikom nastanka ishemijske lezije dolazi do odumiranja velikog broja stanica c¢ije ostatke
fagocitiraju aktivirane stanice mikroglije/makrofaga, s ciljem stvaranja mikrookoliSa koji
pridonosi smanjenju upale, te posljedicno ograni¢enju lezije i stavranju glijalnog oziljka.

Budu¢i da je uocena smanjena aktivacija stanica mikroglije u miSeva sa onemogucéenim 7/r2
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genom, provedena je analiza imunofluorescentnog obiljezavanja anti-CD68 protutijelom, koje
specificno obiljezava makrosijalin, membranski protein udruzen sa lizosomima, uglavnom
kasnim endosomima. Intenzitet imunofluorescentnog obiljezavanja sa anti-CD68 protutijelom
odrazava broj prisutnih fagosoma te stoga omogucava uvid u opseg fagocitotske aktivnosti
prisutne u podrucju ishemijske lezije. Analiza je provedena na rezovima mozgova miSeva s

onemogucéenim 7/r2 genom i miSeva divljeg tipa, 3 i 7 dana nakon MCAO (Slika 14).
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Slika 14. Analiza aktivacijskog profila mikroglijalnih stanica 7/r2-/- 1 WT miSeva pomocu
anti-CD68 protutijela. A: Reprezentativne fotografije CD68 imunoreaktivnosti u kontrolnoj
skupini te 3 1 7 dana nakon MCAO u skupinama 77r2-/- i WT miSeva. UoCava se smanjen

intenzitet pozitivnog CD68 signala u 7/r2-/- miSeva. B: Kvantitativna analiza ukazuje na
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smanjenu anti-CD68 imunoreaktivnost u skupini 77r2-/- miSeva 3 i 7 dana nakon MCAO u
usporedbi sa WT miSevima. Integrirana opticka gustoca izrazena je u arbitrarnim jedinicama.

Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost + SEM (n=4; ***p<0.0001). Mjerna oznaka:100 pum.

Rezultati dobiveni analizom imunofluorescentnog signala anti-CD68 protutijelom pokazuju
sli¢an obrazac uocen kod obiljezavanja anti-Ibal protutijelom. Kao §to je prikazano na Slici
14 B i Tablici 10, kvantitativna analiza intenziteta CD68 signala pokazuje kako u vremenskoj
tocki 3 dana nakon MCAO ne postoji statisticki znacajna razlika u intenzitetu signala izmedu
miSeva sa onemogucéenim 7772 genom i miSeva divljeg tipa. Medutim, u vremenskoj tocki 7
dana nakon MCAO analiza intenziteta imunofluorescentnog signala ukazala je na statisticki
zna¢ajno smanjenje intenziteta signala kod miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom — 1,52 puta,

u odnosu na intenzitet signala izmjeren kod miseva divljeg tipa (Slika 14, Tablica 10).

Tablica 10. Kvantitativna analiza intenziteta CD68 imunofluorescentnog signala. Vrijednosti

su izrazene u arbitratrnim jedinicama.

wrT Tlr2-/- p-vrijednost
kontrola | 1.73 X 10°+0.36 X 10° | 1.83 X 10°+0.48 X 10’ p=0.258
3dana | 4.65X10°+0.13X10° | 490X 10°+0.15 X 10’ p=0.265
7dana | 15.19X 10°+0.47X 10° | 9.99 X 10° £ 0.60 X 10’ #%%p<(.001

4.3. Smanjena razina kemokina MCP-1 i smanjeni broj CD45"*°“/CD11b" stanica u

mozgu misa sa onemogucenim 7/r2 genom nakon MCAQO

Proupalni citokini kao §to su interleukini IL-1p i IL-6, te TNFa utje€u na opseg neuronalnog
ostecenja uslijed ishemijske ozljede mozga (3, 45). Budu¢i da su stanice mikroglije najvazniji
izvor upalnih citokina, namece se pitanje je li uoceni uzorak oslabljene aktivacije
mikroglije/makrofaga u miSeva s onemogucenim 7/r2 genom udruzen s eventualnim
promjenama izrazaja upalnih citokina ili kemokina. Kako bismo odredili razinu izrazaja

upalnih citokina koristili smo membrane koje sadrze protutijela na 40 razli¢itih upalnih
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citokina misa (RayBio Mouse Inflammation Antibody Array) (65, 89). Buduéi da je

proizvodnja upalnih citokina najveca 24 sata nakon MCAO, uz iznimku TGF-f, ¢ije su

vrijednosti najviSe 4 dana nakon nastanka ishemijske lezije, te smo dvije vremenske tocke

koristili za analizu izrazaja upalnih citokina (176).

Tablica 11. Kvantitativna analiza intenziteta signala citokina IL-1p i IL-6 i TNFa, te

kemokina MCP-1 na Raybiotech membranama. Vrijednosti su izrazene u arbitratrnim

jedinicama.
wT Tlr2-/- p-vrijednost
IL-1B
1 dan 0.026 + 0.004 -/- 0.029 + 0.002 p=0.602
4 dana 0.218 £ 0.002 0.202 + 0.004 p=0.700
IL-6
1 dan 0.016 +0.002 0.021 +0.001 p=0.082
4 dana 0.011 £ 0.001 0.009 £ 0.001 p=0.058
TNFa
1 dan 0.028 +0.003 0.030 +0.001 p=0.720
4 dana 0.018 £ 0.001 0.019 £ 0.001 p=0.535
MCP-1
1 dan 0.115 £ 0.002 0.095 £ 0.002 *p=0.026
4 dana 0.062 + 0.007 0.059 + 0.009 p=0.841
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Slika 15. 1zrazaj upalnih citokina nakon ishemijske ozljede mozga u 7/r2-/- 1 WT miseva 11 4
dana nakon MCAO. A-C: Analiza izrazaja upalnih citokina IL-1f, IL-6 i TNF-a ne pokazuje
znacajnu razliku izmedu T/r2-/- i WT skupine miSeva. D: Znafajno smanjenje razine
kemokina MCP-1 u 7/r2-/- miSeva u odnosu na W7 skupinu 1 dan nakon MCAO. Vrijednosti
su izrazene u arbitrarnim jedinicama. Vrijednosti stupaca su izrazene kao srednja vrijednost +

SEM (n=4, *p<0.05)

Rezultati analize pokazuju kako je ishemijska lezija udruzena sa znaCajnim porastom
proizvodnje proupalnih citokina u miseva sa onemogucéenim 7/r2 genom kao i kod misSeva
divljeg tipa (Tablica 11, Slika 15). Kvantitativna analiza je, iznenadujuce, pokazala kako ne
postoji statisticki znacajna razlika u koliini proizvedenih citokina IL-1B, IL-6 i TNF-a
izmedu skupina miSeva sa onemogucenim 7772 genom, u usporedbi sa miSevima divljeg tipa
(Slika 15). Medutim, kvantitativna analiza pokazala je statisticki znacajno smanjenu
proizvodnju kemokina MCP-1 jedan dan nakon MCAO u Tlr2-/- miSeva (Tablica 11, Slika
15D).
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Budu¢i da je glavna uloga MCP-1 regrutiranje monocita, ali i limfocita T 1 drugih
mononuklearnih upalnih stanica iz cirkulacije kako bi dosli na mjesto ozljede (177), najprije
smo istrazili mogucnost da je upravo infiltracija monocita na mjesto lezije promijenjena u
uvjetima onemogucenog 7/r2 gena. Priznata metoda kojom se moze utvrditi broj
infiltriraju¢ih monocita, kao i broj rezidentnih mikroglijalnih stanica, je metoda protocne

citometrije s uporabom dva fluorescentno obiljezena protutijela, CD45 i CD11b (88, 89).
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Slika 16. Odredivanje broja upalnih stanica prisutnih na mjestu ishemijske lezije metodom
proto¢ne citometrije s uporabom CD45 i CD11b protutijela. A: Topografski prikaz izoliranih
mononuklearnih stanica iz mozga 7lr2-/- 1 WT miSeva 3 i 7 dana nakon MCAO, kao i u
kontrolnom uzorku (bez MCAO). Analiza stanica sa dva protutijela omogucéava razlikovanje
dvije populacije stanica: stanica nalik na makrofage - CD45"*°“/CD11b" (crveno) i
rezidentnih stanica mikroglije CD45™%/ CD11b" (zeleno). B: Kvantitativna analiza broja
stanica nalik na makrofage prikazuje smanjen broj stanica 3 1 7 dana nakon MCAO u T/r2-/-
miSeva. C: Kvantitativna analiza broja rezidentnih stanica mikroglije prikazuje znacajno
smanjenje broja mikroglijalnih stanica 7 dana nakon MCAO u T7r2-/- miSeva. Vrijednosti su

izrazene kao % CD45" dogadaja + SEM (n=4; *p<0.05).
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Slika 164 predstavlja topografski prikaz broja CD45"*°*/CD11b" (stanice nalik na makrofage
— engl. macrophage-like cells) i CD45™%/CD11b" (stanice mikroglije) u kontrolnim uzorcima
(hemisfere bez ishemijske lezije), kao i u uzorcima mozdanih hemisfera sa prisutnom
ishemijskom lezijom 3 i 7 dana nakon MCAO u skupinama miSeva sa onemogucenim 77r2

genom i miSeva divljeg tipa.

Tablica 12. Broj upalnih stanica prisutnih na mjestu ishemijske lezije (izrazeno kao % CD45"

stanica).
wrT Tlr2-/- p-vrijednost
CD45"°“/CD11b"
kontrola 0.35+0.12% 0.70 £ 0.30% p=0.325
3 dana 21.08 £2.19% 9.34 +3.94% *p=0.040
7 dana 6.20 + 0.86% 3.06 + 0.54% *p=0.021
CD45"/CD11b"
kontrola 571+ 1.15% 6.23 +1.47% p=0.793
3 dana 20.44 £ 0.55% 16.91 £2.26% p=0.137
7 dana 32.44 £ 1.69% 23.55+2.52% *p=0.026

Kvantitativna analiza podatala iz Tablice 12, prikazana na Slici 16B pokazala je statisticki
zna¢ajno smanjenje broja CD45""°8/CD11b" stanica - stanica nalik na makrofage, u skupini
miSeva sa onemogucenim 772 genom. Smanjenje je iznosilo 2,26 puta u usporedbi sa brojem
stanica prisutnim kod miSeva divljeg tipa 3 dana nakon MCAO, te 2,02 puta u usporedbi sa

brojem stanica prisutnim kod miSeva divljeg tipa 7 dana nakon MCAO.

Sljede¢i korak bila je analiza broja rezidentnih stanica mikroglije u miSeva s onemogucéenim
Tlr2 genom, kao i kod miSeva divljeg tipa. Kvantitativna analiza pokazala je smanjenje broja
CD45"™%/CD11b" stanica — 1,38 puta u odnosu na broj stanica uoen kod miseva divljeg tipa
u ipsilateralnim mozdanim hemisferama kod miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom 7 dana
nakon MCAO (Tablica 12 i Slika 16C). 3 dana nakon MCAO u miSeva sa onemogucenim

Tlr2 genom uoéeno je smanjenje broja CD45"™*/CD11b" stanica od 1,21 puta u odnosu na

73



broj stanica koji je prisutan kod miSeva divljeg tipa, ali ona nije bila statisticki znacajna.
Unatoc¢ tome, vidljiva je tendencija smanjenja broja stanica mikroglije 3 dana nakon MCAO,
koja se 7 dana nakon MCAO jasno vidi i statisticki je znafajna. Stoga, uofeno rano i
selektivno smanjenje razine MCP-1 zajedno sa smanjenim brojem CD45“°Y/CDI11b" i
CD45"™%/CD11b" stanica sugeriraju kako TLR2 ima vaznu ulogu u modulaciji regrutiranja
monocita/mozdanih makrofaga, kao i u regulaciji broja prisutnih mikroglijalnih stanica na

mjestu ishemijske lezije.

4.4. Smanjeni broj limfocita prisutnih na mjestu ishemijske lezije u miSeva s

onemogucenim 7/r2 genom

Uz prikazani utjecaj na regrutiranje monocita iz cirkulacije, takoder je opisana uloga
kemokina MCP-1 u regrutiranju limfocita iz cirkulacije na mjesto aktivnog upalnog procesa.
Budu¢i da je uocena sniZena razina kemokina MCP-1, procijenjen je broj prisutnih limfocita
T na mjestu ishemijske lezije obiljezavanjem stanica protutijelom anti-CD3 (obiljezava CD3

kompleks koji je pridruzen receptoru limfocita T — TCR) (95).
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Slika 17. Usporedba broja CD3+ stanica (limfocita) prisutnih na podrucju ishemijske lezije u
skupini miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom i u skupini miSeva divljeg tipa. A: Fotografija
prikazuje primjer obiljezenog limfocita T anti-CD3 protutijelom. Budu¢i da se radi o malom

broju prisutnih CD3" stanica, nisu prikazane usporedne slike dviju usporedivanih skupina
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miseva; B: Prikaz broja prisutnih limfocita na mjestu ishemijske lezije u 7/r2-/- 1 WT miSeva.

Mjerna oznaka: 20 pm. *p<0,05; **p<0,001.

Tablica 13. Prikaz broja CD3 pozitivnih stanica na mjestu ishemijske lezije (u mm®).

wrT Tlr2-/- p-vrijednost
kontrola 1,01 £0,32 1,01 £0,45 p=1,00
3 dana 98,15+ 11,26 60,21 + 7,50 *p=0,04
7 dana 407,50 23,93 133,4 + 33,14 **p=0,009

Rezultati prikazani u Tablici 13 i Slici 17 prikazuju smanjen broj prisutnih limfocita T na
mjestu ishemijske ozljede u 7/r2-/- miSeva 3 i 7 dana nakon MCAO. Uoceno smanjenje
vjerojatno je posljedica snizene razinu kemokina MCP-1, $to posljedi¢no uzrokuje smanjeno

regrutiranje limfocita iz cirkulacije u podrucje lezije.

4.5. Smanjena proliferacija rezidentnih stanica mikroglije u miSeva sa onemogucenim

TIr2 genom nakon ishemijske lezije

Mikroglijalna aktivacija koja nastaje kao dio odgovora mozga na ishemijsku leziju udruzena
je s masivnom proliferacijom mikroglijalnih stanica, sa vrhuncem izmedu 48 i 72 sata nakon
nastanka ozljede (65, 178). Nasi rezultati prikazuju smanjen broj mikroglijalnih stanica na
mjestu lezije, te u okolnim podru¢jima, medutim, nije jasno je li mikroglijalna proliferacija
poremecena kod miSeva sa onemogucéenim 77/r2 genom. Kako bismo odgovorili na to pitanje,
Tlr2-/- miSevi, te miSevi divljeg tipa injicirani su bromodeoksiuridinom — BrdU, analogom
timidina koji se inkorporira u stanice prilikom njihove proliferacije. Analiza intenziteta
fluorescentnog signala dobivenog imunofluorescentnim obiljezavanjem sa anti-BrdU

protutijelom ucinjena je 3 dana nakon MCAO (Slika 18).
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Slika 18. Procjena proliferacijskog kapaciteta stanica u podrucju ishemijske lezije mjerenjem
intenziteta obiljezavanja anti-BrdU protutijelom. A: Reprezentativne fotografije BrdU imuno-
reaktivnosti u WT i Tlr2-/- miSeva 3 dana nakon MCAO. B: Kvantifikacija intenziteta BrdU
signala ukazuje na smanjen proliferacijski kapacitet stanica u 7/r2-/- miSeva u usporedbi sa
misevima divljeg tipa. C: Reprezentativni prikazi gotovo potpune kolokalizacije BrdU i Ibal
pozitivnih stanica u WT miSeva, 3 dana nakon MCAO (bijele strelice pokazuju

kolokalizaciju). Mjerna oznaka: A: 100 pm, C: 50 pm.
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U skladu s prethodnim istrazivanjma, u obje skupine miSeva uocena je masivna proliferacija
mikroglijalnih stanica, kao oblik odgovora na nastalu ishemijsku leziju. Medutim, kao §to je
vidljivo u Tablici 14 i na Slici 184 i 18B, u skupini miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom

proliferacija mikroglijalnih stanica bila je 24,55 % niza nego kod miSeva divljeg tipa.

