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1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. MoZdani udar
Mozdani udar akutni je poremeéaj cirkulacije krvi u mozgu koji rezultira naglim gubitkom
neuroloskih funkcija u trajanju duljem od 24 sata ili koji unutar 24 sata dovede do smrti. Prema
uzroku nastanka dijeli se na ishemijski i hemoragijski, od kojih je ishemijski mozdani udar
ucestaliji (1, 2). Treba spomenuti i prolaznu ishemijsku ataku koja se od ishemijskog mozdanog
udara razlikuje po tome $to je gubitak neuroloskih funkcija kraci od 24 sata te na radioloskim
snimkama mozga nije vidljiva lezija. Ishemijski mozdani udar godi$nje pretrpi 9.6 milijuna
ljudi, a procjenjuje se da ¢e apsolutni broj incidencije rasti s obzirom na povecanje starosti
populacije (3). Mozdani udar jedan je od vodecih uzroka smrti i invalidnosti u svijetu, a
dugotrajne terapije i troskovi lije¢enja nakon mozdanog udara predstavljaju veliko ekonomsko

opterecenje (4).

Tipi¢ni simptomi mozdanog udara ukljuuju naglu unilateralnu slabost i utrnu¢e misica,
unilateralni gubitak vida, smetnje u govoru i glavobolju. Ostali simptomi koji se uglavhom ne
povezu odmah s mozdanim udarom su mucnina, povraéanje, vrtoglavica i promjene stanja
svijesti (1, 2). Dijagnostika se sastoji od pregleda koji se fokusira na procjenu neurolos§kog
deficita, a za potvrdu su neophodne radioloske pretrage CT (kompjuterizirana tomografija, engl.
computed tomography) i difuzijski MRI (snimanje magnetske rezonancije, engl. magnetic
resonance imaging) ili MRI angiografija (1). Glavni ¢imbenici rizika za nastanak mozdanog
udara su hipertenzija, hiperkolesterolemija, stenoza karotidnih arterija i atrijska fibrilacija.
Klini¢ka istrazivanja pokazala su da lije¢enje ovih poremecaja dovodi do smanjenja incidencije
mozdanog udara (5, 6). Ostali ¢imbenici rizika ukljuuju pusenje, prekomjernu konzumaciju
alkohola i diabetes mellitus. Takoder, incidencija se moze smanjiti promjenom Zzivotnih navika
i okoli$nih ¢imbenika. U ovu kategoriju pripadaju zagadenje zraka, sveukupno zdravlje i razina
tjelesne aktivnosti u djetinjstvu, loSe prehrambene navike, tjelesna neaktivnost, prekomjerna
tjelesna tezina, poremecaji spavanja, kroni¢na upala i dugotrajni stres (1). Otkriveno je i
nekoliko rijetkih genetskih mutacija koje su povezane s pojavom mozdanog udara u ranijoj

zivotnoj dobi, a mozdani udar moze nastati i kao posljedica traumatske ozljede glave ili vrata

().

Uzrok ishemijskog mozdanog udara je blokada arterijskog protoka krvi ugruskom koji je nastao

negdje drugdje u tijelu, naj¢esce kao posljedica arterioskleroti¢énog plaka te fibrilacije atrija, ili



in situ trombozom (2). Nakon okluzije arterija u mozgu dolazi do smanjenja protoka krvi $to
uzrokuje smanjenu aktivnost neurona i pojavu klini¢kih simptoma. UKoliko je protok krvi
kriticno smanjen dolazi do brzog ireverzibilnog ostecenja tkiva, a mjesto nepovratnog ostecenja
se naziva ishemijska jezgra. Mnoge regije mozga se opskrbljuju lepto-meningealnim
anastomozama ili kolateralnim ograncima krvnih zila Willisovog kruga, Sto moze pruzati
adekvatni protok krvi tijekom okluzije velikih arterija mozga. Ove regije mozga, koje nisu u
potpunosti zahvacene ishemijom te se mogu potencijalno oporaviti, se nazivaju ishemijska
penumbra (2). Glavni cilj reperfuzijskih terapija je uspostavljanje normalnog protoka krvi u
regiji penumbre kako bi se smanjilo i sprijecilo odumiranje stanica. Medutim, reperfuzija moze
dovesti do sekundarnih ostecenja tkiva koji se klini¢ki o€ituju kao hemoragijska transformacija

ishemijske lezije te pojava edema (2).

Do sada su odobrene samo dvije metode lije¢enja ishemijskog mozdanog udara u akutnoj fazi:
tromboliza koriStenjem rekombinantnog aktivatora tkivnog plazminogena (rtPA, engl.
recombinant tissue plasminogen activator) i trombektomija. Nedostatak ovih metoda je $to su
uc¢inkovite jedino ukoliko se primijene u razdoblju od nekoliko sati nakon pojave simptoma
mozdanog udara. Terapija koriStenjem rtPA se mora primijeniti najkasnije 4.5 h nakon pojave
simptoma kako bi bila ucinkovita, medutim istovremeno se poveéava rizik od pojave
intracerebralnog krvarenja (1). Endovaskularna trombektomija ima ne$to dulji vremenski
prozor primjene, u razdoblju do 6 h nakon pojave simptoma. Uz navedene intervencije, boravak
pacijenata na specijaliziranim odjelima za lijeCenje mozdanog udara, zajedno s kontroliranjem
prehrane, sprje¢avanjem dehidracije te prevencijom pojave novog mozdanog udara, Smanjuje
smrtnost i neuroloske deficite (1). U posljednjih nekoliko godina se intenzivno poboljsalo
osvjestavanje ljudi o ¢imbenicima rizika te su razvijene nove metode prevencije sekundarnog
mozdanog udara. Otkriveno je i testirano nekoliko lijekova koji imaju potencijalni

neuroprotektivni u€inak, medutim njihova efikasnost nije potvrdena klinickim istraZivanjima
().

Zbog navedenih ogranienja terapijskih pristupa i S obzirom da je mozdani udar vodeci
zdravstveni problem na globalnoj razini, istrazivanja patofizioloSkih mehanizama nakon
mozdanog udara jedan su od glavnih prioriteta bazi¢nih i primijenjenih istrazivanja u
neuroznanosti. Glavna prepreka razvoju novih terapijskih pristupa za lijecenje mozdanog udara
je velika kompleksnost i isprepletenost procesa oSte¢enja i oporavka mozga nakon mozdanog

udara.



1.2. Ishemijska kaskada
Slozeni niz patofizioloskih zbivanja koja se odvijaju tijekom i nakon ishemijske ozljede mozga
se naziva ishemijska kaskada. Sastoji se od mnogostrukih signalnih puteva ¢ija se aktivacija
vremenski preklapa, a intenzitet aktivnosti signalnih puteva ovisi o veli¢ini podrucja
zahvaéenog ishemijom, 0 trajanju ishemije te o vremenu proteklom nakon reperfuzije. Ovi
signalni putevi imaju dvojaku ulogu, mogu biti neuroprotektivni ili dovesti do propadanja
oste¢enog tkiva (7). Patofizioloski procesi ishemijske kaskade aktiviraju se ¢im dode do
okluzije, a neki su aktivni i mjesecima nakon uspostavljanja reperfuzije. Ishemijska kaskada se
sastoji od energetskog deficita uzrokovanog nedostatkom ATP-a (adenozin 3-fosfat),
ekscitotoksi¢nosti, oksidativnog stresa, oste¢enja krvno-mozdane barijere, upale, aktivacije
kaskade zgrusavanja krvi i odumiranja stanica (7). Nakon nastupanja okluzije najprije, unutar
nekoliko minuta, dolazi do nedostatka energije potrebne za stani¢ni metabolizam. Kao
posljedica javljaju se ekscitotoksic¢nost, peri-infarktne depolarizacije i oksidativni stres koji
doprinose dodatnom ostecenju tkiva. Ovi procesi dosezu najveci intenzitet unutar nekoliko sati
nakon ishemije. Posljedi¢no, unutar nekoliko sati nakon ishemije zapoc€inju procesi upale,
odumiranja stanica i aktivacije kaskade zgruSavanja krvi koji traju danima nakon reperfuzije
(Slika 1). Ostecenje krvno mozdane barijere nastaje ve¢ nekoliko sati nakon ishemije, medutim
intenzitet tog inicijalnog oStecenja nije toliko jaki. Puno vece oStec¢enje krvno-moZdane barijere
vidljivo je nekoliko dana nakon okluzije, a nastaje kao posljedica procesa upale, oksidativnog

stresa i odumiranja stanica (8).
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Slika 1: Prikaz mehanizama ishemijske kaskade s naznacenim intenzitetom procesa u ovisnosti

0 vremenu nakon pojave ishemije. Nedostatak ATP-a unutar nekoliko minuta dovodi do
ekscitotoksicnosti 1 pojave oksidativnog stresa u tkivu. Posljedicno se pokrecu procesi upale i
odumiranja stanica. OStecenje krvno-mozdane barijere javlja se u dva navrata: nekoliko sati

nakon ishemije 1 intenzivnije oStecenje nekoliko dana nakon ishemije. Preuzeto 1 prilagodeno

prema (9).