Tablica 14. Kvantitativna analiza intenziteta BrdU imunofluorescentnog signala. Vrijednosti

su izrazene u arbitratrnim jedinicama.

wrT Tlr2-/- p-vrijednost
kontrola | 0.03 X 10°+0.01 X 10° | 0.04 X 10°+0.01 X 10° p=0.278
3dana | 4,97 X10°+0,13X10° | 3,75X 10°+ 0,42 X 10 *p=0.048

Kako bismo potvrdili pretpostavku da je BrdU zaista izrazen u stanicama mikroglije, u¢injeno
je dvostruko obiljezavanje metodom imunofluorescencije uz pomo¢ protutijela anti-BrdU, te
anti-Iba, dakle, biljezima stani¢ne proliferacije 1 biljegom mikroglije/makrofaga 3 dana nakon
MCAO. Rezultati prikazuju kako su gotovo sve stanice pozitivnhe na BrdU bile takoder
pozitivne 1 na Ibal, sugeriraju¢i da je mikroglijalna proliferacija poremecena u miSeva s

onemogucenim 77r2 genom (Slika 18C).

Provedena imunohistokemijska analiza ukazala je na potencijalno smanjeni proliferacijski
kapacitet mikroglijalnih stanica uocen kod 7/r2-/- miSeva. Kako bi navedeni rezultati bili
potvrdeni, koriStena je procjena proliferacije stanica mikroglije metodom proto¢ne citometrije
sa koriStenjem tri protutijela na 7/r2-/- 1 WT miSevima 3 i 7 dana nakon MCAO (Slika 19).
Metoda je koriStena na nacin da je sa anti-CD45 i anti-CD11b protutijelima najprije
definirana populacija mikroglijalnih stanica (CD45™%/CD11b"). Nakon toga je na navedenoj
populaciji analiziran izrazaj anti-BrdU protutijela, prema prethodno opisanom protokolu (88,

89).
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Slika 19. Analiza proliferacije mikroglijalnih stanica (CD45"4/CD11b") metodom protocne
citometrije. A: Prikaz broja CD45"™*/CD11b"/Brdu” stanica 3 i 7 dana nakon ishemijske

lezije. B: Kvantitativna analiza dobivenih vrijednosti otkriva smanjeni broj proliferirajucih

stanica mikroglije u 7/r2-/- miSeva, u odnosu na W7 miSeve u obje vremenske tocke.

Vrijednosti su izrazene kao postotak CD45" dogadaja + SEM (n=4; *p<0.05).

Tablica 15. Prikaz broja CD45"™%/CD11b"/BrDU" stanica na

(izrazeno kao % CD45™/CD11b" stanica).

mjestu ishemijske lezije

wrT Tlr2-/- p-vrijednost
kontrola 1.72 £ 0.78% 1.39 £ 0.63% p=0.762
3 dana 18.51 £ 1.41% 8.16 £2.14% *p=0.014
7 dana 2,16 £0,51% 1,94 + 0,60 p=0,789

Analiza proto¢nim citometrom 3 dana nakon nastale ishemijske lezije pokazala je znacajan

desetorostruki porast broja CD45™*%/CD11b"/Brdu” stanica prisutan kod miseva divljeg tipa

(Slika 194). Medutim, kako je prikazano na Slici 19B, u skupini miSeva sa onemoguéenim
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Tlr2 genom uocen je smanjen broj proliferiraju¢ih mikroglijalnih stanica i to za ¢ak 55,91 %
u odnosu na broj proliferiraju¢ih stanica kod miSeva divljeg tipa. Broj proliferiraju¢ih
mikroglijalnih stanica (CD45™%/CD11b"/BrDU") 7 dana nakon MCAO bio je nizak u obje

skupine miSeva, bez statisticki znacajne razlike izmedu skupina (Tablica 15 i Slika 19B).

Galektin-3 (Mac-2) ima mnogostruke uloge u brojnim patoloskim stanjima, ukljucujuci
modulaciju prirodenog i steCenog imunoloskog sustava u perifernim upalnim stanicama (65,
179 - 182). U odgovoru na ishemijsko oSte¢enje, rezidentne stanice mikroglije proliferiraju i
pritom pojacano izrazavaju galektin-3 na svojoj povrSini (drugi naziv za galektin-3 je Mac-2,

biljeg aktivirane mikroglije) (65).

Kako bismo potvrdili da je galektin-3 izrazen na proliferiraju¢im stanicama, ucinjeno je
dvostruko obiljezavanje ishemi¢nog mozdanog tkiva protutijelima anti-BrdU i anti-Mac-2.
Obiljezavanje je otkrilo da oko 80% stanica pozitivnih na BrdU (proliferiraju¢ih stanica)

kolokalizira sa Mac-2 pozitivnim stanicama (Slika 20A4).

Nadalje, kako bismo procijenili postoji li razlika u izrazaju galektina-3 izmedu skupina
miSeva s onemogucenim 7/r2 genom i miSeva divljeg tipa, u¢injeno je imunofluorescentno
obiljezevanje anti-Mac-2 protutijelom 3 dana nakon MCAO s adekvatnom kvantitativnom

analizom uoc¢enog signala (Slike 20B i 20C).

79



+ Stopljeno

Mac2 WT kontrola Mac2 TLR2-/- kontrola

- 3 dana TLR2-[-

C Mac2
5.0%109°- *

—
4.0%109° ] _‘

3.0%100°

2.0%10994

10D vrijednost

1.0%1009

0 kontrola 3 dana

[ wr B LrR2--

Slika 20. 1zrazaj galektina-3 (Mac2) 3 dana nakon MCAO. A: Dvostruko imunohistokemijsko
obiljezavanje anti-BrdU (zeleno) i anti-Mac-2 (crveno) protutijelima otkriva gotovo 80%
kolokalizaciju (bijele strelice). B: Reprezentativne fotografije prikazuju izostanak Mac-2
izrazaja u fizioloSkim uvjetima o obje skupine miSeva. Smanjenu Mac-2 imunoreaktivnost
uoCena je na rezovima T7/r2-/- miSeva 3 dana nakon MCAO u odnosu na intenzitet
obiljezavanja uoc¢en u WT skupini miSeva. C: Kvantitativna analiza Mac-2 imunoreaktivnosti
3 dana nakon MCAO ukazuje na statisticki znacajno smanjenu ekspresiju Mac-2 u 7lr2-/-
miSeva 3 dana nakon MCAO. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + SEM (n=4;

*p<0.05). Mjerna oznaka: A: 50 um, B: 100 pm.
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Tablica 16. Kvantitativna analiza intenziteta Mac2 imunofluorescentnog signala. Vrijednosti

su izrazene u arbitrarnim jedinicama.

wrT Tlr2-/- p-vrijednost
kontrola | 0.06 X 109 +0.03 X 109 | 0.03 X 109 +0.01 X 109 p=0.448
3 dana 4,17X 109 + 0,20 2,48X 109+ 0,75 X 109 *p=0.019

Izrazaj galektina-3 (Mac-2) u fizioloskim uvjetima je vrlo nizak, ispod razine detekcije.
Medutim, 3 dana nakon nastanka ishemijske lezije dolazi do znatne indukcije galektina-3
(Slika 20B). Rezultati kvantitativne analize intenziteta Mac-2 signala ukazala je na 40,52%
smanjenje signala u skupini miSeva sa onemoguéenim 7/r2 genom u odnosu na miSeve
divljeg tipa 3 dana nakon MCAO (Slika 20 1 Tablica 16).

Navedeni rezultati upucuju kako TLR2 ima vaznu ulogu u postishemijskoj aktivaciji i

proliferaciji rezidentnih mikroglijalnih stanica.

4.5. Galektin-3 je potreban za adekvatnu indukciju TLR2 i aktivaciju mikroglijalnih

stanica

U iznad navedenim rezultatima prikazana je smanjena ekspresija galektina-3 u skupini miseva
sa onemogucenim 7/r2 genom. Kako bismo bolje definirali meduodnos galektina-3 i TLR2,
koriStene su transgeni¢ne misje linije koje sadrzavaju T/r2/luc/gfp dvostruki-bicistronski
reporterski sustav u kojem je izrazaj reporterskih molekula luciferaze i GFP-a pod kontrolom
Tlr2 promotora. U navedenom miSjem modelu, koriStenjem metode oslikavanja
bioluminiscencije CCD kamerom visoke osjetljivosti i rezolucije, mozemo vizualizirati
mikroglijalnu aktivaciju/TLR2 odgovor u viSe vremenskih tocaka kroz duzi vremenski period
u zivom misu. Navedena transgeni¢na mi$ja linija sparena je sa Gal-3-/- miSevima; na taj
nacin stvorene su dvije skupine miseva: Tlr2/luc/gfp Gal-3-/- 1 Tlr2/luc/gfp Gal3+/+.
Oslikavanje bioluminiscencije provedeno je u vremenskim tockama od 1, 2, 3, 5 i1 7 dana
nakon MCAOQO (Slika 21). 1 dan prije operativnog zahvata okluzije srednje mozdane arterije

izmjerena je bazalna vrijednost aktivnosti luciferaze u obje skupine miSeva.
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Slika 21. Slikovni prikaz biofotonskog/bioluminiscentnog TLR2 signala u stvarnom vremenu,
izmjerenog na Gal-3-/- 1 Gal-3WT Tlr2/luc/gfp mi$jim linijama. A-D: Reprezentativni prikazi
izmjerenog intenziteta bioluminiscentnog signala u Gal-3WT i Gal-3-/- miSeva (E-H) prije, te
1, 2, 3, 517 dana nakon MCAO. Prikazano oslikavanje bioluminiscencije provedeno je na
jednoj zivotinji u viSe vremenskih tocki, te predstavlja vremenski i prostorni izrazaj TLR2
odgovora/mikroglijalne aktivacije kroz period od 7 dana nakon MCAO. Spektar boja
prikazan sa desne strane slika predstavlja intenzitet broja fotona zabiljeZenog na odredenom
podrucju (crvena i zuta predstavljaju najvisu vrijednost). I: Kvantifikacija bioluminiscentnog
signala dobivenog reporterskim sustavom — luciferazom, dobivena programom Livinglmage
4.1 (CaliperLS) prikazuje znacajno visu indukciju TLR2 signala prisutnu u mozgu Gal-3WT

miSeva u odnosu na miseve sa onemoguéenim Gal-3 genom. (n=8-10, *p=0,02, **p=0,007).
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Na Slici 21, prikazana je analiza TLR2 odgovora nakon MCAO, koja je ukazala na smanjeni
intenzitet TLR2 signala u skupini miseva sa onemoguéemin Gal-3 genom, u usporedbi sa
skupinom miSeva sa funkcionalnim Gal-3 genom. Statisticki znacajna razlika uocena je 2
dana nakon MCAO, a trajala je do petog dana nakon nastanka ishemijske ozljede. 7 dana
nakon MCAO nije uocena razlika u izrazaju TLR2 izmedu dvije skupine miSeva.

Navedeni rezultati ukazuju kako ocito postoji povezanost izmedu TLR2 i galektin-3
signalnog puta. Uz navedeno, rezultati nam ukazuju kako je prisutnost galektina-3 potrebna

za adekvatnu postishemijsku aktivaciju stanica mikroglije i indukciju TLR2 odgovora.

4.6. Odgodeno odumiranje neurona i egzacerbacija ishemijske ozljede u miSeva sa

onemogucenim 7/r2 genom

Aktivirane/proliferirajuce stanice mikroglije, pozitivne na galektin-3 djeluju neuroprotektivno
na nacin da izlu€uju inzulinu sli¢an faktor rasta 1 — IGF-1 (engl. Insuline-lke Growth Factor-
1 — IGF-1) (65). Medutim, do sada nije jasno kako poremecena aktivacija i proliferacija
mikroglijalnih stanica utjecu na razvoj ishemijske lezije u miSeva sa onemogucéenim 7/r2
genom. Istrazivanja koja su do sada provedena na miSevima sa onemoguéenim 7/r2 genom ili
sa inhibiraju¢im protutijelima protiv receptora TLR2 otkrila su smanjenu veli¢inu ishemijske
lezije u prvih 24 - 72 sata u odnosu na veli¢inu ishemijske lezije kod miSeva divljeg tipa (141,
152, 153, 172). Budu¢i da je TLR2 izraZen i u kasnijoj fazi odgovoran na ishemijsku leziju,
provedena je analiza veliine lezije 3, 7 i 14 dana nakon MCAO. Kvantifikacija je bila
provedena na rezovima mozgova obojenim prema Nisslu, u skupinama miSeva sa
onemogucéenim 7/r2 genom, te kod miseva divljeg tipa (S/ika 22) (broj zivotinja = 10/skupini/

vremenskoj tocki).
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Slika 22. Procjena veli¢ine ishemijske lezije 3, 7 1 14 dana nakon MCAO u Tlr2-/-1 WT
miSeva. A: Reprezentativne fotografije rezova mozga bojenih prema Nisslu sa ozna¢enom
ishemijskom lezijom (isprekidana crna linija). B: Izracun "izravnog volumena ishemijske
lezije" u Tlr2-/- miSeva ukazuje na manju leziju u odnosu na WT skupinu 3 dana nakon
MCAO, dok je 7 i 14 dana nakon MCAO volumen lezije ve¢i od volumena WT miSeva. C:
Manji "neizravni volumen ishemijske lezije" u 7/r2-/- miSeva u odnosu na W7 skupinu 3 dana
nakon MCAO. 7 i 14 dana nakon MCAO neizravni volumen ishemijske lezije veéi je u
skupini 77r2-/- miSeva u odnosu na skupinu W7 miseva. Vrijednosti su izrazene kao srednja

vrijednost + SEM (n=10, *p<0.05, **p<0.001).
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Tablica 17. Prikaz vrijednosti volumena izravne i neizravne ishemijske lezije u WT' i Tlr2-/-

oy o 3
miSeva (izraZeno u mm”).

wrT Tlr2-/- p-vrijednost

"[zravni" volumen ishemijske lezije

3 dana 57.92 +4.98 36.47 +£3.58 **p=0.003
7 dana 39.00 £2.78 51.43 £3.47 *p=0.012
14 dana 22.15+0.96 28.35+£2.09 **p=0.010

"Nezravni" volumen ishemijske lezije

3 dana 57.82 +5.04 36.09 +4.04 **p=0.004
7 dana 4229 +£3.24 53.46 £2.19 **p=0.010
14 dana 44.10 £3.08 56.92+5.43 *p=0.049

Kao $to je ocekivano, miSevi sa onemoguéenim 7/r2 genom imali su statisticki znacajno
smanjenu veli¢inu "izravne" ishemijske lezije i to za 37,03% u odnosu na miSeve divljeg tipa
3 dana nakon MCAO (Slike 224, 22B), sto je u skladu s rezultatima vecine prethodno
provedenih istrazivanja (141, 152).

Iznenaduju¢e, 7 dana nakon MCAO izravni volumen ishemijske lezije kod miSeva sa
onemogucéenim 7/r2 genom bio je 31,87% veci od izravnog volumena u skupini miSeva
divljeg tipa. Zbog postishemijske konsolidacije ishemi¢nog tkiva i stvaranja glijalnog oziljka,
u kasnijoj vremenskoj tocki - 14 dana nakon MCAO, "izravni volumen ishemijske lezije" bio
je smanjen u obje skupine miseva u odnosu na vremensku tocku 3 i 7 dana nakon MCAO.
Unatoc tome, izravni volumen ishemijske lezije ostao je statisticki znacajno veci za 27,99% u
skupini miSeva sa nemogucenim 7/r2 genom u usporedbi sa skupinom miSeva divljeg tipa

(Slike 224 i 22B, Tablica 17).

Kvantitativna procjena veli¢ine "neizravnog volumena ishemijske lezije" (volumen zdravog
tkiva koje odgovoara volumenu oSte¢enog, ishemicnog tkiva, bez obzira na procese
postishemijske konsolidacije i formiranja glijalnog oziljka) 3 dana nakon MCAO pokazala je

znacajno smanjen volumen, za 37,58%, u miSeva sa onemogucéenim 7/r2 genom u odnosu na
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skupinu miSeva divljeg tipa (Slike 224 i 22C). K tome, 7 dana nakon MCAOQO, neizravni
volumen ishemijske lezije bio je 26,41% veci kod miSeva s onemoguéenim 772 genom u
odnosu na miseve divljeg tipa, dok je u kasnijoj vremenskoj tocki, 14 dana nakon MCAO,
razvoj ishemijske lezije stagnirao, a volumen neizravne ishemijske lezije ostao ve¢i kod

Tlr2-/- miseva u odnosu na WT skupinu (Slike 224 i 22C, Tablica 17).

Iz navedenih rezultata mozemo zakljuciti kako se u miSeva sa onemogucenim 772 genom
ishemijska ozljeda povecava u kasnijim vremenskim to¢kama nakon MCAO, iako je u ranijoj
fazi odgovora na ishemijsku leziju volumen lezije manji u odnosu na skupinu miseva divljeg

tipa.

Nadalje, u istrazivanju je proucavano je li naknadno povecanje ishemijske lezije udruzeno s
istovremenim povecanjem odumiranja neurona. Broj apoptoti¢nih stanica u obje skupine
odreden je imunohistokemijskim obiljezavanjem stanica anti-cijepana kaspaza-3 protutijelom,

3, 71 14 dana nakon MCAO (Slika 23).
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Slika 23. Odgodeno apoptotsko odumiranje stanica u miseva s onemoguéenim 7772 genom
nakon MCAO. A: Reprezentativni prikazi anti-cijepana kaspaza-3 imunoreaktivnosti u 77r2-/-
i WT miSeva 3, 7 i 14 dana nakon MCAO. B: Kvantifikacija pozitivno oznacenih stanica
prikazuje povecani broj apoptoti¢nih stanica u W7 miSeva 3 dana nakon MCAOQO, dok je u 7
dana nakon nastanka lezije broj apoptoti¢nih stanica bio ve¢i u skupini 7/r2-/- miSeva. 14
dana nakon MCAOQO broj pozitivnih stanica bio je ve¢i u 7/r2-/~- skupini, ali ne statisticki
znacajno. Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost + SEM (n=4, *p<0.05, **p<0.001).

Mjerna oznaka: 25 pm.
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Tablica 18. Prikaz broja stanica pozitivno obiljeZenih protutijelom anti-cijepana kaspaza-3 na

mjestu ishemijske lezije.

wrT TLR2-/- p-vrijednost
3dana | 252X 10°+£0.15X10° | 1.87X10°+0.18 X 10° *p=0.046
7dana | 299X 10°+027X10° | 4.11X10°+0.35X 10 *p=0.046
14dana | 4.81X10°+0.21X10° | 592X 10°+0.72 X 10° p=0.213

Kao $to je vidljivo na Slici 23 i Tablici 18, broj apoptoti¢nih stanica 3 dana nakon MCAO
pokazao je 1,35 puta manji broj stanica u skupini miSeva sa onemogucenim 772 genom u
usporedbi sa brojem stanica kod miSeva divljeg tipa, sugeriraju¢i kako nedostatak 7/r2 gena u
ranoj fazi odgovora nakon MCAO ima neuroprotektivni u¢inak. U kasnijoj vremenskoj tocki,
7 dana nakon MCAO, broj apoptotiénih stanica po mm’ bio je 1,37 puta veéi u skupini
misSeva sa onemogucenim 7772 genom u odnosu na skupinu miseva divljeg tipa sto je u skladu
sa rezultatima procjene volumena ishemijske lezije. 14 dana nakon MCAO broj apoptoti¢nih
stanica ostao je ve¢i u skupini 7/r2-/- miSeva u odnosu na WT skupinu, iako ne statisticki

znacajno, buduci da je varijabilnost broja stanica unutar skupina bila velika.

Kako bismo odredili u kojoj je populaciji stanica obiljezavanje anti-cijepana kaspaza-3
protutijelom bilo prisutno, koriStena je metoda dvostrukog imunofluorescentog obiljezavanja
kombiniranjem anti-cijepana kaspaza-3 sa anti-NeuN (populacija neurona), anti-GFAP
(populacija astrocita) i anti-CD11b (populacija mikroglije/makrofaga) protutijelima, 3 dana
nakon MCAO (Slika 24).
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Slika 24. Odredivanje populacije stanica pozitivno oznafene anti-cijepana kaspaza-3
protutijelom 3 dana nakon MCAO metodom imunofluorescencije sa dva protutijela. A:
Dvostruko obiljezavanje anti-cijepana kaspaza-3 (zeleno) i anti-NeuN protutijelom (crveno),
uz prikazanu kolokalizaciju u vecini stanica (bijele strelice). B: Nije uocena kolokalizacija
izmedu stanica koje izrazavaju cijepanu kaspazu-3 (zeleno) i biljeg astrocita (GFAP, crveno).
C: Nekoliko stanica mikroglije/makrofaga (anti-CD11b protutijelo) pozitivno je na cijepanu

kaspazu-3 (zeleno, kolokalizacija oznaCena bijelim strelicama). Mjerna oznaka: 25 pm.

U vise od 90% anti-cijepana kaspaza-3 pozitivnih stanica uocena je kolokalizacija sa anti-
NeuN protutijelom, biljegom neurona (Slika 24A4). Kao $to je vidljivo na Slici 24C, mali broj
anti-cijepana kaspaza-3 pozitivnih stanica bio je pozitivno obiljeZzen biljegom mikroglije/
makrofaga - anti-CD11b protutijelom, dok kolokalizacija anti-cijepana kaspaza-3 pozitivnih
stanica i astrocita (GFAP pozitivnih stanica) nije uocena (Slika 24B). U skladu s navedenim
rezultatima, moZemo zakljuciti kako je egzacerbacija kasne ishemijske ozljede udruzena sa

poja¢anom odgodenom apoptozom zivCanih stanica.
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4.7. SniZena razina IGF-1 u mozgu miSeva s onemogucenim 7/r2 genom nakon

ishemijske ozljede

Prethodna istrazivanja pokazala su kako aktivirane i proliferiraju¢e stanice mikroglije
proizvode i oslobadaju neurotrofne i antiapoptotske faktore kao $to je IGF-1, te stoga djeluju
neuroprotektivno (65, 183, 184). Budu¢i da je kod miSeva sa onemogucenim 77r2 genom
uoc¢en smanjeni proliferacijski kapacitet, te posljedi¢éno smanjeni broj mikroglijalnih stanica,
za pretpostaviti je kako je i razina IGF-1 smanjena, $to bi moglo djelomice pojasniti
odgodeno apoptotsko odumiranje neurona uoceno u kasnijoj fazi nakon MCAO. Razina IGF-
1 izmjerena je pomocu mjerenja imunofluorescentnog signala dobivenog oznacavanjem anti-

IGF-1 protutijelom 3 i 7 dana nakon MCAO u miSeva sa onemogucenim 77r2 genom i kod

miSeva divljeg tipa (Slika 25).
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Slika 25: Snizena razina IGF-1 u mozgu 7/r2-/- miSeva nakon MCAO. A: Prikazi anti-IGF-1
imunoreaktivnosti u kontrolnoj, 7/r2-/- i WT skupini miSeva 3, i 7 dana nakon MCAO. B:
Statisticki zna¢ajno snizen intenzitet IGF-1 signala u 7/r2-/- miSeva u odnosu na W7 miSeve u
obje vremenske tocke nakon MCAO. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost £ SEM

(n=4, *p<0.05, **p<0.001). Mjerna oznaka: 100 um.

Tablica 19. Kvantitativna analiza intenziteta IGF-1 imunofluorescentnog signala. Vrijednosti

su izrazene u arbitrarnim jedinicama.

wrT Tlr2-/- p-vrijednost
kontrola | 0.004 X 10° +0.01 X 10° | 0.006 X 10° £ 0.01 X 10° p=0.283
3dana | 1.24X10°+0.11X10° | 0.87 X 10°+0.04 X 10° *p=0.039
7dana | 2.32X10°+£0.29X10° | 0.85X10°+0.13 X 10° #¥p=0.004

Kao §to je bilo ocekivano, 3 dana nakon MCAO u obje skupine doslo je do znaajnog
pojac¢anja intenziteta signala u odnosu na zdravu kontralateralnu stranu. Medutim,
kvantitativna analiza intenziteta IGF-1 signala pokazala je znacajnu 1,42 puta manju
vrijednost u skupini miSeva sa onemoguéenim 772 genom u odnosu na miseve divljeg tipa 3
dana nakon MCAO, te 2,73 puta manju vrijednost intenziteta signala 7 dana nakon MCAO
(Slika 25 i Tablica 19).

Odredivanje populacije stanica koja pojacano izrazava IGF-1 u odgovoru na ishemijsku leziju
provedeno je metodom dvostrukog obiljezavanja fluorescentnim protutijelima, kombinirajuéi
anti-IGF-1 protutijelo sa protutijelima specificnima za odredene populacije stanica: Map2
(neuroni), GFAP (astrociti), Ibal (mikroglija/ makrofazi) u vremenskim tockama 3 i 7 dana

nakon MCAO.
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3 dana WT IGF-1. E .+ #. stoplieno

7 dana WT IGF-1

Slika 26. Stanice mikroglije/makrofaga izrazavaju IGF-1 prilikom odgovora na ishemijsku
leziju. A 1 B: Dvostruko obiljeZzavanje rezova mozga sa anti-IGF-1 (zeleno) i anti-Ibal
(crveno) protutijelom, uz naznacenu kolokalizaciju (bijele strelice), 3 dana (A) i 7 dana (B)

nakon MCAO. Mjerna oznaka: 50 pm.

Kao $to je prikazano na Slici 26, izrazaj IGF-1 na podrucju ishemijske lezije pripadao je
gotovo isklju¢ivo populaciji stanica mikroglije/makrofaga, Sto odgovara rezultatima
prethodnih istrazivanja (184). Nije uocen izrazaj IGF-1 na populaciji astrocita - GFAP

pozitivnih stanica, nti na populaciji neurona - Map2 pozitivnih stanica.

Navedeni rezultati ukazuju kako je poremeceni imunoloSki odgovor u miSeva s
onemoguc¢enim 77r2 receptorom uzrokovao smanjenu proizvodnju IGF-1 (vrlo potentne
antiapoptotske molekule za neurone koji se nalaze u uvjetima stresa) unutar i oko mjesta
nastale ishemijske lezije. Snizena razina IGF-1 je jedan od mogu¢ih razloga koji je uzrokovao
pojacano apoptotsko odumiranje neurona i povecanje volumena ishemijske lezije u kasnijim

fazama odgovora uocenih u miseva sa onemoguéenim 7/r2 genom.
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4.8. Poremeceno nakupljanje astrocita na mjestu ishemijske lezije u 7/r2-/- miSeva

U odgovoru mozga na ishemijsko oSte¢enje javlja se aktivacija astrocita, te zapoCinje
stvaranje glijalnog oziljka na mjestu ishemijskoga oStecenja. Ukoliko je reaktivna astroglioza
narusena, u uvjetima ishemije javlja se povecani volumen ishemijske lezije (185). Budu¢i da
je naSem istrazivanju uocen povecani izravni volumen ishemijske lezije, u skupini miSeva sa
onemoguc¢enim 7/r2 genom postoji moguénost neadekvatnog stvaranja glijalnog oziljka na
mjestu ishemijske lezije. Kako bismo dobili uvid u aktivaciju astrocita prisutnih oko mjesta
nastale ishemijske ozljede, uc¢injeno je imunofluorescetno obiljezavanje pomocu anti-GFAP
protutijela na skupinama miseva sa onemogu¢enim TLR2 genom, te u skupini miSeva divljeg

tipa 3 1 7 dana nakon postupka MCAO (Slika 27).
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B GFAP
4.0%10°°+ ,_*_I
*
«  3.0%1009 |-
] c 3 _|
§ 09
= 2.0%1009
>
o
9 4.0x1000- ﬂl
0
kontrola 3d 7d
3 wr I LR2--

93



Slika 27. Smanjeni izrazaj GFAP ukazuje na smanjenu astroglijalnu reaktivnost prisutnu u
miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom. A: Reprezentativne fotografije GFAP
imunoreaktivnosti u kontrolnoj skupini, te 3 1 7 dana nakon MCAO. U odnosu na kontrolnu
skupinu uoceno je zamjetno pojacanje izrazaja GFAP u obje skupine miSeva. Uz povecani
broj astrocita prisutan nakon nastanka ishemijskog oSte¢enja, prisutna je pojava zadebljanja
stani¢nih izdanaka astrocita sa jacim izrazajem GFAP, $to odgovara reaktivnoj astrogliozi. U
skupini 77r2-/- miSeva uocava se smanjen izrazaj GFAP u obje vremenske tocke nakon
MCAO. (B) Kvantitativna analiza mjerenjem integrirane opticke gusto¢e pokazuje statisticki
zna¢ajno smanjen intenzitet signala u 7/r2-/- miSeva u usporedbi sa signalom izmjerenim u
skupini WT miSeva. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost = SEM (n=4, *p<0.05).

Mjerna oznaka: 100 pm.