1.2.1. Energetski deficit i ekscitotoksi¢nost
Sredi$nji Ziv¢ani sustav ima visoku stopu potrosnje kisika i glukoze te energiju dobiva gotovo

isklju¢ivo putem procesa oksidativne fosforilacije za koji je neophodna dostupnost kisika.
Hipoperfuzija ograni¢ava dovod esencijalnih nutrijenata te stanice ne mogu viSe proizvoditi

adekvatnu koli¢inu ATP-a. Nedostatak energije unutar nekoliko minuta dovodi do disfunkcije
ionskih transportera i depolarizacije neurona i glija stanica (10). Posljedi¢no dolazi do otvaranja

presinapti¢kih ionskih kanala za Ca?" te do otpustanja pobudnih neurotransmitera u
medustanicni prostor. Istovremeno se inducira otpustanje glutamata iz depolariziranih astrocita
koji, zajedno s inhibicijom sinapticke resorpcije radi nedostatka energije, dovodi do
akumulacije glutamata u medustanicnom prostoru. S obzirom na nedostatak kisika stanice
dobivaju energiju putem glikolize i anaerobnog disanja, ¢ime dolazi do nakupljanja laktata.

Smatra se da je laktat moguci krivac za sekundarno oste¢enja nakon mozdanog udara te je

njegovo nakupljanje povezano s nastankom vece ishemijske lezije i lo$ijim neuroloSkim
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ishodom (11). Opisani procesi nazivaju se ekscitotoksi¢nost te zajedno uvelike doprinose
oste¢enju nakon ishemijske lezije. Nakupljanje glutamata dovodi do prekomjerne stimulacije
NMDA (N-metil-D-aspartatna kiselina, engl. N-metyl-D-aspartic acid) receptora na ostalim
neuronima, koji nisu bili primarno zahvaceni ishemijom, te posljedi¢no do ulaska iona Na*, CI
i Ca?" unutar stanice kroz otvorene ionske kanale. Time neuroni postanu depolarizirani, dolazi
do ulaska Ca?* iona i do otpustanja glutamata u medustani¢ni prostor ¢ime se lokalno
amplificira i Siri inicijalni ishemijski inzult (9). Takoder, voda pasivo slijedi ulazak iona unutar
stanice uzrokujuéi citotoksi¢ni edem. Nadalje, s obzirom da je Ca?" unutarstani¢ni glasnik,
nakon poveéanja koli¢ine Ca?* unutar stanice dolazi do stimulacije raznih signalnih puteva koji
rezultiraju staniénom smrti, oksidativnim stresom, disfunkcijom mitohondrija, upalnim
procesima te otpuStanjem proteaza za razgradnju izvanstani¢nog matriksa. Takoder dolazi i do
aktivacije PI3K-Akt (fosfatilinozitol-3 kinaza, engl. phosphatidylinositol 3-kinase) i BDNF
(neurotrofni faktor podrijetlom iz mozga, engl. brain-derived neurotrophic factor) signalnih
puteva koji poticu prezivljavanje stanica te imaju neuroprotektivnu ulogu nakon ishemijske
ozljede (7).

1.2.2. Disfunkcija mitohondrija i oksidativni stres
Mitohondriji su organele zaduzene za odrzavanje energetske homeostaze unutar stanica.
Prilikom nedostatka kisika i glukoze tijekom ishemije dolazi do disfunkcije mitohondrija.
Povecana koli¢ina iona Ca®" u citoplazmi dovodi do otvaranja kanala MPTP (mitohondrijski
kanal prolazne propusnosti, engl. mitochondrial permeability transition pore) na membrani
mitohondrija te do otpustanja citokroma c u citoplazmu. Istovremeno, nedostatak ATP-a dovodi
do depolarizacije membrane mitohondrija te do ulaska iona Na* i K* u mitohondrije (7).
Ostecenje mitohondrija aktivira signalne putove mitofagije, a s obzirom da su mitohondriji

glavni izvor slobodnih radikala, mitofagijom se smanjuje razina oksidativnog stresa u stanici
(7).

Disfunkcija mitohondrija tijekom ishemije dovodi do oksidativnog stresa i do otpuStanja
reaktivnih kisikovih i duSikovih radikala $to rezultira aktivacijom upale, stani¢ne smrti 1
neurotoksi¢nosc¢u. Tijekom ishemije dolazi do proizvodnje superoksidnog radikala (O2°)
pomocu enzima ksantin oksidaze, te do njegovog izlaska iz mitohondrija u citoplazmu putem
ionskih kanala na membrani mitohondrija ¢ime se aktivira apoptoza. 1z superoksidnog radikala

nastaje vodikov peroksid (H202) koji prelazi u hidroksilni radikal (OH) (9). Dusikov radikal,



dusikov oksid (NO), nastaje iz L-arginina pomocu tri varijante enzima sintaze dusikovog oksida
(NOS, engl. nitric oxide synthase). Sintaza dusikovog oksida tipa I konstitutivno je izrazena u
srediSnjem zivéanom sustavu, a NOS tipa Il u endotelnim stanicama. NOS tipa Il nije
konstitutivno izrazena, a njen izrazaj se aktivira signalnim putem nakon stimulacije stanica
raznim citokinima. Ishemija poti¢e aktivnost NOS tipa I i III u ranim fazama, dok se razina
NOS tipa II povecava nesto kasnije, nakon aktivacije procesa upale. NOS tipa II izraZzen je u
mnogim tipovima stanica, ukljucujuci glija stanice i neutrofile (9). U kontekstu ishemije, NOS
tipa I 1 II imaju toksi¢ni u¢inak, medutim NOS tipa III dovodi do otpustanja NO u krvhim
zilama §to rezultira vazodilatacijom i pove¢anjem protoka krvi u podru¢ju penumbre. Time se
uklanjaju kisikovi radikali te se inhibira adhezija trombocita i leukocita Sto rezultira

neuroprotektivnim uc¢inkom (9).

Reakcijom kisikovih radikala s ostalim molekulama unutar stanice dolazi do stvaranja
raznovrsnih radikala. Tijekom ishemije zna¢ajnu ulogu ima radikal peroksinitrit (ONOQO")
nastao reakcijom superoksida i dusikovog oksida. Peroksinitrit spontanim raspadanjem otpusta
hidroksilni radikal koji uzrokuje najveca ostecenja tkiva. Vodikov peroksid je topljiv u lipidima
te moze proci kroz stani¢nu membranu, dok superoksid prolazi kroz anionske kanale, $to ovim
radikalima omogucuje Sirenje u okolne stanice. Slobodni radikali utje¢u na raznovrsne stani¢ne
funkcije ukljuéujuéi inaktivaciju enzima, otpustanje iona Ca?', denaturaciju proteina,
oksidaciju lipida, o$tecenje DNA i citoskeleta, razaranje krvno-mozdane barijere te
kemotaksiju (9). Osteéenjem unutarnje membrane mitohondrija i denaturacijom proteina

ukljucenih u oksidativnu fosforilaciju doprinose disfunkciji mitohondrija (7).