Tablica 20. Vrijednosti intenziteta GFAP imunofluorescentnog signala. (vrijednosti su

izrazene u arbitratrnim jedinicama)

wrT Tlr2-/- p-vrijednost
kontrola | 1,27 X 10°+0,08 X 10° | 1,31 X 10°+ 0,04 X 10° p=0,638
3dana | 2,69X10°+0,08X10° | 229X 10°+0,13 X 10° *p=0,043
7dana | 3,45X10°+£0,20X10° | 2,69 X 10°+0,15X 10° *p=0,026

Na Slici 27 prikazana je imunofluorescentna analiza GFAP signala izmjerenog u skupinama
Tlr2-/- 1 WT miSeva. U obje skupine vidljiva je pojava reaktivne astroglioze, $to je zaklju¢eno
na temelju morforloskih pokazatelja zadebljanja stani¢nih izdanaka astrocita sa pojacanim
izrazajem GFAP. Zanimljivo, u skupini miSeva sa onemoguéenim 7/r2 genom uocena je
smanjena razina izrazaja GFAP $to nam govori kako je aktivacija astrocita i akumulacija na
mjestu ishemijskog oSte¢enja poremecena u miSeva kojima nedostaje funkcionalni 7/r2 gen
(Slike 274 i 27B, Tablica 20). UocCeno smanjenje reaktivnosti astrocita vjerojatno dijelom
doprinosi uofenom povecanju izravnog volumena ishemijske lezije prisutnog u 7/r2-/-

miseva, kao 1 povecanom broju apoptoti¢nih stanica prisutnih na mjestu lezije.
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4.9. Neuroloski status miSeva s onemoguéenim 7/r2 genom nakon MCAQO

Kako bi se procijenio opseg neuroloskog ispada nastalog kao posljedica ishemijskog
oSte¢enja mozga, koriste se standardizirani testovi za procjenu neuroloSkog oStecenja.
Najcesce koristeni test publiciran je od autora Garcia i sur., 1995 (175), a koriSten je u
mnogim radovima, primjerice (154, 186). Ljestvica vrijednosti dobivenih navedenim testom
krece se od 3 do 18, gdje ocjena 18 oznacava zdravu Zivotinju urednog neuroloSkog statusa
Neuroloska procjena vrsena je jedan dan prije, neposredno nakon operacije, te 3, 5, 7, 14, 21 i
28 dana nakon MCAO. Kako bismo odredili odgovara li neuroloski ispad uocenim
promjenama veli¢ine ishemijske lezije, procjena je provedena na skupinama miSeva sa

onemogucenim 77r2 genom kao i na skupini miseva divljeg tipa (Slika 28).

- WT
-=- TLR2-/-

prije op. poslije op. 3d 5d 7d 10d 14d 21d 28d

Slika 28. Neuroloska procjena miSeva tijekom perioda od Cetiri tjedna nakon ishemijskog
oSte¢enja mozga. 7lr2-/- miSevi pokazuju manji neuroloski ispad u ranoj fazi oporavka nakon
ishemijske lezije, dok je u kasnijoj fazi (7 dana i dalje) neuroloski ispad ve¢i u odnosu na

skupinu WT miSeva (n=6/skupini, *p<0,05).
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Prikazani rezultati, ukazuju na privremeno manji neuroloski ispad prisutan u skupini miSeva
sa onemogucenim 7/r2 genom u odnosu na miSeve divljeg tipa. Medutim, izmedu vremenske
tocke 3 1 7 dana dolazi do obrata u odnosu rezultata procjene neuroloskog ostecenja, tako da
od sedmog dana na dalje 7/r2-/- miSevi imaju ve¢i neuroloski ispad u odnosu na W7 miseve.
U kasnijim vremenskim to¢kama, 14 dana i dalje, razlika nije statisticki znacajna. Budu¢i da
je u tim vremenskim tockama vrijednost rezultata iznosila 14 i viSe (na ljestvici 0 do 18), za
pretpostaviti je da test nije dovoljno osjetljiv kako bi mogao prepoznati eventualne suptilne
razlike u ovim vremenskim toCkama. Unato¢ tome, jasno je vidljiva tendencija veéeg
neruoloskog ispada u 7/r2-/- miSeva u odnosu na WT skupinu. Navedeni rezultati u skladu su
s rezultatima procjene volumena ishemijske lezije i apoptotskog odumiranja neurona

prikazanih u prethodno navedenim odjeljcima.
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4.10. Modulacija funkcionalnog TLR2 odgovora pomocu dijete bogate omega-3

nezasi¢enim masnim Kiselinama

Kako bi se utvrdio utjecaj prehrane bogate DHA na opseg upalnog odgovora posredovanog
TLR2 receptorima, i posljedi¢no, na veli¢inu ishemijske lezije, miSevi su podvrgnuti razlicitih
dijetnim rezimima. U skupini miSeva koji su konzumirali hranu oboga¢enu DHA, uocena je

smanjena aktivacija TLR2 (Slika 29).

24 SATA 48 SATI

Kontrola

Niske Q-3 NMK

<
I
(=]
©
X
=]
2
>
B ] Kontrolna dijeta
3.0+ e Dijeta s niskim Q-3 NMK

Il Dijeta s visokim DHA

N
(9]
—
—
—

g ’
o
" 1 " N

*

Ine ﬁﬂ i

Bazalno 6 sati 24 sata 48 sati 72 sata 7 dana

Ukupna emisija fotona (f/s)
x10¢
g . @

o
o«

Slika 29. Oslikavanje TLR2 odgovora mjerenjem bioluminiscencije in vivo prikazuje
protuupalni uc¢inak DHA u odgovoru mozga nakon izazivanja ishemijske lezije. A.
Reprezentativni prikazi izmjerene bioluminiscencije u istoj Zivotinji prikazuju dinamiku

aktivacije mikroglije/TLR2 odgovora 6, 24, 48 sati nakon MCAO. Raspon boja s desne strane

97



slika oznacava broj izmjerenih fotona, crvena boja oznacava najveci broj. B. Graficki prikaz
kvantifikacije bioluminiscentnog signala u periodu od 7 dana nakon MCAOQO. Vrijednsoti su

izrazene kao srednja vrijednost + SEM. n=9, ***P<(,01; *P<0,05.

Prikazani smanjeni upalni odgovor, udruZen je sa znacajnim smanjenjem veliine ishemijske
lezije koja je bila uocena u ranoj fazi (2 dana), kao 1 u kasnijoj fazi (7 dana) oporavka nakon

ishemijsko-reperfuzijske ozljede mozga (Slika 30).
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Slika 30. Primjena dijete obogacene DHA rezultirala je smanjenom veli¢inom ishemijske
lezije. Analiza rezova bojenih po Nisslu otkrila je zna¢ajno manju ishemijsku leziju u skupini
miseva koji su bili izloZeni poviSenoj koncentraciji DHA u hrani u usporedbi sa kontrolnom
skupinom, te skupinom koja je bila izlozena dijeti sa vrlo malo omega-3 nezasi¢enih masnih
kiselina. Zastitni u€inak uocen je i u kasnijoj fazi odgovora na ishemijsku leziju (7 dana).
NMK — nezasi¢ene masne kiseline. Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + SEM,

*P<0,05.
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S. RASPRAVA

5.1. Receptori TLR2 sudjeluju u odgovoru mozga na ishemijsko ostecenje, a uloga

receptora TLR2 u razvoju ishemijske lezije ovisna je o vremenu.

Jedan od osnovnih ciljeva ovog rada bio je razjasniti ulogu receptora TLR2 kao sastavnog
dijela prirodenog upalnog odgovora u dogadajima koji slijede nakon nastanka ishemijske
ozljede mozga, te ustanoviti kakva je uloga TLR2 receptora obzirom na krajnji ishod; tj.
imaju li izrazen zastitni ili Stetni ucinak. DosadaSnja istrazivanja proucavala su iskljucivo
ulogu receptora TLR2 u ranoj fazi odgovora mozga na ishemijsko oStecenje, tj. proucavane su
vremenske tocke 1, 2 ili 3 dana nakon nastanka ishemijsko-reperfuzijskoga oStecenja. U tim
istrazivanjima provedena je usporedba volumena ishemijskoga oSteenja izmedu skupina
miSeva divljeg tipa i miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom. U vecini radova uoceno je
zna¢ajno smanjenje volumena ishemijske lezije u 7/r2-/- miSeva u odnosu na W7 miseve, Sto
je ukazalo na Stetnu ulogu receptora TLR2, ali i opcenito upale, u odgovoru mozga na

ishemijsku ozljedu (141, 152, 153).

Medutim, unato¢ detaljno proucenom slozenom slijedu patofizioloSkih dogadaja nakon
nastanka ishemijske ozljede mozga, za koje je poznato kako se odvijaju u duzem
vremenskom periodu nakon nastale ishemijske lezije (opisano u Uvodu), uloga TLR2
receptora je u kasnijim fazama odgovora mozga na ishemijsku ozljedu ostala neistrazena.
Stoga je postavljena hipoteza ovog rada u kojoj je pretpostavljeno kako receptori TLR2
sudjeluju u odgovoru mozga na ishemijsko ostecenje, 1 to u ranoj kao i u kasnoj fazi
odgovora. Jedan od temeljnih rezultata koji su potaknuli postavljanje hipoteze kako TLR2
receptori sudjeluju 1 u kasnijim fazama odgovora mozga na ishemijsko oStecenje Cine
rezultati istrazivanja u kojemu je mjerenjem bioluminiscencije in vivo (luciferaza pod
promotorom 7/r2 gena) generirana krivulja odgovora TLR2 u odgovoru mozga na ishemijsko
oSte¢enje (162). Navedena krivulja ima bifazi¢ni izgled, sa jednim jasno izrazenim vrhom 48
sati nakon nastanka ishemije koji se proteze do 7 dana nakon nastanka ozljede; te nesto
manjim vrskom u kasnijoj fazi odgovora, to¢nije, oko 30. dana nakon nastanka ishemijsko-
reperfuzijske ozljede. Temeljem izgleda same krivulje aktivacije 71r2 receptora, uocava se
kako rana aktivacija TLR2 traje duze od do sada proucavana 3 dana nakon nastanka

ishemijsko-reperfuzijske ozljede, te se postavlja pitanje imaju li receptori TLR2 izrazen
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ucinak na razvoj ishemijske lezije u kasnijoj fazi odgovora, te ukoliko imaju, radi li se i u
ranoj i u kasnoj fazi o jednakom (Stetnom) ucinku ili pak o razli¢itom utjecaju na razvoj

ishemijske lezije.

Stoga, jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je usporediti veli¢inu ishemijske lezije u 71r2-/- i
WT miSeva u ranoj (3 dana), i u kasnoj fazi odgovora mozga na ishemijsku leziju (vremenske
tocke 7 1 14 dana nakon MCAO). Najprije, vazno je naglasiti kako je analizom izracunatih
volumena ishemijske lezije uocen razli€it razvoj ishemijske lezije u sve tri vremenske tocke
izmedu skupina 7/r2-/- i WT miSeva, §to nam govori u prilog postavljenoj hipotezi kako
TLR2 receptori sudjeluju u odgovoru mozga na ishemijsku leziju. Usporedbom volumena
ishemijskoga oStecenja u ranoj fazi odgovora mozga na ishemijsku ozljedu (3 dana) uocen je
zna¢ajno manji volumen ishemijske lezije u 7/r2-/- miSeva u odnosu na WT miSeve, §to je u
skladu sa rezultatima vecine prethodnih istrazivanja (141, 152, 153). Ukoliko bismo, poput
navedenih istrazivanja, gledali samo ranu fazu odgovora na ishemijsku ozljedu, mogli bismo
zakljuciti kako promijenjeni upalni odgovor uzrokovan nefunkcionalnim TLR2 receptorom u
pocetnoj fazi odgovora na ishemijsku leziju ima koristan, tj. zastitni u¢inak. Na taj nacin,
aktivacija TLR2 mogla bi se okarakterizirati kao Stetan ¢imbenik koji je potrebno ukloniti (po
moguénosti potpuno), ¢ime bi se postiglo $to manje oSteCenje mozga nakon nastalog
ishemijskog oSte¢enja. Takav nacin gledanja je postao ustaljen u literaturi, a inhibicija TLR2
receptora predlozena je kao jedan od terapijskih modaliteta u lijeCenju ishemijskoga oStecenja

mozga (141, 152, 153).

Medutim, analizom volumena ishemijske lezije u kasnijim fazama odgovora mozga na
ishemijsku leziju, tj. 7 i 14 dana nakon MCAOQO, dobiveni su iznenadujuci rezultati, koji do
sada nisu opisani u literaturi. Uoceno je kako se pocetna neuroprotektivna uloga prikazana u
skupini miSeva sa onemogucenim 7772 genom nije odrzala u kasnijim vremenskim tockama
odgovora nakon nastanka ishemijske lezije. Stovise, u skupini 7/r2-/- miSeva uoleno je
povecanje volumena ishemijske lezije u obje vremenske tocke (7 i 14 dana). Osim analize
volumena ishemijske lezije, proucavan je i opseg neuroloskog ostecenja. Slicno kao i s
rezultatima volumena ishemijskoga oStecenja, neuroloski status u ranoj fazi odgovora na
ishemijsku leziju (3 dana nakon MCAOQ) odgovarao je procjenama neuroloSkog statusa
opisanim u prethodnim istrazivanjima, u kojima je opisana uloga TLR2 kao Stetnog

¢imbenika u krajnjem ishodu nakon nastanka ishemijske ozljede (141, 152, 153). Medutim, u
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skladu s rezultatima procjene volumena ishemijske lezije, u kasnijoj fazi odgovora uoceno je

opseznije neurolosko oste¢enje u 71r2-/- miSeva u usporedbi sa misevima W7 skupine.

Osim navedenoga, jedan od ciljeva ovog rada bio je analizirati broj apoptoti¢nih stanica u
skupinama 77r2-/- 1 WT miSeva u sve tri vremenske to¢ke. Odnos broja apoptoti¢nih neurona
izmedu skupina miSeva divljeg tipa i miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom odgovarao je
odnosu izracunatih volumena ishemijske lezije (3 dana nakon MCAO uocen je veci volumen
lezije, kao i1 broj apoptoti¢nih stanica u WT miSeva, dok je u kasnijim vremenskim tockama
taj broj smanjen). Medutim, broj apoptoticnih stanica rastao je tijekom vremena u obje
skupine miSeva, §to se moze objasniti procesima cijeljenja (uklanjanje stani¢nog debrisa i
stvaranje glijalnog oziljka), ¢cime se smanjuje volumen lezije, a biljezi se posljedi¢ni porast
broja apoptoti¢nih stanica u takvom, manjem, volumenu lezije. Jedno od objaSnjenja
povecanog broja apoptoti¢nih stanica u 7/r2-/- miSeva, moglo bi biti stvaranje nepovoljnog
mikookoliSa uzrokovanog s jedne strane neprimjerenim slijedom dogadaja u ranoj fazi
odgovora mozga na ishemijsko oStecenje, a s druge strane smanjenom razinom neurotrofnog
¢imbenika IGF-1 koja je zabiljezena u 7/r2-/- miSeva (opisano u kasnijim odjeljcima). Oba
procesa $to mogu utjecati na pojacani opseg apoptotskog odumiranja neurona u kasnijoj fazi.
Navedeno nam ukazuje kako dinamika odumiranja neurona, razvoja ishemijske lezije i
posljedi¢nog neuroloskog osStecenja ovise o prisutnosti funkcionalnog TLR2 receptora, tj. o
slijedu patofizioloSkih dogadaja koji se odvijaju u podlozi razvoja ishemijskoga osStecenja, a
¢ije su karakteristike (bilo opseg, slijed, trajanje i sl.) ovisne o utjecaju funkcionalnog TLR2

receptora.