Razina oksidativnog stesa korelira s aktivacijom signalnog puta posredovanog proteinom HIF
(faktor induciran hipoksijom, engl. hypoxia-inducible factor). Ovaj transkripcijski faktor
regulira izrazaj enzima glikolize i ostalih proteina koji pomazu stanicama da se prilagode na
hipoksiju tijekom ishemije. Uloga ovog signalnog puta u ishemijskoj ozljedi jo$ nije potpuno
razjaSnjena, medutim postoje naznake za HIF ima neuroprotektivni ucinak (12). Nadalje,
signalni put posredovan Nrf2 (jezgreni faktor povezan s faktorom E2, engl. nuclear factor E2-
related factor 2) je kljucan za ublaZavanje oksidativnog stresa i uspostavljanje normalne
funkcije mitohondrija nakon ishemije (7). Signalni put posredovan kazein kinazom 2 (CK2)
ima dvojaku ulogu nakon ishemije. Odgovoran je za uklanjanje reaktivnih radikala iz stanice,

za smanjenje upalnog odgovora i otpustanje faktora za rast krvnih zila. Medutim, pokazano je



da istovremeno potice izrazaj enzima ¢ija aktivnost u uvjetima hipoksije rezultira ispustanjem
slobodnih radikala (7).

1.2.3. Odumiranje stanica
Nakon ishemijske ozljede mozga veéina stanica odumire procesima nekroze i apoptoze, ali
uoceni su i ostali oblici stani¢ne smrti. Nekroza je karakterizirana nekontroliranim puknué¢em
staniéne membrane i membrane stani¢nih organela uslijed citotoksi¢nog edema. Kada stanica
umire nekrozom dolazi do izlijevanja stani¢nog sadrzaja u medustani¢ni prostor. Oslobadanje
glutamata i ostalih toksina prilikom puknuca stani¢éne membrane o$tecuje zdrave stanice u
okruzenju (13). S druge strane, tijekom apoptoze dolazi do postepenog smanjivanja stanice,
kondenzacije citoplazme, raspada jezgrine ovojnice te formiranja apoptoticnog tjelesca ¢ime
stanica odumire uz minimalno otpustanje toksi¢nih tvari u okolno tkivo (13). lako nekroza i
apoptoza predstavljaju opreéne nacine odumiranja stanica, oba procesa se simultano odvijaju
tijekom i1 nakon ishemije. Nekroza se uglavnom odvija u ishemijskoj jezgri, dok apoptoza
veéinom zahvaca stanice penumbre gdje ishemija nije toliko izrazena pa postoji dovoljno
energije za proizvodnju proteina potrebnih za proces apoptoze (8). Nekoliko ¢imbenika
odlucuje kojim ¢e procesom stanica odumrijeti, kao Sto su veli¢ina ishemijske jezgre, stupanj
zrelosti stanice, koncentracija iona Ca?* unutar stanice i stani¢no okruzenje (9). lako se smatralo
da je nekroza nekontroliran proces, novija istraZzivanja pokazuju da su u regulaciju nekroze
ukljuéeni mnogi signalni putevi. Usporedno s procesom nekroze dolazi do proizvodnje i
sekrecije pro-upalnih citokina ¢ime se pogorsava ishemijska ozljeda (13). Apoptoza se aktivira
vanjskim putem preko aktivacije receptora smrti, intrinzi¢énim putem te signalnim putevima
posredovanim proteinima p53 i Notch. Vanjski put se aktivira vezanjem mnogih liganda koji
ukljucuju i pro-upalne citokine. Intrinzi¢ni put se aktivira uslijed povecanja koncentracije iona
Ca?" u citoplazmi te ispustanja citokroma ¢ iz mitohondrija u citoplazmu. Hipoksija, oksidativni
stres 1 oStecenje DNA aktiviraju protein p53 koji posljedi¢no aktivira intrinzi¢ni put apoptoze.
Signalni put posredovan receptorom Notch ima vaznu ulogu u mnogobrojnim procesima
sredi$njeg ziv€anog sustava, a tijekom ishemije vazan je za pokretanje apoptoze u neuronima.
Svi putevi aktivacije apoptoze rezultiraju aktivacijom efektorskih kaspaza koje pokrecu proces

apoptoze (7).

U tkivu zahva¢enom ishemijskom ozljedom dolazi i do aktivacije piroptoze. Tijekom piroptoze
nastaje citotoksi¢ni edem uz otpustanje stani¢nih organela u medustani¢ni prostor, a formiraju

se i inflamasomi unutar kojih se nalazi aktivirana kaspaza-1. Najvaznija znacajka ovog procesa
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je aktivacija pro-upalnih puteva u tkivu zahvac¢enom ishemijom te izlucivanje pro-upalnih
citokina IL-1p i IL-18 (IL — interleukin). Piroptoza se naj¢e$ée odvija u podru¢ju penumbre
(14). Jo$ jedan vazan mehanizam odumiranja stanica je feroptoza koja je regulirana putem
peroksidacije uz prisutnost kationa zeljeza. Do nakupljanja Zeljeza nakon ishemije dolazi zbog
oksidativnog oStecenja stanica te zbog osStec¢enja krvno-mozdane barijere zbog kojeg Zeljezo iz
krvi ulazi u neurone. Feroptoza je uvelike odgovorna za patoloske promjene nakon mozdanog

udara zbog aktivacije kompleksne mreze signalnih puteva koji je reguliraju (15).

1.2.4. Ostecenje krvno-moZdane barijere
Krvno-mozdana barijera ograni¢ava pasivnu difuziju molekula, patogena i imunosnih stanica
iz krvi u parenhim srediS$njeg ziv€anog sustava, regulira transport nutrijenata u mozak te
sudjeluje u odstranjivanju toksi¢nih metabolita i ksenobiotika iz mozga. Sastoji se od endotelnih
stanica koje su povezane tijesnim spojevima, pericita koji prilijezu uz bazalnu membranu
endotelnih stanica, mikroglije, astrocita, perivaskularnin makrofaga te od neurona koji ne
dolaze u direktni kontakt s endotelnim stanicama (16). Tijekom mozdanog udara do o$tecenja
krvno-mozdane barijere dolazi u dva navrata. Unutar nekoliko sati nakon ishemije dolazi do
oSteenja bazalne lamine endotelnih stanica ¢ime se povecava propusnost krvno-mozdane
barijere. Oksidativni stres nakon ishemije aktivira izluc¢ivanje matriks metaloproteinaza
(MMP), pogotovo MMP-9, koje razgraduju proteine izvanstani¢nog matriksa te dovode do
sekundarnog ostecenja endotelnih stanica. 1zvor MMP su neuroni, glija stanice i endotelne
stanice (17). Dolazi i do nakupljanja bradikinina, faktora VEGF (faktor rasta vaskularnog
endotela, engl. vascular endothelial growth factor), trombina i raznih proteaza. Druga faza
oSteCenja krvno-mozdane barijere se odvija 1-3 dana nakon ishemije, a oSteCenje je
posredovano infiltracijom leukocita koji izluéuju MMP-9 i time doprinose razgradnji
izvanstani¢nog matriksa (18). OSteCenje krvno-mozdane barijere nakon ishemije omogucava
nesmetan ulazak komponenti iz krvi u parenhim mozga. Ulazak molekula velike molekularne
mase u mozak uvijek je poprac¢en ulaskom vode procesom osmoze. Kao posljedica dolazi do
vazogenog edema koji povecava intrakranijski tlak uzrokujué¢i sekundarna ostecenja tkiva.
Ulaskom eritrocita u mjesto ishemijske lezije dolazi do hemoragijske transformacije ishemijske
lezije, a oSte¢ena krvno-mozdana barijera omogucava ulazak imunosnih stanica iz krvi u

podrucje lezije ¢ime se dodatno pogorsava upalni odgovor (9).