Temeljem navedenih rezultata mozemo zakljuciti kako receptori TLR2 sudjeluju u odgovoru
mozga na ishemijsko oStecenje. Uloga receptora TLR2 u odgovoru mozga na ishemijsko
reperfuzijsku ozljedu ovisna je o vremenu, tj. ukoliko se promatra rana faza odgovora (u
ovom istrazivanju 3 dana) ucinak je Stetan, da bi se u kasnijim fazama odgovora mozga na
ishemijsku leziju u€inak pokazao korisnim i neophodnim za ocuvanje preostalih neurona, §to
napokon rezultira smanjenim volumenom ishemijske lezije i povoljnijim neuroloskim
ishodom. Time je hipoteza ove disertacije djelomi¢no potvrdena, sa snaznim naglaskom kako

je uloga TLR2 ovisna o vremenu.
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5.2. Postishemijski upalni odgovor mozga posredovan je TLR2 receptorima izraZenima

na populaciji stanica mikroglije/makrofaga.

Jedan od ciljeva ovog rada bio je opisati vremensku i protornu izrazenost receptora TLR2
nakon ishemijskoga oSe¢enja mozga. U dosada$njim istrazivanjima opisano je kako nakon
privremene ishemijsko-reperfuzijske ozljede mozga, indukcija TLR2 nadmaSuje izrazaj
ostalih receptora ¢lanova porodice TLR, a slijede ju pojacani izrazaj receptora TLR4 i TLR9
(153). Sliéno tome, koriStenjem drugih modela, primjerice, nakon ozljede mozga i/ili
izlaganja srediSnjeg Ziv€anog sustava patogenim mikroorganizmima, takoder dolazi do
pojacanog izrazaja receptora TLR2 gotovo isklju¢ivo na populaciji mikroglijalnih stanica
(151, 152, 162, 187). Na taj nacin definirana je uloga TLR2 kao svojevrsnog nadzora, tj.
senzora koji aktivira stanice mikroglije izlaganjem odredenim PAMP i DAMP ligandima.
Navedeni rezultati suprotstavljeni su nalazima koji opisuju kako su u fizioloskim uvjetima
receptori TLR2 izraZeni na stanicama mikroglije, ali i na populaciji astrocita, oligodendrocita,
neurona i neuroprogenitornih stanica (132, 135, 188, 189). Tu je vazno naglasiti kako se u
vecini navedenih istrazivanja uoceni izrazaj TLR2 na ostalim stani¢nim populacijama (osim
mikroglije/makrofaga) temeljio se na rezultatima dobivenim u primarnim stani¢nim
kulturama. Naime, u dosadasnjim istrazivanjima provedenima in vivo, opisano je kako su
TLR2 receptori nakon nastanka ishemijskoga oStecenja izrazeni na populaciji stanica
mikroglije/makrofaga, dok je kolokalizacija sa ziv€anim stanicama bila opisana u vrlo malom
broju stanica (153, 162). Rezultati naseg istrazivanja pokazali su znacajnu indukciju TLR2
(na razini mRNA 1 na proteinskoj razini) u ipsilateralnoj hemisferi, i to isklju¢ivo u podrucju
ishemijske lezije, kao i u periinfarktnom podruc¢ju. Na kontralateralnoj strani (zdrava strana,
bez ishemijske lezije) nije uocena indukcija TLR2 signala, §to odgovara fizioloskim uvjetima
u kojima je razina izrazaja TLR2 vrlo niska, ispod razine detekcije. Nadalje, analiza izrazaja
TLR2 na proteinskoj razini otkrila je kako se, tijekom rane i kasne faze upalnog odgovora
mozga na ishemijsko-reperfuzijsko oste¢enje, pojacani izrazaj TLR2 javlja gotovo iskljucivo
na stanicama mikroglije/makrofaga. Vrlo mali izrazaj uoCen je na ogranic¢enoj populaciji
neurona smjestenih u samoj jezgri ishemijske lezije, dok kolokalizacija sa biljegom astrocita
(anti-GFAP protutijelom) nije uoCena. Navedeni rezultati su u skladu s prethodnim
istrazivanjima indukcije TLR2 u uvjetima oSteCenja mozga (141, 143, 152, 153, 162, 189,
190). Izrazaj receptora TLR2 koji je ograni¢en uglavnom na populaciju stanica

mikroglije/makrofaga ukazuje nam kako receptori TLR2 najvjerojatnije imaju najznacajniju
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ulogu upravo u upalnom odgovoru koji se aktivira prilikom odgovora mozga na ishemijsko

reperfuzijsku ozljedu, a §to je u skladu sa raspolozivom literaturom (141, 144, 150, 152-154).

5.3. Aktivacija stanica mikroglije/makrofaga ovisi o funkcionalnom TLR2 receptoru.

Aktivacija upalnih stanica 1 posljedi¢na aktivacija prirodenog imunoloskog sustava, klju¢ne
su komponente upalnog odgovora mozga na ishemijsko oste¢enje. Analizom krivulje izrazaja
Tlr2 pokazano je kako je mikroglijalna aktivacija udruzena sa znacajnom dugotrajnom
indukcijom receptora TLR2, $to nam govori o vjerojatno velikome znacaju TLR2 receptora u
patofizioloskome slijedu dogadaja nakon nastanka moZzdane ishemije. Do danas, u literaturi
nije opisano utjece li TLR2 na uzorak aktivacije mikroglijalnih stanica u ranoj i kasnoj fazi (3
i 7 dana) nakon nastanka ishemijske ozljede, i ako da, na koji nacin. Stoga, jedan od ciljeva
ovog rada bio je prouciti u kojoj mjeri dolazi do aktivacije upalnih stanica na mjestu ozljede,
te ustanoviti javlja li se promjena u aktivaciji ovisno o prisutnosti funkcionalnog TLR2

receptora.

Rezultati imunobojanja sa Ibal protutijelom prikazani u ovom istrazivanju ukazuju nam kako
je aktivacija stanica mikroglije/makrofaga u ranoj i kasnoj fazi odgovora nakon nastanka
ishemijskoga oSte¢enja ovisna o prisutnosti funkcionalnog TLR2 receptora. Naime, u obje
skupine miSeva nakon nastupa ishemijske ozljede mozga uocCen je pojaCani intenzitet
imunofluorescentnog signala dobivenog obiljezavanjem protutijelom anti-Ibal. Uocena
pojava se moze objasniti povecanim brojem prisutnih stanica (mikroglije ili makrofaga) na
mjestu ishemijske lezije, ali i promjenom stupnja aktivacije, tj. posljedicnom promjenom
morfologije stanica mikroglije iz razgranatih u "ameboidne", $to djelomice ovisi 1 o
prisutnosti TLR2 receptora. U miSeva sa onemoguc¢enim TLR2 genom uoceno je smanjenje
intenziteta Ibal signala u obje vremenske tocke (3 i 7 dana), $to nam govori kako su broj ili
stupanj aktivnosti upalnih stanica mikroglije/makrofaga smanjeni kod 77r2-/- miseva, tj.
ovisni o funkcionalnom TLR2 genu. Stoga je u nastavku istrazivanja provedena analiza
upalnog odgovora mozga u smislu analize i usporedbe broja stanica mikroglije, stupnja
proliferacije, izrazaja pojedinih upalnih citokina, te stupnja privlaenja upalnih stanica iz

cirkulacije na mjesto lezije u obje skupine misSeva.
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5.4. TLR2 sudjeluje u proliferaciji stanica mikroglije, te u regrutiranju upalnih stanica

monocita/makrofaga i limfocita iz cirkulacije.

Prema dosadas$njim spoznajama, pojacana aktivacija i akumulacija stanica mijeloidne loze na
mjestu ishemijske ozljede moze se pripisati: a) masivnoj proliferaciji rezidentnih mikro-
glijalnih stanica koje je najizraZenije 2-3 dana nakon nastanke ishemijske ozljede, ili b)
pojacanom regrutiranju monocita iz cirkulacije na mjesto ozljede (61, 65, 178, 192). U
miseva sa onemogucenim 772 genom je nakon nastanka ishemijske ozljede mozga uoceno
smanjenje Ibal signala, pa je stoga jedan od ciljeva ovog rada bio ustanoviti i usporediti broj i
stupanj proliferacije stanica mikroglije i broja infiltriraju¢ih monocita/makrofaga, te limfocita

izmedu skupina WT i Tlr2-/- miSeva u ranoj i kasnoj fazi odgovora nakon MCAO.

U istrazivanjima postishemijskog upalnog odgovora dugo vremena je problem predstavljalo
rzlikovanje rezidentnih stanica mikroglije od stanica monocita/makrofaga koji su dosli iz
cirkulacije na podrucje ishemijske lezije, buduc¢i da ne postoje stani¢ni biljezi na temelju
kojih bi se navedene populacije stanica mogle razlikovati. Medutim, u literaturi je opisano
raspoznavanje stanicnih populacija monocita/makrofaga metodom protocne -citometrije
pomocu biljega CDI11b i CD45, sto je koriSteno u ovom istrazivanju (88, 89). Prema
rezultatima ovog istrazivanja, oba procesa su bila zahvacena, tj. oslabljena u miSeva sa
onemogu¢enim 7/r2 genom, S§to nam govori kako oba procesa zapravo ovise o
funkcionalnosti TLR2 receptora. Uoceno je smanjenje razine kemokina MCP-1 u 7/r2-/-
miSeva 1 dan nakon nastanka ishemijske lezije zajedno s posljedi¢nim smanjenjem broja
CD45"°*/CD11b" stanica 3 i 7 dana nakon nastanka ishemijskoga o$te¢enja. Uz navedeno, u
Tlr2-/- miSeva uocen je smanjen broj mikroglijalnih stanica, kao i smanjen proliferacijski
kapacitet rezidentnih stanica mikroglije u odgovoru na ishemijsko reperfuzijsku leziju.
Smanjena proliferacija mikroglijalnih stanica (CD45"™*/CD11b"/Brdu’) uo&ena je u skupini
miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom 3 dana nakon postupka privremene okluzije srednje
mozdane arterije. lako ne mozemo sa sigurno$¢u tvrditi kako je smanjeni proliferacijski
kapacitet rezidentnih mikroglijalnih stanica uocen 3 dana nakon MCAOQO uvjetovan inicijalno
manjim volumenom ishemijske lezije u 7/r2-/- miSeva; povecanje ishemijske lezije u 7/r2-/-
miSeva u kasnijim vremenskim tockana nije bilo popraéeno porastom mikroglijalne
proliferacije i/ili aktivacije. Kao §to je prikazano u rezultatima analize stanica proto¢nom

citometrijom, proliferativni odgovor mikroglijalnih stanica ostao je nizak u 77r2-/- miSeva 7
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dana nakon izazivanja ishemijske ozljede mozga. S druge strane, smanjeni broj
CD45"*°/CD11b" stanica (infiltriraju¢i monociti/makrofazi) uoen 3 i 7 dana nakon MCAO,
kao i selektivno smanjenje vrijednosti MCP-1 u 77r2-/- miSeva upucuju na moguénost kako je
funkcionalni receptor TLR2 potreban za prikladno regrutiranje monocita iz krvotoka na
mjesto lezije. Sveukupno, ovi rezultati djelomic¢no potvrduju hipotezu uspostavljenu na
modelu ozljede aksona gdje je predlozeno kako, u akutnoj fazi odgovora na aksonalno
oste¢enje, TLR2 modulira opseg mikroglijalne proliferacije, dok je utjecaj na regrutiranje

monocita iz cirkulacije neovisan o TLR2 signalnom putu (143, 178, 193, 194, 195).

Uz navedeno, rezultati imunohistokemijskog obiljezavanja fagosoma protutijelom anti-CD68
u 7lr2-/- miSeva ukazali su na smanjenu prisutnost fagocitotske aktivnosti na mjestu
ishemijske lezije u miSeva s onemogucéenim 7/r2 genom u kasnijim fazama odgovora, tj. 7
dana nakon nastanka ishemijskog oStecenja. Smanjeni broj prisutnih fagosoma upuéuje na
moguénost smanjene fagocitotske aktivnosti na mjestu ishemijske lezije, koja je prisutna u
misSeva sa onemogucenim 77r2 genom. Ukoliko je fagocitotska aktivnost uistinu smanjena,
navedeno bi moglo rezultirati smanjenim (usporenim) uklanjanjem ostataka odumrlih stanica,
1 na taj nacin produljenje trajanja upalne reakcije, $to posljediéno moze imati utjecaja i na
krajnji ishod (veli¢inu ishemijske lezije, apoptotsko odumiranje neurona, te opseg

neuroloskog ostecenja) (196).

Unato¢ tome S§to konsenzus oko uloge steCene imunosti u patofiziologiji ishemijskog
oStecenja mozga jos nije uspostavljen, na temelju nasih rezultata mogli bi pretpostaviti kako
ta uloga ipak postoji. Naime, u podruéju ishemijske lezije u uocene su CD3" stanice
(odgovaraju limfocitima T). Jedan od stimulusa koji poti€e infiltraciju parenhima limfocitima
T je 1 MCP-1. Na taj nacin snizena razina MCP-1 mogla bi objasniti manji broj limfocita T u
miSeva sa onemogucenim 77/r2 genom. Osim MCP-1, postoji jo§S jedno objasnjenje za
smanjeni broj limfocita koji je uoCen u skupini 7/r2-/- miSeva. Naime, kao $to je u uvodnom
dijelu spomenuto, dendriti¢ke stanice sudjeluju u prezentaciji antigena limfocitima, a one na
svojoj povrSini takoder sadrze TLR2 receptore (142), koji im omogucéuju prepoznavanje
antigena, posljedi¢nu aktivaciju i prezentaciju antigena. Stoga, u uvjetima nefunkcionalnog
TLR2 receptora moguca je takoder i umanjena funkcija dendriti¢ih stanica kao predo¢nih

stanica. Kako bismo mogli sa sigurno$¢u ustvrditi navedene pretpostavke, potrebno je uciniti

105



dodatna istrazivanja koja bi ukljucivala analizu aktivacije ste¢enog imunoloskog odgovora, te

istrazivanja na dendritickim stanicama u W7 1 Tlr2-/- miSeva.

5.5. Postishemijska proliferacija rezidentnih stanica mikroglije ovisi o interakciji TLR2

receptora i galektina-3.

U odgovoru mozga na ishemijsko oSte¢enje, rezidentne stanice mikroglije proliferiraju i
pritom pojacano izrazavaju galektin-3 na svojoj povrsini (65). Galektin-3 ima mnogostruke
uloge u brojnim patoloskim stanjima, a opisana je moguca uloga u modulaciji prirodenog i
steCenog imunoloskog odgovora u perifernim upalnim stanicama (179 - 182). U ovome
istrazivanju potvrden izrazaj galektina-3 na povrSini proliferiraju¢ih stanica na podrucju
ishemijske lezije. Analizom imunofluorescentnog signala dobivenog obiljezavanjem
ishemi¢nog tkiva mozga anti-Mac-2 (galektin-3) protutijelom uocen je smanjeni intenzitet
signala u 7lr2-/- miSeva u odnosu na W7 miseve. Kako bi se pojasnilo postoji 1i medusobna
povezanost/ovisnost galektina-3 i TLR2, provedeno je mjerenje izrazaja 7/r2 metodom
oslikavanja intenziteta bioluminiscentnog signala in vivo u skupini miSeva divljeg tipa i
Gal3-/- miSeva. Rezultati mjerenja signala prikazali su znacajno oslabljen izrazaj 7/r2 u
Gal3-/- miSeva u odnosu na signal izmjeren u Wt miSeva. S jedne strane ovaj rezultat mogao
bi znaciti da galektin-3 mozda doprinosi ranoj aktivaciji stanica mikroglije s podljedi¢nom
indukcijom TLR2 odgovora, uzrokuju¢i aktivaciju prirodenog imunoloskog sustava. U tom
slu¢aju, mozemo pretpostaviti kako galektin-3 ima ulogu u normalnoj i pravovremenoj
aktivaciji TLR2 odgovora, kako u prepoznavanju PAMP liganada (191), tako mozda i u
odgovoru mozga na ishemijsku leziju gdje sudjeluje u aktivaciji prirodenog imunoloSkog
sustava. S druge strane, navedeni rezultat prikazan je u sklopu nedavne publikacije, u sklopu
koje je opisano kako se u miSeva sa onemogucenim Gal-3 genom javlja promijenjeni u¢inak
vezanja IGF-1 na receptor IGF-R1, $to dovodi do pojacanog izrazaja JAK/STAT3 signalnog
puta u uvjetima ishemije mozga. Posljedi¢no, pojacani izrazaj JAK/STAT3 signalnog puta
uzrokuje pojacani izrazaj SOCS3 molekule koja djeluje negativnim mehanizmom povratne
sprege na molekulu STATS3, posljedi¢no blokirajuci povoljni u¢inak IGF-1 na prezivljavanje i
na proliferaciju stanica mikroglije (89). Na taj na¢in, uo¢ene promjene signalnog puta u Gal3-
/- miSeva djelomi¢no mogu objasniti promjenu mikroglijalne proliferacije opisane u T/r2-/-

miSeva. Naime, u 7/r2-/- miSeva uoCena je smanjena postishemijska sekrecija IGF-1,
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potentnog mitogenog faktora mikroglijalnih stanica (184), koje se najvjerojatnije javlja kao
posljedica smanjene aktivacije mikroglijalnih stanica uzrokovanog nefunkcionalnim TLR2
receptorom. Uz sniZzenu razinu IGF-1, za pretpostaviti je kako sniZena razina galektina-3
signala moZe imati dodatni utjecaj na smanjenje proliferacije mikroglijalnih stanica kroz
opisani mehanizam djelovanja putem JAK/STAT3 signalnog puta. Opisane mogucnosti
rezultat su pregleda raspolozivih rezultata u podrucju istrazivanja interakcije TLR2-Galektin-
3. Medutim, dodatna istrazivanja su potrebna kako bi se tocno defnirao meduodnos TLR2
receptora 1 galektina-3, s ciljem objaSnjenja pravog uzroka smanjene proliferacije stanica

mikroglije opisane u 7/r2-/- miSeva.

5.6. Odgovor mozga na ishemijsku leziju posredovan TLR2 receptorima uzrokuje

stvaranje povoljnog mikrookoliSa potrebnog za pravilan razvoj lezije

Pitanje koje se namece slijedom prikazanih rezultata je: na koji je nafin promijenjeni odgovor
stanica mikroglije/makrofaga uoc¢en u 7/r2-/- miSeva povezan sa odgodenim oSteCenjem
neurona, i posljedi¢no, odgodenim povecanjem ishemijske lezije i pogorSanjem neuroloskog

statusa.

Jedno od mogucih objasnjenja lezi, kao §to je u prethodnim istazivanjima i predloZeno, u
Cinjenici kako brzo uklanjanje odumrlih ili umiruéih stanica sprjeCava otpustanje
unutarstani¢nih komponenti koje djeluju kao DAMP liganadi. Brzo i u¢inkovito uklanjanje
takvih molekula iz podrucja ishemijske lezije Sto pridonosi okoncanju upalnog procesa (196).
Slijedom navedenoga, smanjeni intenzitet CD68 imunoreaktivnosti upuéuje na smanjen broj
fagosoma prisutnih na mjestu ishemijske lezije u 7/r2-/- miSeva, $to nam sugerira kako je
uklanjanje stani¢nih ostataka u 7/r2-/~- miSeva poremecéeno, §to moze pridonijeti produljenom
trajanju same postishemijske upalne reakcije. Osim navedenog, vazno je obratiti pozornost na
vremensku komponentu, budué¢i da je poremecaj aktivacije mikroglije/makrofaga bio
najizrazeniji upravo 7 dana nakon nastanka ishemijske ozljede, §to se podudaralo s

povecanjem volumena ishemijske lezije uo¢enim u miSeva sa onemoguéenim 7772 genom.

Dodatni odgovor na postavljeno pitanje, kao §to je predloZeno u prikazanim rezultatima, lezi

u objasnjenju kako poremeceni prirodeni imunoloski odgovor uzrokovan nefunkcionalnim
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TLR2 receptorom rezultira smanjenom proliferacijom stanica mikroglije, te posljedi¢no
smanjenom razinom ¢imbenika rasta IGF-1. Naime, prethodna in vitro i in vivo istraZivanja
pokazala su kako aktivirane i proliferirajue stanice mikroglije proizvode neurotrofne
molekule u koje se ubraja i inzulinu slican ¢imbenk rasta — IGF-1 (65, 184). Dokaz bioloske
vaznosti endogeno izlu¢nog IGF-1 u odgovoru mozga na ishemijsku leziju prikazan je na
miSjem modelu u kojemu je selektivno uklonjena populacija proliferiraju¢ih stanica
mikroglije (Mac-2 pozitivne stanice). U navedenom misjem modelu uoceno je znacajno
smanjenje razine IGF-1 (1,8 puta), Sto je bilo popraceno znacajnim porastom broja
apoptoti¢nih stanica, gotovo isklju¢ivo neurona (65). U ovdje prikazanom istrazivanju, u
skupini 7/r2-/- miSeva uoceno je smanjenje razine IGF-1, §to dijelom objasnjava povecanu
apoptozu ziv€anih stanica uocenu u miSeva sa onemogucenim 772 genom. K tome, snizena
razina Mac-2 pozitivnih stanica u skupini 7/r2-/- miSeva ukazuje na snizen broj
proliferirajuc¢ih stanica mikroglije, S§to se poklapa sa uo¢enom snizenom razinom IGF-1 i
odgovara navedenim rezultatima prijaSnjih istraZivanja. Stoga, ovdje prikazani rezultati u
skladu su s prije pretpostavljenom anti-apoptotskom i neuroprotektivnom ulogom IGF-1 u
odgovoru mozga na ishemijsku leziju (197, 198). Posljedicno, snizena razina IGF-1 moze
dovesti do pojacanog odgodenog odumiranja neurona, §to bi moglo objasniti egzacerbaciju
ishemijske lezije u kasnijim fazama odgvora uz loSiji rezultat procjene neuroloSkog statusa

dobivenog u 7/r2-/- miseva.

5.7. Nakupljanje astrocita na podruéju oko ishemijske lezije smanjeno je u miSeva sa

onemogucenim 7/r2 genom.

U posljednje vrijeme prisutno je sve vise dokaza kako astrociti imaju protektivnu ulogu u
patofizioloskom slijedu dogadaja nakon nastanka ishemijske lezije (64, 185). U odgovoru na
nastalo ishemijsko oSte¢enje u okolici lezije dolazi do aktivacije astrocita, do pojave tzv.
reaktivnih astrocita koji su obiljezeni pojaCanim izrazajem proteina GFAP prilikom
imunohistokemijskog obiljezavanja. Protektivna uloga astrocita smjeStenih u penumbri
oCituje se u kontroli homeostaze vode, ionskog sastava te prisutnog glutamata kao i u
uklanjanju nastalih slobodnih kisikovih radikala. Na taj nacin astrociti osiguravaju povoljan
milje potreban za opstanak neurona. Sukladno tome, poremecena funkcija astrocita udruzena

je s povecanim propadanjem neurona (64). Osim navedene uloge, astrociti imaju vaznu
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zadacu ograni¢avanja ishemijske lezije na nacin da nakon aktivacije zapocCinju stvaranje
astroglijalnog oziljka. Ukoliko je navedena reaktivna astroglioza narusena, u uvjetima
ishemije opisana je pojava povecanog volumena nastale ishemijske lezije (185).

Budu¢i da je u ovom radu uoceno povecéanje ishemijske lezije u kasnijim fazama odgovora
mozga na ishemijsku leziju u Tlr2-/- miSeva, provedeno je mjerenje intenziteta signala
dobivenog obiljezavanjem GFAP protutijelom U naSem istrazivanju uocen je oslabljen
intenzitet GFAP signala prisutnog u okolici ishemijske lezije u 7/r2-/- miSeva. Navedeni
rezultat nam sugerira kako je moguce da aktivacija astrocita i nakupljanje astrocita nakon
nastanka ishemije ovise o TLR2 receptorima. Navedena pojava bi se mogla objasniti
razvojem nepovoljnog mikrookoliSa uslijed neodgovaraju¢e i nepravovremene aktivacije
upale, Sto posljedicno neadekvatno aktivira astrocite, te najvjerojatnije pridonosi
neodgovaraju¢em stvaranju glijalnog oziljka i1 posljedicnom povecanju izravnog volumena
ishemijske lezije. Medutim, treba imati na umu da je u primarnoj kulturi astrocita opisan
izrazaj TLR2 receptora na povrSini stanica astroglije (136). Unato¢ tome Sto izrazaj TLR2
nije in vivo opisan na povrsini astrocita, uoc¢ava se potrebna za daljnjim istrazivanjima koja bi
opisala potencijalnu povezanost receptora TLR2 i aktivacije astrocita, s ciljem definiranja

radi li se o izravnom ili posrednom ucinku TLR2 na aktivaciju stanica astroglije.

5.8. TLR2 posredovani upalni odgovor moguce je modulirati pomocu dijete bogate

omega-3 nezasi¢enim masnim kiselinama, $to rezultira zaStitnim ucinkom.

Na temelju prikazanih rezultata mozemo zakljuciti kako je u miSeva sa onemogucenim 77r2
genom postishemijski upalni odgovor nepravovremeno i neadkvatno aktiviran i reguliran, $to
posljedicno rezultira povec¢anim volumenom ishemijske lezije kao krajnjim ishodom u
oporavku mozga nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Navedeno nam govori kako je
pravovremeni i odgovaraju¢i odgovor nuzan za normalnu rezoluciju upale i posljedicno
ograni¢avanje opsega ishemijske lezije.

S druge strane, uoceno je kako konzumacija ribe smanjuje rizik nastanka mozdanog udara,
kao 1 infarkta miokarda, a opisani ucinak se pripisuje omega-3 nezasi¢enim masnim
kislinama, posebice DHA. U jednom dijelu ovog istraZivanja proucavan je utjecaj DHA na
opseg TLR2-posredovanog upalnog odgovora uz provedenu analizu krajnjeg ucinka, tj.

procjenu veli¢ine nastale ishemijske lezije, $to je publicirano u (168). Prikazani u¢inak DHA
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na smanjeni opseg aktivacije TLR2 posredovanog upalnog odgovora naizgled govori o upali
kao o Stetnom cimbeniku u patofizioloSkom slijedu dogadaja koji slijede nakon nastanka
mozdane ishemije. Medutim, ovdje je vazno naglasiti kako se radi o miSevima koji imaju
funkcionalni TLR2 receptor, a upala i opseg oSte¢enja modulirani su na "viSim" razinama,
primjerice, mijenjanjem odnosa omega-3/omega-6 nezasi¢enih masnih kiselina u mozgu.

Naime, uz navedene rezultate, provedena je detaljna analiza u¢inaka DHA, te je ustanovljeno
kako primjena omega-3 nezasi¢ene masne kiseline DHA moze promijeniti ukupni sastav
masnih kiselina u mozgu, $to posljedi¢no utjeCe na kompeticiju omega-3 i omega-6
nezasi¢enih masnih kiselina u procesu sinteze prostaglandina na razini enzima
ciklooksigenaze i lipoksigenaze. DHA suprimira funkciju COX-2, dok arahidonska kiselina
pojacava istu. Stoga, promjenjeni ukupni sastav nezasi¢enih masnih kiselina u korist omega-3
nezasi¢enih masnih kiselina posljedi€no rezultira smanjenom aktivnos¢éu COX-2 u
patofizioloskom slijedu dogadaja nakon nastanka ishemijskoga oSte¢enja mozga, te
djelomi¢no objasnjava uoceni protuupalni u¢inak DHA. Ta je pojava objasnjena je na sljedeci
nain: oSteéenje stanica u uvjetima ishemije rezultira masivnim otpuStanjem slobodnih
masnih kiselina, ukljucujuéi arahidonsku kiselinu i DHA iz membranskih fosfolipida. Medu
navedenim medijatorima upale, razgradnjom nastaju takoder derivati DHA u koje se ubrajaju
neuroprotektin-1 i rezolvini, koji pokazuju snazan neuroprotektivni u¢inak. Navedeni derivati
pak posreduju u uc¢inku DHA na COX-2 enzim i povisuju izrazaj Bcl-2, §to posljedicno

rezultira zeljenim antiapoptotskim uc¢inkom (168).

Dakle, za normalan slijed dogadaja nakon nastanka ishemije mozga potreban nam je
funkcionalan i pravovremeni postishemijski upalni odgovor, kako bi se Sirenje lezije na
vrijeme ogranicilo i1 kako bi posljedicno oste¢enje bilo Sto manje. Uz navedeno, treba imati na
umu da je neuroprotektivni u¢inak DHA postignut na nacin da se u uvjetima ishemije stvara
povoljniji mikrookoli§ u kojemu je prezivljavanje neurona izglednije. Ovakvim pogledom na
ulogu postishemijskog upalnog odgovora mijenja se shvacanje uloge upale kao nuzno
jednoznacne, dobre ili loSe, u slijedu dogadaja koji se odvijaju nakon nastanka ishemijske

ozljede mozga.
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5.9. Terapijski pristup ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi mozga

Razvoj terapije ishemijskoga oSte¢enja mozga predstavlja veliki izazov za mnoge istrazivacke
skupine. Glavni cilj u terapiji ishemijskog mozdanog udara uzrokovanog ugruSskom bio je
pronac¢i nacin kako $to prije uspostaviti protok krvi u zahvaenom podrucju. Do danas,
tromboliza rekombinantnim tkivnim aktivatorom plazminogena (rtPA) je jedini odobreni
terapijski pristup. Medutim uzak terapijski prozor u trajanju od 4,5h od trenutka nastanka
zacepljenja krvne zile ogranicava primjenu rtPA na neSto manje od 5% ljudi oboljelih od
ishemijskog mozdanog udara (8). Stoga, jasna je potreba za razvojem drugih terapijskih
modaliteta koji bi obuhvatili ve¢inu bolesnika koji ne mogu biti podvrgnuti terapiji rtPA, bilo
zbog uskog terapijskog prozora, bilo zbog kontraindikacija za primjenu rtPA. Do danas,
razvoj terapije ishemijskoga oSte¢enja mozga temeljen je na principu moduliranja pojedinih

komponenata odgovora mozga na ishemijsku leziju.