1.3. Upalni odgovor nakon mozdanog udara
Intenzitet upalnog odgovora nakon mozdanog udara ovisi 0 mjestu nastanka i trajanju ishemije
te o kompleksnom tijeku razvoja ishemijske ozljede. Upala u srediSnjem Ziv€anom sustavu
nakon ishemijske ozljede se pokre¢e pomocu ostecenih stanica koje tijekom procesa nekroze i
apoptoze otpustaju molekularne obrasce DAMP (molekularni obrasci povezani s ostecenjem,
engl. damage associated molecular patterns). Te molekularne obrasce prepoznaju receptori na
povrsini stanica mikroglije 1 astrocita koji pokrecu upalni odgovor. DAMP obuhvacéaju
adenozin, proteine toplinskog Soka (HSP, engl. heat shock proteins), protein S100, protein
HMGB-1 (skupina proteina visoke mobilnosti, engl. high mobility group box 1), galektin-3, IL-
33, heparan sulfat te fragmente DNA i RNA (19). Vezanjem ovih molekularnih obrazaca na
povrsinske receptore stanica mikroglije pokrece se proces takozvane sterilne upale, koja nije
aktivirana patogenima ve¢ oSte¢enjem tkiva. (20). Upalni odgovor u srediSnjem zivéanom
sustavu regulira se citokinima i kemokinima, a s obzirom na o$tecenje krvno-mozdane barijere
citokini i kemokini ulaze u krv ¢ime se poti¢e dolazak perifernih imunosnih stanica u podrucje
lezije. Limfociti pojacavaju upalnu reakciju otpustajué¢i pro-upalne citokine i kemokine,
reaktivne radikale te MMP koji dodatno ostecuju krvno-mozdanu barijeru. Kao posljedica ovih
procesa dolazi do nastanka vazogenog edema te odumiranja neurona. U proces upale nakon
mozdanog udara su uklju¢ene mnogobrojne vrste imunosnih stanica, a aktivira se i sustav
komplementa (Slika 2). Te stanice mogu pogorsati ishod ishemije, ali isto tako mogu imati
neuroprotektivan ucinak, ovisno o tome u kojem su vremenskom periodu nakon pocetka
ishemije prisutne (19). Stanice upalnog odgovora se dijele na rezidentne stanice srediSnjeg
ziv€anog sustava: mikroglija, perivaskularni makrofagi, astrociti, oligodendrociti, mastociti; te
na infiltrirajuce stanice iz periferne krvi: neutrofili, monociti, limfociti T i B te dendriticke

stanice.
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Slika 2: Prikaz prostorne raspodjele glavnih medijatora upalnih procesa nakon mozdanog
udara. Vezanjem molekularnih obrazaca DAMP na receptore mikroglije dolazi do aktivacije
upalnog odgovora nakon mozdanog udara. Nedostatak kisika i oksidativni stres doprinose
aktivaciji komplementa i razaranju krvno-mozdane barijere. Stanice mikroglije izlu¢uju pro-
upalne citokine ¢ime privlaée imunoloSke stanice iz periferne krvi: monocite, neutrofile,
limfocite i dendriticke stanice. U procesu upale nakon mozdanog udara sudjeluju i
perivaskularni makrofagi te imunosne stanice u mozdanim ovojnicama. Preuzeto i prilagodeno

prema (20).

1.3.1. Mikroglija
Mikroglija ima sposobnost fagocitoze te su njene glavne uloge uklanjanje patogena, mrtvih

stanica, nepotrebnih sinapsi, agregata proteina te ostalih agenasa koji mogu potencijalno
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nastetiti ostalim stanicama srediSnjeg Ziv€anog sustava. Nadalje, mikroglija izluCuje razne
faktore koji reguliraju imunoloski odgovor i obnavljanje tkiva. Pripada skupini antigen-
prezentiraju¢ih stanica te izrazava molekulu MHC-II (glavni kompleks gena tkivne
podudarnosti, engl. major histocompatibility complex 1) (21). Nakon mozdanog udara
mikroglija stanice prve osjete i reagiraju na ishemiju te pokre¢u proces upale. Do aktivacije
mikroglije dolazi u periodu od 30 min do 1 h nakon ishemije, a imunoloski odgovor posredovan
mikroglijom perzistira nekoliko tjedana. Tijekom aktivacije mikroglije dolazi do povecanog
izrazaja povrSinskih biljega CD11b (CD - stani¢ni diferencijacijski antigen, engl. cluster of
differentiation) i CD45 te poveéanja izrazaja proteina udruzenog s citoskeletom IBAL
(ionizirana kalcij-vezuju¢a adapterska molekula 1, engl. ionized calcium-binding adapter
molecule 1) (22). Nakon aktivacije razlikuju se dva fenotipa mikroglije koji se mogu
klasificirati kao pro-upalni M1 i anti-upalni M2. Ovaj proces se jo$§ naziva i polarizacija
mikroglije, a izmjena fenotipa odvija se ovisno o vremenu proteklom od ishemijske ozljede
mozga. Opcenito gledajuci, u akutnoj fazi mozdanog udara aktivan je fenotip M1, odgovoran
za pojacavanje upale, dok u kroni¢noj fazi prevladava M2 fenotip koji razrjesava nastalu upalu
i doprinosu oporavku tkiva. Medutim, novija istrazivanja pokazuju da se izrazaj biljega fenotipa
M1/M2 prostorno i dinamicki izmjenjuje te da mikroglija moze istovremeno izrazavati biljege

oba fenotipa, ovisno o trenutnoj ulozi koju poprima (23).

Do aktivacije mikroglije nakon mozdanog udara dolazi vezanjem molekularnih obrazaca
DAMP na receptore stanica mikroglije. Glavni receptori na povrSini stanica mikroglije su
receptori iz porodice TLR (receptori nalik Toll-u, engl. Toll-like receptors), receptori za
citokine i kemokine, purinski receptori, receptori za glutamat i TREM2 (inducirajuéi receptor
izraZen na stanicama mijeloidne linije, engl. triggering receptor expressed on myeloid cells 2).
Vezanjem liganda na ove receptore pokrecu se signalni putevi od kojih su najvazniji oni
posredovani kinazom MAPK (protein kinaza aktivirana mitogenom, engl. mitogen-activated
protein kinase), transkripcijskim faktorom NF-«xB (jezgreni faktor B, engl. nuclear factor «B)
i receptorom PPAR (receptor aktiviran proliferacijom peroksisoma, engl. peroxisome
proliferator activated receptor). Osim molekularnih promjena dolazi i do promjene morfologije
stanice, koja se ocituje u hipertrofiji tijela stanice i razvoju ogranaka za pokretanje koji
omogucuju migraciju stanice. Stanice mikroglije prelaze iz mirujucéeg ili razgranatog u aktivni
ameboidni oblik (24). U akutnoj fazi mozdanog udara mikroglija izlu¢uje mnogobrojne pro-
upalne citokine ukljuc¢ujué¢i TNF-a (faktor nekroze tumora o, engl. tumor necrosis factor a),

IL-1PB 1 IL-6 koji doprinose pojacavanju upalnog odgovora. Nadalje, izlu¢uje MMP-9 ¢ime se
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dodatno razara krvno-mozdana barijere. Time se omogucava ulazak leukocita i neutrofila u
podrucje lezije koji zatim otpustaju dodatne pro-upalne citokine i MMP pa dolazi do aktivacije
kaskadne reakcije koja dodatno pogorsava cijeli proces upale (25). U kroni¢noj fazi mozdanog
udara mikroglija ima ulogu u uklanjanju mrtvih stanica, a lu¢enjem protu-upalnih citokina (IL-
4 i IL-10) dovodi do utisavanja upalnih procesa (26). Proces fagocitoze u stanicama mikroglije
posredovan je receptorima TREM2, CD36 i CD68. U ishemijskoj jezgri uocen je veéi broj
neutrofila u odnosu na mikrogliju, dok je u penumbri ovaj odnos bio obrnut, prevladavale su
stanice mikroglije. Ovakvi rezultati upucuju da nakon ishemije mikroglija fagocitira neutrofile,
isklju¢ivo u podru¢ju penumbre (27). Nakon ishemije mikroglija fagocitira mrtve ili o$tecene
neurone, medutim uoceno je smanjenje fagocitoze neurona u podru¢ju penumbre gdje je
oStecenje neurona reverzibilno (28). Mikroglija takoder utje¢e na proces mijelinizacije nakon
mozdanog udara. U akutnoj fazi pro-upalni faktori mikroglije oSteuju oligodendrocite 1
njihove prekursore ¢ime dolazi do demijelinizacije bijele tvari. Medutim, u kroni¢noj fazi
mikroglija stimulira proliferaciju prekursora oligodendrocita izlu¢ivanjem faktora VEGF-C, a

posljedi¢no dolazi do procesa remijelinizacije aksona (24).

1.3.2. Perivaskularni makrofagi
Kao $to im ime kaze, perivaskularni makrofagi se nalaze u perivaskularnom prostoru. lako
imaju isto embrionalno podrijetlo kao i mikroglija, odnosno nastaju u Zumanjéanoj vreci,
perivaskularni makrofagi se tijekom Zzivota obnavljaju infiltracijom monocita nastalih u
kostanoj srzi. Perivaskularni makrofagi imaju ulogu u o€uvanju integriteta krvno-mozdane
barijere, fagocitozi te prezentiranju antigena putem molekula MHC-II, sli¢no kao i stanice
mikroglije (29). Nakon ishemijske lezije broj perivaskularnih makrofaga u zahva¢enom tkivu
se povecava na dva nacina: proliferacijom rezidentnih makrofaga te ulaskom monocita iz krvi
i njihovom diferencijacijom u makrofage (30). Istrazivanja na ljudskom tkivu zahvac¢enom
ishemijskom lezijom pokazala su povecanu fagociticku aktivnost perivaskularnih makrofaga
godinama nakon nastupanja mozdanog udara. Njihove fagociticke vakuole sadrzavaju veliku
koli¢inu mijelina sugerirajuéi da perivaskularni makrofagi doprinose procesu demijelinizacije
aksona nakon mozdanog udara (31). Pretklini¢ka istrazivanja pokazala Su izrazaj i sekreciju
pro-upalnih faktora nakon ishemije, a perivaskularni makrofagi indirektno su doprinijeli
procesu upale razarajuéi krvno-mozdanu barijeru. Zivotinje kojima su uklonjeni perivaskularni

makrofagi pokazuju smanjeno oSte¢enje krvno-mozdane barijere, smanjenu infiltraciju
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granulocita i bolji neuroloski ishod iako nije doslo do smanjenja volumena ishemijske lezije
(32).

1.3.3. Astrociti
Astrociti sudjeluju u odrzavanju homeostaze, razvoju sinapsi, regulaciji protoka krvi u
srediSnjem zivéanom sustavu, uspostavljanju i regulaciji propusnosti krvno-mozdane barijere
te u kontroli metabolizma neurotransmitera. Tijekom patoloskih uvjeta dolazi do promjene
njihove morfologije i funkcije, a proces aktivacije astrocita naziva se reaktivna astroglioza.
Glavna karakteristika reaktivne astroglioze je proliferacija astrocita ¢ime se formira fizicka
barijera koja odvaja mjesto ozljede od okolnog zdravog tkiva. Nadalje, aktivirani astrociti
reguliraju proces upale izlu¢ivanjem citokina i kemokina. Glavni biljezi reaktivne astroglioze
su vimentin, GFAP (glijalni fibrilarni kiseli protein, engl. glial fibrillary acidic protein) i S1003
(33). Nakon mozdanog udara astrociti imaju kljuénu ulogu u smanjivanju upalnog odgovora te
u regeneraciji propusnosti krvno-mozdane barijere, a u kroni¢noj fazi pomazu u funkcionalnom

oporavku (34).

Nakon mozdanog udara aktivirana mikroglija je odgovorna za aktivaciju astrocita. Pro-upalni
citokini koje izlu¢uje mikroglija (IL-1, IL-6 i TNF-a) se vezu na receptor GP130 (glikoprotein
130) na povrSini stanica astrocita. Posljedi¢no dolazi do aktivacije signalnog puta posredovanog
kinazom JAK/STAT3 (prenositelj signala Janus kinaze i aktivator transkripcije 3, engl. Janus
kinase-signal transducer and activator of transcription 3) ¢ime zapocinje proces reaktivne
astroglioze (35). Astrociti se mogu aktivirati i vezanjem purina na receptor P2Y1 (purinogenski
receptor 1), koji pokrece signalni put posredovan transkripcijskim faktorom NF-xB, te
vezanjem obrazaca DAMP na receptore iz porodice TLR ¢ime se takoder aktiviraju signalni
putevi posredovani s JAK/STAT3 i NF-kB (24). Nakon aktivacije astrociti izlu¢uju pro-upalne
citokine IFN-y (interferon ), IL-1a, IL-1pB, IL-6, TNF-a te slobodne radikale NO, superoksid i
peroksinitrit. Unato¢ Stetnom ucinku ovih faktora, proliferacija astrocita i formiranje oziljka
stvara barijeru izmedu oSte¢enog tkiva i zdravog tkiva nezahvacenog ishemijom. Time se
oSteceno tkivo izolira i sprje¢ava se Sirenje upale i ostalih $tetnih ¢cimbenika u okolno tkivo gdje
mogu oStetiti zdrave neurone (24). Opisana su dva fenotipa aktiviranih astrocita: Al i A2,
Fenotip Al se aktivira putem pro-upalnih citokina pridonosi odumiranju neurona i

oligodendrocita. Fenotip A2 izlucuje neurotrofi¢ne faktore te ima neuroprotektivni ucinak.
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Povecanje izrazaja gena Karakteristi¢nih za fenotip A2 uoceno je ve¢ 3 dana nakon ishemije
(36).

Astrociti su bogati glutationom i enzimima ukljuenim u metabolizam glutationa $to im
omogucava smanjenje toksi¢nog ucinka oksidativnog stresa nakon ishemije. Pokusima na
stani¢noj kulturi pokazan je protektivni ucinak astrocita na neurone prilikom oksidativnog
stresa (37). Nakon ishemije astrociti izlucuju povecanu koli¢inu neurotropnih ¢imbenika
BDNF, NGF (faktor rasta zivaca, engl. nerve growth factor), GDNF (neurotrofni faktor
podrijetlom iz stanica glije, engl. glial cell line-derived neurotropic factor) i CNTF (cilijarni
neurotrofni faktor, engl. ciliary neurotropic factor). Ovi ¢imbenici doprinose rastu i oporavku
aksona te imaju pozitivni u¢inak na ishod mozdanog udara. Takoder, pokazano je da GDNF
doprinosi oporavku krvno-mozdane barijere (35). Astrociti su primarni izvor eritropoetina u
mozgu te je pokazano povecanje njegove proizvodnje nakon ishemije. Eritropoetin znacajno
inhibira apoptozu neurona te dovodi do razvoja manje ishemijske lezije (38). Unatoc
mnogobrojnim pozitivnim u¢incima, aktivacija astrocita moze imati i negativne posljedice na
ishod mozdanog udara. Astrociti imaju mnogobrojne transportere za glutamat te mogu
apsorbirati mnogo vecée koli¢ine glutamata u odnosu na ostale stanice srediSnjeg Ziv€anog
sustava. Medutim, u uvjetima energetskog deficita ovi transporteri ne mogu funkcionirati.
Posljedi¢no dolazi do izlaska glutamata iz stanica astrocita procesom osmoze ¢ime se povecava
ekscitotoksi¢nost u okolnom tkivu (35). Astrociti takoder proizvode velike koli¢ine pro-upalnih
citokina IL-1, IL-6 i TNF-a u akutnoj fazi ¢ime se pogorsava upalni odgovor nakon ishemije
(35).

1.3.4. Oligodendrociti
Oligodendrociti formiraju mijelinske ovojnice aksona u sredisnjem zivéanom sustavu. Tijekom
ishemije veliki broj oligodendrocita umire unutar 3 h, dok u kroni¢noj fazi imaju vaznu ulogu
u procesu remijelinizacije aksona (24). Citokini koje u akutnoj fazi izlu€uju mikroglija i
astrociti se vezu na povrsinske receptore oligodendrocita i pokrecu apoptozu, odgadaju proces
mijelinizacije i inhibiraju proliferaciju stanica progenitora oligodendrocita. Medutim, pokazano
je da neki pro-upalni citokini mogu imati pozitivni u¢inak na oligodendrocite. Vezanjem IL-4,
IL-6, IL-11, IL-17 potice se diferencijacija progenitora i prezivljavanje oligodendrocita (24).
Umiru¢i oligodendrociti otpustaju HMBG1 koji se veze na receptore TLR na stanicama

mikroglije i astrocita ¢ime dolazi do dodatnog pojacavanja upalnog odgovora. Uoceno je
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povecanje broja progenitora oligodendrocita nakon mozdanog udara u podru¢ju penumbre,

medutim njihov broj se smanjio u ishemijskoj jezgri (39).