U skladu s time, razvijeni su brojni eksperimentalni terapijski pristupi koji djeluju na nacin
da, primjerice, moduliraju upalni odgovor mozga na ishemijsku ozljedu. Prednosti takvog
pristupa su: prvo, terapija kojom bi se modulirao imunoloski odgovor ima proSireni
vremenski prozor nakon nastanka ozljede koji traje izmedu 12 i 24 sata nakon nastanka
ishemijske ozljede (199, 200), pa bi na taj nacin bilo obuhvaceno znatno viSe bolesnika nego
Sto je to moguce primjenom tromboliticke terapije; drugo, suprimiranje upalnog odgovora
prikazano je kao koristan pristup i u modelima mozdanog krvarenja (201), §to ¢ini veliku
prednost prilikom odlucivanja kojim bolesnicima dati terapiju, a kojima ne, kao Sto je to
slu¢aj sa primjenom rtPA. Na taj nacin, odluka o primjeni terapije bila bi znatno olaksana 1
brza u jedinicama hitnog prijema zdravstvenih ustanova. Trece, upalni odgovor ima znacajnu
ulogu u reperfuzijskom ostecenju tkiva (202, 203), stoga bi primjena takvog sredstva
predstavljala korisnu nadopunu terapiji primjenom rtPA ili intravaskularnom uklanjanju
tromba, u bolesnika koji su na vrijeme pristigli u zdravstvenu ustanovu (unutar 4,5h od

trenutka nastanka ishemijske ozljede).

Primjeri terapijskih intervencija koje su predlozene u literaturi su: djelovanje na strukture
koje sudjeluju u iniciranju upalnog odgovora mozga (primjerice inhibicijom pojedinih TLR
receptora), djelovanje na brojne medijatore upale (brojni citokini i kemokini), komponente

komplementa, adhezijske molekule, enzime koji sudjeluju u upali, ¢imbenike rasta itd. (vidi
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prilog - dopunska tablica u radu (45)). Pregledom provedenih istrazivanja koja su bila
usmjerena prema modulaciji pojedinih komponenti upalnog odgovora uocava se kako su sva
istrazivanja (osim vrlo rijetkih iznimki) usmjerena isklju¢ivo na ranu fazu postishemijskog
upalnog odgovora, tj. proucavan je najcesce utjecaj manipulacije na ishod u prva tri dana
nakon nastupa ishemijske ozljede. Upravo se u tom kontekstu vidi najveéi znanstveni
doprinos ove disertacije, koja govori kako je klju¢no proucavanje obje, rane i kasne faze
odgovora mozga na ishemijsku leziju, budu¢i da postishemijski upalni odgovor
podrazumijeva prostorni, ali i jo§ vaznije, vremenski kontinuum koji obuhvaca isprepletene
procese koji su navedeni i objasnjeni u uvodnom dijelu. Stoga, za ocekivati je kako ce
poremecaj uzrokovam manipuliranjem jedne komponente akutne faze imati takoder utjecaja
na razvoj lezije 1 u kasnijoj fazi odgovora na ishemijsku ozljedu mozga. IstraZivanje
prikazano u ovoj disertaciji je upravo zbog toga jos i zanimljivije, buduéi da se u literaturi
pocinje govoriti i pretklinickim ispitivanjima pojedinih terapijskih pristupa, bez prethodno
provedenih iscrpnih analiza krajnjeg ishoda kako u ranim, tako i u kasnijim vremenskim

tockama nakon nastnka ishemijske ozljede.

Uz navedeni pristup, u eksperimentalnim ispitivanjima nalazi se i primjena RTL liganada
(engl. RTL - Recombinant T cell receptor Ligand) koji se vezu za TCR, a djeluju kao
parcijalni agonisti MHC-II molekula, te uzrokuju skretanje autoreaktivnih limfocita T
(primjerice, na mijelin) prema neinflamatornim oblicima, koji pojacano izlucuju IL-10 i TGF-
B (204). Istrazivanje je provedeno u vremenskom periodu 4 dana nakon MCAO. Navedeni

pristup se trenutno nalazi u preklinic¢koj fazi ispitivanja.

Jedan od zanimljivih koncepata u terapijskom pristupu je wujedno i stimulacija
neuroprotektivne uloge regulatornih limfocita T primjenom IL-10 u obliku injekcije u
mozdane komore, §to je izazvalo zastitni u¢inak nakon nastanka ishemijske ozljede. Ucinak je
promatran u vise vremenskih tocki, do 7 dana nakon MCAO (205). Navedeni koncept/pristup

se takoder trenutno nalazi u preklini¢koj fazi ispitivanja.

Medutim, pod utjecajem eksperimentalnih istraZivanja postishemijskog odgovora mozga na
uoceno je kako se mozak na natalo ishemijsko oSte¢enje brani kompleksnim slijedom
dogadaja — tzv. endogenom neuroprotekcijom (poglavlje 1.2.). Sukladno tome, u posljednje

vrijeme je terapijski pristup usmjeren prema istovremenom moduliranju vise komponenata
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odgovora, a ne samo prema moduliranju jednog medijatora upale ili djelovanjem na jednu

vrstu stanica. Navedenim pristupom oc¢ekuje se postizanje kontroliranog ucinka, koji ¢e biti

.....

Terapijski pristupi koji se trenutno nalaze u klini¢koj fazi ispitivanja, obuhvacaju terapiju: a)
minociklinom; b) hematopoetskim ¢imbenicima rasta (ukljucujuéu eritropoetin, G-CSF, GM-
CSF); ¢) hipotermijom; te d) udaljenim prekondicioniranjem primjenom ishemije jednog uda.
Minociklin je antibiotik koji pripada skupini tetraciklina, a ima izrazen antiapoptotski,
protuupalni i anti-ekscitotoksi¢ni ucinak, sa Sirokim terapijskim prozorom primjene (206).
Unato¢ tome S$to patofizioloSki mehanizam djelovanja joS nije do kraja razjasnjen, ucinak
minociklina predstavlja primjer multimodalnog ucinka koji oponasa djelovanje endogene
neuroprotekcije. Prema eksperimentalnim istrazivanjima, minociklin djeluje neuroprotektivno
na nacin da snizava razinu HMGBI, snizava aktivnost mikroglijalnih stanica (207), a djeluje i
na smanjenje glutamatne ekscitotoksi¢nost, S§to rezultira smanjenim apoptotskim
odumiranjem stanica (208). Do danas, primjena minociklina pokazala se korisnom u manjim
klini¢kim istrazivanjima, a trenutno se planira ulazak u tre¢u fazu velikih klinickih
ispitivanja. Minociklin je preporuceno davati u kratkom vremenskom periodu, a ukoliko se
daje zajedno sa rtPA, produzuje se terapijski prozor i smanjuje se ucestalost krvarenja, $to

rezultira dodatnim korisnim u¢inkom u bolesnika koji primaju rtPA (45, 206).

Hematopoetski ¢imbenici rasta (ukljucujuéi eritropoetin, G-CSF, GM-CSF) djeluju
antiapoptotski, protuupalno, te poticu angiogenezu i neurogenezu na zivotinjskom modelu,
Sto rezultira neuroprotektivnim uc¢inkom (48, 209). Eritropoetin se pokazao korisnim u manjm
klini¢kim istrazivanjima, dok je u velikim klini¢kim ispitivanjima opisana neucinkovitost, pa
cak i Stetan ucinak. Medutim, ne-hematopoetski analozi eritropoetina pokazali su obecavajuci
ucinak na eksperimentalnim modelima. Trenutno se ispituje Stetnost eritropoetina na skupini
bolesnika koji su oboljeli od mozdanog udara. Cimbenik G-CSF je takoder pokazao

potencijalna terapijska svojstva, a klinicka ispitivanja se upravo odvijaju (45, 209).

Hipotermija djeluje neuroprotektivno prilikom nastanka ishemijskoga oSte¢enja mozga, Sto
posljedicno rezultira manjom lezijom u eksperimentalnom modelu ishemijske ozljede mozga
(210). Iako je to¢an mehanizam kojim hipotermija djeluje neuroprotektivno u covjeka jos

uvijek nepotpuno istrazen, u eksperimentalnim uvjetima opisan je ucinak hipotermije na
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smanjenje ekscitotoksi¢nosti, upale, apoptoze, te poticanje uspostave tkivne homeostaze na
naCin da dolazi do pojacanog stvaranja Cimbenika rasta i proteina upale koji djeluju
citoprotektivno i poti¢u reparativne procese. Do sada, provedeno je istraZivanje izvedivosti i
sigurnosti na bolesnicima. Zakljucak je kako je izazivanje blage hipotermije (33°C) u
bolesnika koji primaju rtPA izvedivo, medutim nosi odredene komplikacije, kao Sto je
ucestalija pojava pneumonije, te malignog mozdanog edema tijekom ponovnog zagrijavanja
tijela bolesnika (211). Klinicka ispitivanja uc¢inkovitosti primjene hipotermije u ljudi trenutno
su u pripremnoj fazi (45).

Uz navedene postupke, u literaturi su opisani i postupci udaljenog post-kondicioniranja
primjenom postupka izazivanja ishemije jednog uda (212). Unato¢ nejasnom mehanizmu
djelovanja navedenog postupka, u eksperimentalnim uvjetima opisano je kako se nakon
pre/postkondicioniranja aktiviranju kompleksni stani¢ni signalni putevi koji dovode do
pojacane tolerancije na hipoksiju/ishemiju. Promjene u razinama bjelancevinskih kinaza,
transkripcijskih 1 transklacijskih puteva omogucéavaju promjenu homeostaze u stanje koje je
refrakterno na ishemijske izazove (213). U literaturi je opisano smanjenje ishemijskog
oSte¢enja mozga ukoliko se postupak primjeni nakon nastanka ishemijske ozljede u Stakora
(212). Prednost postupka je sigurnost prilikom primjene, jednostavnost, i niski troSkovi.
Ispitivanje izvedivosti, efikasnosti i potencijalih opasnosti prilikom i nakon primjene

potrebno je dodatno istraziti.

U odlomcima iznad navedena su dva aktualna terapijska pristupa ishemijskoj ozljedi mozga;
unimodalni — pristup u kojem se intervencija temelji na moduliranju jedne komponente
kompleksnog odgovora na ishemijsku ozljedu mozga; i multimodalni — primjena jedne
intervencija koja mijenja kompleksan sustav pato/fizioloSkih dogadaja u mozgu nakon
Oba terapijska principa imaju svoje prednosti, ali za njihovo razumijevanje je potrebno
najprije definirati kompleksni prostorni i vremenski slijed dogadaja u kojega su ukljucene
brojne stani¢ne populacije, te medijatori upale. Ukoliko bi se slijed dogadaja jasno definirao
svojom prostornom i vremenskom komponentom, u idealnim uvjetima, kombinacije ovih
pristupa bile bi moguce. Na taj nacin bi i multimodalni pristup trebalo analiti¢ki istrazivati, a
u tom kontekstu istrazivanje prikazano u ovoj disertaciji ima jo§ znacajniju, konceptualnu
ulogu, budu¢i da je za shvacanje kompleksnog mehanizma (kao Sto je endogena

neuroprotekcija) najprije potrebno do detalja razumijeti pojedine komponente sustava
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(receptori, medijatori, citokini i kemokini koji sudjeluju u upali) i to u prostornom, ali i
vremenskom slijedu, postivajué¢i njihovu uzajamnu povezanost/ovisnost. Stoga, ovo
istrazivanje, osim S§to definira ulogu receptora TLR2 u odgovoru mozga na ishemijsko
ostecenje, predstavlja dodatni znanstveni doprinos, budu¢i da usmjerava proucavanje
odgovora mozga na ishemijsku ozljedu, kao i proucavanje ucinka pojedinih uni/multi-

modalnih terapijskih oblika i na kasnije faze odgovora.

5.10. Dvostruka uloga upale u ishemijskoj ozljedi mozga

U posljednjih nekoliko godina zabiljeZen je znacajan napredak u razumijevanju uloge upale u
patofiziologiji ishemijsko-reperfuzijske ozljede mozga. U literaturi trenutno postoje brojni
izvjestaji koji predstavljaju upalu kao Stetan ¢imbenik u odgovoru mozga na ishemijsko
oStecenje. S druge strane, mehanizmi koji se aktiviraju uslijed nastale upalne reakcije djeluju
u kasnijim fazama odgovora na zastitan, tj. koristan nacin, poti¢u¢i procese regeneracije i
plasti¢nosti mozga (74, 76). Tako su u literaturi raspolozivi rezultati koji opisuju Stetnu ulogu
proupalnih citokina koji se oslobadaju uslijed aktivacije upalne reakcije nakon nastanka
ishemijske ozljede. Primjerice, opisana je povezanost povisene razine citokina IL-6 koje su s
tezim oblicima mozdanog udara (214, 215). Slijedom takvog razmisljanja, koriSteni su
raznovrsni pristupi, primjerice onemogucavanje oslobadanja endogenog TNF-o, Sto je
rezultiralo smanjenjem opsega ishemijskog oStecenja u Stakora (216). Osim navedenog,
injiciranje proupalnog citokina IL-1B u mozdane komore uzrokovalo je povecanje (217), a
davanje antagonista IL-18 smanjenje (218, 219) veli¢ine ishemijske ozljede u Stakora. U
skladu s time, davanje antibiotika minociklina, kao 1 inhibitora ciklooksigenaze djelovalo je
protektivno u uvjetima eksperimentalne ishemije mozga (220, 221). Jednako tako, s druge
strane nalaze se istraZivanja koja pokazuju na kako upala nema, odnosno ima koristan u¢inak
u na oporavak nakon nastaloga ishemijskoga oSte¢enja mozga. Primjerice, na miSeva s
onemogucéenim genom /L-6 koja pokazuju kako citokin IL-6 nema izravan u¢inak na veli¢inu
ishemijske lezije i neuroloskog deficita (222) ili pak rezultira znacajno vec¢im ishemijskim
lezijama, ve¢om smrtnosti, te loSim funkcionalnim ishodom, §to je prikazano na modelima
ishemijske ozljede mozga, retinalne ishemije i traumatske ozljede mozga (223 - 226).
Takoder, u literaturi je opisan i koristan u€inak TNF-a u ranoj fazi odgovora na ishemijsku

leziju (61, 227). Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na mogucu neuroprotektivnu ulogu

115



citokina i upale u patofiziologiji oSte¢enja mozga (228). Kao dodatak ovoj raspravi treba
dodati kako stanice mikroglije proizvode i izluCuju razne ¢imbenike rasta, primjerice IGF-1,
BDNF (65), koji sudjeluju u procesima regeneracije i plasti¢nosti mozga (228). Navedeni
podaci nam govore kako s jedne strane postishemijska upala doprinosi razvoju ishemijske
lezije (ovisno o istrazivanoj komponenti upalnog odgovora ucinak je koristan ili Stetan), a u

kasnijim fazama potice procese regeneracije i plasticnosti mozga.