1.3.5. Mastociti
Mastociti se nalaze u perivaskularnom prostoru te u vanjskoj mozdanoj ovojnici dura mater.
Aktiviraju se u akutnoj fazi mozdanog udara te doprinose razaranju krvno-mozdane barijere i
nastanku vazogenog edema. Nakon aktivacije otpustaju granule koje sadrze histamin, serotonin,
heparin, kimaze, tripaze i katepsin G. Nakon aktivacije zapoc¢inje de novo sinteza ostalih
medijatora upale koji ukljucuju prostaglandine, leukotrine, tromboksane i citokine. Pokazano
je da histamin doprinosi oste¢enju krvno-mozdane barijere te posljedi¢cnom razvoju vazogenog
edema nakon mozdanog udara. Takoder, mastociti se aktiviraju prilikom primjene rtPA nakon
ishemijskog mozdanog udara te je njihova aktivacija povezana s povecanim rizikom od
hemoragije uslijed terapije s rtPA (40). Aktivacija mastocita pogorsava proces upale nakon
mozdanog udara. Pokazano je da medijatori mastocita doprinose infiltraciji upalnih stanica iz
periferne krvi, a istovremenim oSte¢ivanjem krvno-mozdane barijere olakSavaju njihov ulazak

u podrugje lezije (40).

1.3.6. Infiltriraju¢e imunosne stanice iz krvi
Citokini 1 molekularni obrasci DAMP tijekom rane faze moZdanog udara ulaze u
cerebrospinalnu tekucinu i u krv kroz oste¢enu krvno-mozdanu barijeru. Nakon ulaska u krv
pokre¢u imunoloSku reakciju u primarnim i sekundarnim limfnim organima Sto rezultira
sistemskim upalnim odgovorom. Povecane razine upalnih ¢imbenika u krvnoj plazmi uocene
su ve¢ nekoliko sati nakon ishemije, a njihove vrijednosti se uglavnom smanjuju unutar 24h
(41). Uslijed izlaganja stresu endotelne stanice proizvode P-selektin koji je odgovoran za
vezanje leukocita u podrucju lezije. Pod utjecajem citokina endotelne stanice po¢nu proizvoditi
I druge molekule za vezanje leukocita: E-selektin, medustani¢nu adhezijsku molekulu 1 i
adhezijsku molekulu vaskularnih stanica (42). Aktivacija kaskade koagulacije krvi takoder
doprinosi upali u perifernoj krvi. Trombin je kemoatraktant za monocite i neutrofile, potice
izrazaj adhezijskih molekula na povrsini endotelnih stanica te aktivira sustav komplementa.

Pokazano je i da stanice mikroglije proizvode komponente komplementa (42).

Vrhunac nakupljanja neutrofila u podrucju ishemijske lezije je 2-3 dana nakon ishemije nakon

¢ega njihov broj po¢ne opadati. Neutrofili doprinose upali nakon mozdanog udara razaranjem
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krvno-mozdane barijere pomocu MMP-9, proizvodnjom reaktivnih radikala doprinose
oksidativnom stresu stanica, a nakupljanjem u krvnim Zilama smanjuju perfuziju (42).
Medutim, novijim istrazivanjima uoc¢ena je N2 polarizacija neutrofila koja ukazuje na njihovu

neuroprotektivnu ulogu nakon mozdanog udara (43).

U akutnoj fazi mozdanog udara monociti iz periferne krvi ulaze u tkivo lezije putem receptora
CCR2 (kemokinski receptor 2, engl. chemokine receptor 2, drugog naziva MCP-1 — monocitni
kemoatraktantni protein 1, engl. monocyte chemoattractant protein 1), a njihov broj dosegne
vrhunac 3-4 dana nakon ishemije. Uoc¢eni su u podru¢ju ishemijske jezgre te u podruéju
penumbre, a s obzirom da perzistiraju u tkivu dugo vremena nakon ishemije smatra se da imaju
ulogu i u oporavku neurona nakon mozdanog udara (44). U akutnoj fazi izlu¢uju pro-upalne
¢imbenike, dok u kroni¢noj fazi dolazi do njihovog reprogramiranja te pocinju izluéivati anti-
upalne ¢imbenike. Zajedno s mikroglijom i perivaskularnim makrofagima uklanjaju ostatke
mrtvih stanice procesom fagocitoze te potpomazu oporavku neurona. Takoder, regrutiraju

regulatorne limfocite T koji doprinose oporavku tkiva nakon mozdanog udara (45).

Limfociti T doprinose razvoju ozljede nakon ishemijskog mozdanog udara. Uocen je utjecaj
efektorskih limfocita yOT, ¢ija aktivacija nije posredovana kontaktom s antigenima, na razvoj
ishemijske lezije. Glavni negativni ¢imbenik kojeg limfociti ydT izlucuju je IL-17 (46). Stanice
NK (stanice prirodni ubojice, engl. natural killer) takoder imaju negativni efekt na ishod
ishemije te je pokazan njihov citotoksi¢ni efekt na neurone (47). Regulacijski T limfociti imaju
dvojaku ulogu u mozdanom udaru. U akutnoj fazi doprinose oste¢enju uzrokujuéi vaskularnu
disfunkciju i1 trombozu. Ovaj mehanizam nije ovisan o aktivaciji limfocita T pomocu antigena.
U kroni¢noj fazi izluuju neuroprotektivni citokin IL-10, a postoje dokazi da se IL-10 izlucuje
isklju¢ivo nakon kontakta regulatornih T limfocita s antigenima (48). Limfociti B takoder
pokazuju dvojaku ulogu u procesima upale nakon mozdanog udara. Ukljuceni su u procese
kroni¢ne upale nakon mozdanog udara, a nakupine limfocita B pronadene su u tkivu lezije.
Diferenciraju se u plazma-stanice Ccije prezentiranje stani¢nih biljega 1 izlucivanje
imunoglobulina ometa funkcionalni oporavak nakon mozdanog udara. Takoder, pokazan je

njihov neuroprotektivni u¢inak lu¢enjem IL-10 (49).

1.3.7. Citokini
Citokini su glavni agensi u modulaciji aktivnost imunoloS§kog sustava. Imaju vaznu ulogu u

procesima aktivacije stanica imunoloSkog sustava te u njihovoj diferencijaciji, proliferaciji i
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adheziji (50). U sredi$njem Zziv€anom sustavu glavni izvori citokina su stanice mikroglije,
astrociti i mastociti, a nakon mozdanog udara infiltrirajuce stanice iz periferne krvi takoder
proizvode i otpustaju citokine u tkivo mozga. Nakon ishemije citokini direktno stimuliraju
endotelne stanice, neurone, mikrogliju i astrocite te dovode do aktivacije stanica ili do njihove
smrti (26).

TNF-a stimulira proces fagocitoze kod makrofaga i proizvodnju ostalih pro-upalnih citokina
kao §to su IL-1 i IL-6. Ima vaznu ulogu u procesu upale nakon ishemijske ozljede, a pokazana
je njegova dvojaka uloga na ishod mozdanog udara. Nakon mozdanog udara povecava se
koli¢ina TNF-a u mozgu, cerebrospinalnoj tekucini te u krvnoj plazmi ve¢ nekoliko sati nakon
ishemije (51). Koli¢ina TNF-a se povecava prvih nekoliko dana nakon mozdanog udara, a pad
njegove koncentracije izmedu 3. i 7. dana nakon ishemije povezan je s pobolj$anjem klini¢ke
slike pacijenata (52). TNF-a se pokazao kao dobar prediktor dugoro¢nog ishoda mozdanog
udara. Visoke koncentracije u krvnoj plazmi i cerebrospinalnoj tekucini u akutnoj fazi su
povezane s ve¢om ishemijskom lezijom i gorim neuroloskim ishodom 3 mjeseca nakon

mozdanog udara (53).