Temeljem rezultata ovog istrazivanja, ali i prethodnih istrazivanja koja su proucavala ulogu
upale u dogovoru mozga na ishemijsko oSteéenje ¢ini se kako je potrebno "zadrzati"
imunoloski odgovor nakon nastalog oSte¢enja, kako bi se aktivirali zaztitni mehanizmi koji bi
pogodovali procesima neovaskularizacije 1 regeneracije. Gledaju¢i iz teorijskog kuta,
optimalna terapija obuhvacala bi inhibiciju upalnog odgovora u ranom periodu nakon
nastanka ishemijske upale, dok bi aktivacija upalnog odgovora u kasnijim fazama pogodovala
procesima neovaskularizacije, plasti¢nosti i regeneracije (74, 76). Medutim, pritom treba
imati na umu kako se u stvarnosti radi o kontinuitetu procesa i iznimno sloZenoj mrezi
interakcija koje se odvijaju od prve sekunde nastanka ishemijske ozljede mozga, a koje se
protezu (povezanim procesima) kroz duzi vremenski period koji moze trajati i visSe mjeseci.
Stoga, u stvarnosti, ispravan pristup bio bi najprije provesti detaljne analize prostorne i
vremenske dinamike dogadaja koji slijede nakon nastanka ishemijske ozljede mozga. Zatim
ispitati kakav utjecaj imaju pojedini unimodalni pristupi koji mijenjaju samo jednu
komponentu upalnog odgovora, a onda kombiniranim u¢inkom takvih intervencija modulirati

upalni odgovor kako bi se izbjegle Stetne posljedice upale, a zadrzale one korisne.

Na kraju, vazno je napomenuti kako prilikom istrazivanja primjene pojedinih modulatora
upalnog odgovora treba kriticki uzeti u obzir sve parametre izvodenja istrazivanja, kako bi se
uocio pravi u¢inak promatrane komponente. Iznimnu pozornost treba usmjeriti na vremensku
komponenta, tj. uc¢inak primjene odredene terapije moze imati razli¢it, a i posve obrnut
ucinak ukoliko se primjeni prije ili nakon nastanka mozdane ishemije (74). U prilog
navedenome vazan znanstveni doprinos predstavlja i ovo istrazivanje u kojemu je opisano
kako je uloga receptora TLR2 ovisna o vremenu koje je proteklo od nastanka ishemijsko-

reperfuzijske ozljede mozga.
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6. ZAKLJUCCI

1. Receptori TLR2 sudjeluju u odgovoru mozga na ishemijsko oste¢enje.

U ovome istrazivanju proucavana je uloga TLR2 receptora usporedbom postishemijskog
odgovora mozga u skupinama miSeva divljeg tipa i miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom.
Budu¢i da se opisani odgovor mozga na ishemijsku leziju znaajno razlikuje izmedu
navedenih skupina, mozemo zakljuciti kako receptori TLR2 sudjeluju u odgovoru mozga na

ishemijsko oStecenje, Cime se potvrduje prvi dio hipoteze navedene u ovoj disertaciji.

2. U¢inak prisutnosti TLR2 receptora u odgovoru mozga na ishemijsku leziju ovisan je
o vremenu. U ranoj fazi odgovora ucinak je Stetan, dok je u kasnijoj fazi i krajnjem

ishodu uéinak zaStitan.

Drugi dio hipoteze ovog istrazivanja, kako TLR2 receptori imaju izrazen zastitni ucinak u
odgovoru mozga na ishemijsku leziju, uvjetno je potvrden. Naime, u ranoj fazi odgovora
mozga na ishemijsku leziju uo€eno je privremeno povecanje volumena ishemijske lezije u
misSeva koji su imali funkcionalan TLR2 receptor, $to je bilo popraceno losijim neuroloskim
statusom. Medutim, u kasnijim fazama odgovora receptori TLR2 pokazali su se neophodnima
za adekvatan odgovor mozga na ishemijsku leziju, Sto je rezultiralo manjim volumenom
ishemijske lezije, smanjenim brojem apoptoti¢nih Ziv€anih stanica, te boljim neuroloskim

statusom u miseva divljeg tipa u odnosu na miseve u s onemoguéenim 772 genom.

3. Postishemijski upalni odgovor mozga posredovan je TLR2 receptorima izraZenima na

populaciji stanica mikroglije/makrofaga.

U fizioloskim uvjetima razina TLR2 u mozgu je ispod razine detekcije. Uslijed nastale
ishemijsko-reperfuzijske ozljede mozga dolazi do pojafanog izrazaja receptora TLR2 na
populaciji stanica mikroglije/makrofaga smjestenih u srediStu ishemijske lezije, kao i u zoni
penumbre. UocCeni izrazaj bio je jasno izrazen u ranoj i kasnoj fazi odgovora mozga na

ishemijsku leziju.
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4. Aktivacijski profil mikroglije/makrofaga ovisi o funkcionalnom TLR2 receptoru.

Uloga receptora TLR2 u aktivaciji stanica mikroglije bila je istraZzena na skupini miseva sa
onemogu¢enim 7/r2 genom. Nedostatak funkcionalnog TLR2 receptora uzrokovao je
smanjenu aktivaciju stanica mikroglije u ranoj fazi odgovora na ishemijsku leziju. U kasnoj
fazi odgovora i dalje je postojala smanjena aktivacija koja je bila udruzena sa smanjenom
fagocitotskom aktivno$¢u na podru¢ju ishemijske lezije, Sto je vjerojatno utjecalo na

naknadno povecéanje ishemijske lezije.

5. Broj i stupanj proliferacije rezidentnih stanica mikroglije pod utjecajem su

funkcionalnog TLR2 receptora.

U ovome istrazivanju uoceno je kako su proliferacija 1 broj prisutnih mikroglijalnih stanica na
1 oko mjesta lezije ovisni su o prisutnosti funkcionalnog 7/r2 gena u ranoj i u kasnoj fazi
odgovora na nastalo ishemijsko oSte¢enje. Navedena zapazanja sugeriraju kako neadekvatna

aktivacija mikroglije rezultira poremecajem proliferacije rezidentnih stanica mikroglije.

6. Infiltracija monocita i limfocita iz cirkulacije na mjesto ishemijskoga oStecenja ovisi o

prisutnosti TLR2 receptora.

Temeljem rezultata ovog istrazivanja, mozemo zakljuciti kako proces regrutiranja monocita i
limfocita T iz cirkulacije na mjesto ishemijskoga oSte¢enja ovisi o prisutnosti funkcionalnog
TLR2 receptora. Naime, u miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom uocen je smanjen broj
monocita 1 limfocita prisutnih na mjestu ishemijskog oste¢enja, moguce kao posljedica
istovremenog smanjenja izlu¢enog kemokina MCP-1. Uz snizenu razinu CD68 signala koji
reflektira opseg fagocititoske aktivnosti na mjestu lezije, za pretpostaviti je kako smanjeni
broj upalnih stanica na mjestu lezije doprinosi povecanju ishemijske lezije u kasnijim fazama

odgovora mozga na ishemijsko ostecenje koje je opisano u 7/r2-/- miSeva.
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7. Odgovor mozga na ishemijsku leziju posredovan TLR2 receptorima uzrokuje

stvaranje povoljnog mikrookoliSa potrebnog za pravilan razvoj lezije

Izlu¢ivanje ¢imbenika rasta IGF-1 koji ima potentan neuroprotektivan i antiapoptotski uc¢inak
snizeno je u T/r2-/- miSeva. Prema podacima iz literature, snizena razina IGF-1 mozZe
djelovati Stetno na neurone prisutne na mjestu ishemijskoga oste¢enja, povecavajuci ostecenje
nastalo ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom. Smanjena sekrecija neuroprotektivnog i
antiapoptotskog ¢imbenika rasta IGF-1 najvjerojatnije pridonosi odgodenom razvoju
ishemijske lezije i odgodenoj apoptozi neurona opisanoj u miseva sa onemogucenim 7/r2

genom.

8. Nakupljanje astrocita na podrucju oko nastale ishemijske lezije smanjeno je u miSeva

sa onemogucenim TLR2 genom.

Jedan od rezultata ovog istrazivanja je ovisnost nakupljanja astrocita na rubnom podrucju oko
ishemijske lezije o prisutnosti funkcionalnog TLR2 receptora. Smanjeno nakupljanje/
aktivacija se najvjerojatnije javlja kao posljedica promijenjenih dogadaja u ranijim fazama
odgovora mozga na ishemijsku leziju. UoCeno smanjenje reaktivnosti astrocita u miSeva sa
onemoguc¢enim Tlr2 genom najvjerojatnije pridonosi kasnijem povecanju izravnog volumena

ishemijske lezije prisutnog u 7/r2-/-miseva.

9. TLR2 posredovani upalni odgovor mogucée je modulirati pomocu dijete bogate

omega-3 nezasi¢enim masnim kiselinama, $to rezultira zaStitnim ucinkom.

Dijeta bogata omega-3 nezasi¢enom masnom kiselinom DHA primjer je kako djelovanje na
postishemijski upalni odgovor posredovan TLR2 receptorom na drugim razinama (primjerice
mijenajnjem omjera omega-3/omega-6 nezasi¢enih masnih kiselina, inhibicijom COX-2 itd.)

moze pruZziti neuroprotektivan ucinak, ali uz prisutnost funkcionalnog TLR2 receptora.
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10. Nedostatkom funkcionalnog TLR2 receptora poremecena je orkestracija

imunolo$kog odgovora nakon nastanka ishemijskog oStecenja

U miSeva sa onemogucenim 7/r2 genom uocene su promjene u stupnju aktivacije stanica

visokl - (yerifernih) stanica iz

mikroglije/makrofaga; promjene u regrutiranju CD11b"/CD45
cirkulacije na mjesto ozljede; te smanjen broj CD3" stanica (limfociti T) prisutnih na mjestu
ishemijske lezije, uz promjene u aktivaciji/nakupljanju astrocita nakon ishemijskog oste¢enja.
Navedeno nam govori kako je TLR2 nuzan za adekvatnu orkestraciju odgovora mozga na

ishemijsku leziju.
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7. SAZETAK

U odgovoru mozga na ishemijsko oSte¢enje aktivira se niz patofizioloSkih procesa medu
kojima upala ima vrlo vazno mjesto. Glavni izvrsitelji prirodenog upalnog odgovora u mozgu
su stanice mikroglije na kojima uslijed aktivacije dolazi do pojaanog izrazaja receptora
TLR2, koji perzistira dugo vremena nakon nastanka ishemijske lezije. Uloga receptora TLR2,
izuzevsi od prije poznatu ulogu u akutnom prirodenom imunoloskom odgovoru kao i Stetnu
ulogu u ranoj fazi nastanka ishemijske lezije, nije jo$ uvijek razjasnjena.

U prikazanom istrazivanju, miSevima sa onemogucenim 77r2 genom, kao i miSevima divljeg
tipa izazvana je ishemijsko-reperfuzijska ozljeda mozga postupkom privremene okluzije
srednje mozdane arterije (MCAQ). Nakon razlicitih reperfuzijskih perioda procjenjena je
sposobnost aktivacije stanica mikroglije/prirodenog imunoloskog odgovora metodama
hibridizacije RNA in situ, imunohistokemijskim analizama, proto¢nom citometrijom, te
analizom izrazaja proupalnih citokina u obje skupine miSeva. Utjecaj receptora TLR2 na
razvoj ishemijske ozljede mozga proucavan je metodama procjene veli¢ine ishemijske lezije,
apoptotskog odumiranja stanica, te neuroloskog ispada u obje skupine miSeva, u ranoj i
kasnoj fazi odgovora mozga na ishemijsku leziju.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju hipotezu kako receptori TLR2 sudjeluju u upalnom
odgovoru mozga na ishemijsko ostec¢enje, dok je uloga receptora TLR2 ovisna je o vremenu
nakon nastanka ishemijske ozljede. Naime, u ranoj fazi (3 dana) odgovora na ishemijsku
leziju uloga se ¢ini privremeno Stetnom, da bi u kasnijim vremenskim tockama bio uocen
zastitni ucinak. U skupini miSeva sa onemoguéenim 7/r2 genom opisana je smanjena
aktivacija mikroglijalnih stanica, smanjen proliferativni kapaciteta mikroglije, snizena razina
kemokina MCP-1, te snizen broja CD45""°8/CD11b" stanica na mjestu lezije. U TIr2-/-
misSeva takoder je uocena sniZena razina neurotrofnog/antiapoptotskog ¢imbenika IGF-1, te
smanjena reaktivnost astrocita. UoCene promjene prirodenog imunoloSkog sustava bile su
izrazenije u kasnijim vremenskim to¢kama (7 dana) nakon nastanka mozdanog udara, $to je
doprinjelo odgodenom povecanju volumena ishemijske lezije u 7/r2-/- miSeva u odnosu na
miSeve divljeg tipa.

Zakljucno, rezultati istrazivanja prikazuju kako receptori TLR2 sudjeluju u modulaciji
odgovora mozga na ishemijsko oSte¢enje, Cime se postize optimalna i pravovremena
aktivacija stanica mikroglije, $to u kasnijem slijedu dogadaja omogucuje pravilan razvoj

ishemijske lezije i posljedicno manje neuronalno oStec¢enje uzrokovano mozdanim udarom.
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8. SUMMARY

Brain response to ischemic injury involves activation of various pathophysiological events,
among which inflammation plays prominent role. Main effectors of innate immune response
in brain are microglial cells, whose activation after stroke is characterized by marked and
long-term induction of the receptor TLR2. However, the role of TLR2, beyond acute innate
immune response and detrimental role in early ischemic injury remained not well understood.
In this research, the 77r2-/- mice were subjected to transient middle cerebral artery occlusion
(MCAO) followed by different reperfusion times. Analyses assessing microglial activation
profile/innate immune response were performed using in situ hybridization,
immunohistochemistry analysis, flow cytometry and inflammatory cytokine array. The effects
of the 7/r2 deficiency on the evolution of ischemic brain injury were analyzed using a cresyl
violet staining of brain sections with appropriate lesion size estimation as well as neurological
scoring in several time points after stroke.

In this research it is shown that TLR2 plays important role in modulation of postischemic
inflammatory response. Results of this study suggest time-dependent role of TLR2 in brain
response to ischemic injury. Namely, the role of TLR2 in early phase of response to ischemic
lesion seems detrimental, while in later phases effect of TLR2 response seems beneficial.
Namely, 7/r2 deficiency markedly affects post-stroke immune response resulting in delayed
exacerbation of the ischemic injury. The temporal analysis of the microglia/macrophage
activation profiles in 7/r2-/- mice and age-matched controls revealed reduced
microglia/macrophage activation after stroke, reduced capacity of resident microglia to
proliferate as well as decreased levels of MCP-1 and consequently lower levels of
CD45"€"/CD11b" expressing cells as shown by flow cytometry analysis. Moreover, our
results revealed that 77r2 deficiency is associated with significant decrease in the levels of
neurotrophic/antiapoptotic factor IGF-1, and reduced astrocyte response following stroke.
Importantly, although acute ischemic lesions (3 days) were smaller in 7/r2-/~- mice, the
observed alterations in innate immune response were more pronounces at later time-points (at
day 7) after initial stroke, which finally resulted in delayed exacerbation of ischemic lesion
leading to larger chronic infarctions as compared to W7 mice.

Altogether our results clearly suggest that optimal and timely TLR2-mediated microglial

activation/innate immune response is needed to limit neuronal damage after stroke.
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