IL-1pB takoder ima vaznu ulogu u regulaciji upale te stimulira gotovo sve stanice imunoloskog
sustava. Proizvodnja IL-1f nakon mozdanog udara posredovana je aktivacijom receptora TLR
i njihovog signalnog puta (54). Glavni izvor IL-1 u mozgu je mikroglija, a ima pro-upalnu
ulogu nakon ishemije. IL-1pB utjece na endotelne stanice, povecava prihvacanje leukocita na
stjenke krvnih Zila i poti¢e razvoj vazogenog edema nakon mozdanog udara (55). Zivotinje s
atenuiranim genom |Il-/4 razvijaju manje ishemijske lezije, a administracija IL-1p prije
izazivanja ishemije rezultira nastankom vece ishemijske lezije (56). Osim izrazaja IL-1f, vaznu
ulogu ima njegov agonist receptor za IL-1p (IL-1R), stoga je za pouzdano predvidanje ishoda
ishemije vazno je odrediti koli¢inu IL-1p i IL-1R (57).

Proizvodnju IL-6 stimuliraju TNF-o i IL-1B, a njegovu sekreciju mogu modulirati i ostale
molekule, npr. prostaglandini. IL-6 je takoder pro-upalni citokin, a istrazivanja ukazuju na
kompleksnost njegove uloge u mozdanom udaru. U akutnoj fazi pogorSava upalni odgovor dok
je u kroni¢noj povezan S neuroplasti¢nosti mozga (58). Koli¢ina IL-6 u serumu povecava Se
nekoliko sati nakon ishemije, a razina ostaje povisena i do 3 mjeseca nakon mozdanog udara.
Volumen ishemijske lezije negativno korelira s koncentracijom IL-6 upucujuéi na njegovu

protektivnu ulogu u mozdanom udaru (59).
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IFN-y modulira imunolo§ki odgovor pokretanjem izrazaja molekula MHC-I i 1l na limfocitima
T | makrofagima ¢ime dolazi do prezentacije antigena. Takoder, vezanje IFN-y na njegov
receptor stimulira signalne putove posredovane kinazom JAK/STAT (60). Glavni izvor IFN-y
nakon mozdanog udara su limfociti T. IFN-y poti¢e M1 polarizaciju mikroglije koja u konacnici
dovodi do proizvodnje ostalih pro-upalnih citokina i do kaskadnog povec¢anja upalnog odgovora

nakon mozdanog udara (61).

Nakon mozdanog udara TNF-a i IL- B stimuliraju proizvodnju kemokina MCP-1 koji pojacava
upalu dovodenjem leukocita u podrucje lezije te razara krvno-mozdanu barijeru. Razina MCP-
1 povecava se 6 h nakon mozdanog udara u podru¢ju penumbre, a visoka koncentracija MCP-
1 povezana je s razvojem vece ishemijske lezije (62). Nadalje, uoceno je povecéanje koli¢ine
MCP-1 u krvi i cerebro-spinalnoj tekucini nakon mozdanog udara. Inaktivacija gena Mcp-1
dovodi do smanjenja ishemijske lezije i vazogenog edema te do boljeg funkcionalnog oporavka
nakon mozdanog udara kod miseva (62). MCP-1 je odgovoran i za infiltraciju makrofaga.
Medutim, pokazano je da sprje¢avanje ulaska makrofaga posredovano kemokinom MCP-1 u
podrugje lezije dovodi do smanjenog protu-upalnog odgovora u kroni¢noj fazi mozdanog udara

Sto rezultira gorim funkcionalnim ishodom (63).

Osim aktivacije pro-upalnih citokina u ishemijskom mozdanom udaru vaznu ulogu imaju i anti-
upalni citokini. IL-10 je ukljuéen u kontrolu upalnog odgovora te moze inhibirati prekomjernu
sekreciju pro-upalnih citokina nakon mozdanog udara. U¢inak IL-10 dovodi do razvoja manje
ishemijske lezije (64), a inhibicijom gena I1-10 se razvija veca lezija te dolazi do pogorSanja

neuroloskog ostecenja (65).

TGF-p (transformirajuéi faktor rasta , engl. transforming growth factor £) inhibira neutrofile,
mikrogliju i astrocite ¢ime direktno smanjuje proizvodnju pro-upalnih citokina nakon
mozdanog udara i dovodi do inhibicije upalnog odgovora. Glavni izvor TGF-$ su makrofagi
fenotipa M2 (66). IL-4 takoder zaustavlja proces upale nakon mozdanog udara putem

polarizacije mikroglije i makrofaga u protu-upalni fenotip M2 (67).
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1.4. Receptori nalik na Toll
Receptori nalik Toll-u (TLR — engl. Toll-like receptors) su porodica transmembranskih
receptora Cija je funkcija prepoznavanje vanjskih podrazaja, uklju¢uju¢i molekularne obrasce.
Oni su dio urodene imunosti te nakon vezanja liganda pokre¢u imunosni odgovor. Receptori
TLR prepoznaju molekularne obrasce povezane s patogenima (PAMP, engl. pathogen-
associated molecular patterns) i DAMP te aktiviraju imunoloski odgovor pokretanjem dviju
kaskada: signalni put ovisan o proteinu MyD88 (mijeloidni faktor diferencijacije, engl. myeloid
differentiation primary response 88) i signalni put posredovan proteinom TRIF (adapter s TIR

domenom koji inducira interferon B, engl. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-

p) (68).

1.4.1. Podjelaiizrazaj receptora TLR
Gen za Toll najprije je otkriven u vinskoj musici, a kasnije su homologni geni pronadeni u
raznim vrstama biljaka, kukaca te u kraljesnjacima. Do sada je otkriveno 10 razli¢itih receptora
TLR kod ¢ovjeka (TLR1-10) te 12 u miSeva (TLR1-9, 11-13), a strukturne sli¢nosti izmedu
Covjeka i misa prisutne su kod receptora TLR1-9. Receptor TLR10 nije funkcionalan kod
miseva radi insercije retrovirusa, a ¢ovjeku nedostaju receptori TLR11-13. Receptori TLR se
klasificiraju u dvije kategorije, ovisno o mjestu izrazaja unutar stanice: TLR1, 2, 4,5, 6 i 10 se
nalaze na stani¢noj membrani, dok su receptori TLR3, 7, 8, 9, 11, 12 i 13 izrazeni na
membranama endoplazmatskog retikuluma, endosoma, lizosoma i endolizosoma (69).
Receptori izrazeni na stani¢noj membrani prepoznaju komponente membrana patogena te mogu
prepoznati DAMP, dok se na unutarstani¢ne receptore TLR veze genom bakterija i virusa (70).
Takoder, postoje i varijante receptora TLR koji nisu dio stanicne membrane ili membrana
organela ve¢ su otopljeni u medustani¢noj tekucini. Ove varijante receptora TLR su primarnom
strukturom identi¢ne receptorima u stani¢noj membrani, a razlikuju se po post-translacijskim
modifikacijama. Otkriveno je nekoliko receptora sTLR (topivi receptori TLR, engl. soluble
TLR). Receptor sTLR2 nastaje cijepanjem izvanstani¢ne domene membranskog receptora
pomocu metaloproteinaza izvanstanicnog matriksa. Ne zna se to¢no koji mehanizmi sudjeluju
u cijepanju, medutim koli¢ina sTLR2 povecava se nakon pokretanja procesa upale. Smatra se
da ovim mehanizmom dolazi do utiSavanja upalnog odgovora posredovanog receptorom TLR2
jer se uklanjaju funkcionalni receptori s povrsine stanice te sTLR2 veze i zarobljava
PAMP/DAMP u izvanstaniénom prostoru. Time se onemogucava prekomjerno vezanje liganda

na stani¢ne receptore te posljedi¢na aktivacija signalnog puta koji rezultira poja¢avanjem upale
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(71). Osim pomoc¢u metaloproteinaza, STLR2 nastaje i procesom nekroze. Nakon puknuca
stanicne membrane u izvanstani¢nom matriksu ostaju fragmenti membrane u kojima se nalaze
receptori TLR2. Ovi receptori takoder mogu zarobiti PAMP/DAMP bez pokretanja
unutarstani¢nog signalnog puta. Cijepanje TLR2 pomoc¢u metaloproteinaza se ne odvija kod
sojeva kojima je odstranjena juksta-membranska domena proteina sto upucuje na njenu vaznu
ulogu u regulaciji ovog procesa (71). Za receptor TLR4 otkriveno je alternativno cijepanje
MRNA kojim nastaje SmTLR4 (topiva glasnicka RNA receptora TLR4, engl. soluble mRNA of
TLR4), a nastali protein sTLR4 se izlu¢uje izvan stanice. Takoder nije poznato koji mehanizmi
dovode do alternativnog cijepanja mRNA, ali pove¢anje smTLR4 uoc¢eno je nakon stimulacije
stanica pomocu lipo-polisaharida. Ovako dobiven proteinski produkt utiSava upalni odgovor
zarobljavanjem PAMP/DAMP u izvanstani¢nom prostoru, & sTLR4 takoder moze nastati

procesom nekroze, istim mehanizmom kao i STLR2 (72).

U srediSnjem ziv€anom sustavu receptori TLR su izrazeni u stanicama mikroglije, astrocita,
oligodendrocita i neurona. Izrazaj je potvrden i na infiltriraju¢im imunosnim stanicama iz
periferne krvi, ukljuuju¢i monocite/makrofage, neutrofile i limfocite, te na endotelnim
stanicama (68). Mikroglija izrazava sve receptore TLR, a dokazan je konstitutivni izrazaj
receptora TLR2. Astrociti izrazavaju TLR2, 3 i 9, ali u mnogo manjoj koli¢ini u odnosu na
mikrogliju (73). Postoje dokazi o slabom izrazaju receptora TLR4 na astrocitima, medutim
potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se izrazaj potvrdio. U astrocitima izrazaj TLR3 i 4
detektiran je isklju¢ivo u stani¢noj membrani, dok su isti receptori na mikrogliji prisutni u
endosomima (73). Oligodendrociti izrazavaju samo TLR2 i 3 (73). Zreli neuroni izrazavaju
receptore TLR3, 4, 7, 8 i 9, a postoje dokazi o ulozi receptora TLR u diferencijaciji i

sazrijevanju neurona (74).

1.4.2. Struktura receptora TLR
Receptori TLR su transmembranski proteini tipa 1. Na N-terminalnom kraju nalazi se domena
za prepoznavanje liganda, transmembranski dio sastavljen je od jednog a-heliksa, a C-
terminalni kraj se nalazi u citoplazmatskoj domeni proteina te se na njega vezu unutarstanicne
signalne molekule (75). N-terminalna ektodomena gradena je od 550-800 aminokiselina na koje
se vezu glikani tijekom post-translacijskin modifikacija proteina. Ova domena se nalazi u
izvanstanicnom prostoru kod receptora na povrSini stanice ili u lumenu endosoma kod

unutarstani¢nih receptora TLR. Transmembranska domena se sastoji od 20 hidrofobnih
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aminokiselina. Kod unutarstani¢nih receptora TLR ova domena veze proteine koji su specifi¢ni
za membranu endosoma ¢ime se omogucava ispravno pozicioniranje tih receptora. Kod TLR
receptora na povrsini stanice transmembranska domena ne veze proteine staniéne membrane.
Citoplazmatska domena receptora TLR se jos$ naziva domena TIR (Toll receptor interleukina
1, engl. Toll IL-1 receptor) s obzirom na homologiju sa signalnom domenom receptora za IL-
1. Domena TIR pronadena je i na mnogim unutarstani¢nim signalnim proteinima koji vezanjem
na receptore TLR aktiviraju unutarstanicne signalne putove (75). Glavna strukturna
karakteristika ektodomene su tandemska ponavljanja bogata leucinom. Ova ponavljanja sadrze
hidrofobni bo¢ni ogranak leucina rasporeden u pravilnim intervalima. Tijekom slaganja
trodimenzionalne strukture proteina ponavljanja bogata leucinom se zbog hidrofobnih
interakcija posloze unutar proteina tvoreéi ¢vrstu jezgru, a izvana se nalaze B-ploc¢e. Ova
ponavljanja su takoder odgovorna za karakteristi¢ni oblik ektodomene receptora TLR u obliku

potkove. Ligandi se u vecini slué¢ajeva vezu za konkavni dio vanjske domene (76).

Nakon vezanja liganda i dimerizacije ektodomene, dolazi do dimerizacije citoplazmatskih
domena TIR. Dimerizaciju prepoznaju proteini adapteri, koji takoder imaju domenu TIR, te
pokrecu unutarstani¢ni signalni put. Opisane su kristalne strukture monomera i dimera domene
TIR. Sastoje se od naizmjeni¢nih B-ploca i a-heliksa koji su rasporedeni u strukture 5 paralelnih
B-ploca okruzenih s 5 a-heliksa. Za formiranje dimera najvaznije su strukture B-petlje koje
medusobno povezuju B-ploce. Osim u procesu dimerizacije domene TIR, B-petlje sudjeluju u

vezanju proteina adaptera prilikom aktivacije signalnog puta (77).

Receptori TLR se prema molekularnoj strukturi dijele u 6 grupa: TLR1/2/6/10, TLR3, TLR5,
TLR7/8/91 TLR11/12/13. Tijekom vezanja liganda formiraju se dimeri receptora TLR, a ovisno
0 vrsti receptori mogu formirati homodimere sastavljene od dva ista proteina ili heterodimere
sastavljene od dvaju razlicitih vrsta receptora TLR. Receptor TLR2 na stani¢noj membrani
formira heterodimere s receptorima TLR1 i 6 te svaki heterodimer prepoznaje razlicite ligande
(75). Kompleks TLR1/2 prepoznaje tri-acilirane lipoproteine, dok kompleks TLR2/6
prepoznaje di-acilirane lipoproteine, a vezanje liganda na receptor se stabilizira pomocu

hidrofobnih interakcija te vodikovim vezama (75).

1.4.3. Signalni putevi receptora TLR
Postoje dva signalna puta receptora TLR: signalni put ovisan 0 MyD88 i signalni put neovisan

o MyD88. Svi receptori TLR pokrecu signalni put ovisan o MyD88, dok je signalni put
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neovisan o MyD88 (Slika 3) karakteristican samo za TLR3 i 4. Nakon dimerizacije domene
TIR, dolazi do vezanja adaptera proteina MyD88 (MAL/TIRAP) te posljedi¢no do vezanja
MyD88. Protein MyD88 takoder sadrzi domenu TIR kojom se veze na receptore TLR te
domenu smrti koja se veze za ostale proteine iz signalne kaskade. Na domenu smrti proteina
MyD88 vezu se proteini porodice IRAK (kinaza povezana s receptorom za interleukin 1, engl.
interleukin-1 receptor associated kinase) ¢ijom se aktivacijom pokreée signalni put posredovan
kinazom MAPK, a dolazi i do aktivacije signalnog puta posredovanog transkripcijskim
faktorom NF-xB. Degradacijom inhibitora IkB omogucava se translokacija NF-xB u jezgru.
NF-xB se u jezgri veze na promotore gena $to dovodi do transkripcije gena pro-upalnih citokina
(Tnf-a, 11-6, 1l-15). Takoder, protein MyD88 preko domene smrti moze pokrenuti signalni put

aktivacije procesa apoptoze (78).

Signalni put neovisan o MyD88 zapocinje vezanjem adaptor proteina TRAM (adapterska
molekula povezna s TRIF, engl. TRIF-related adaptor molecule) i posljedi¢no TRIF na domenu
TIR receptora TLR (Slika 3). TRIF moze pokrenuti dva razli¢ita signalna puta. Prvi signalni
put rezultira aktivacijom NF-«B, na isti na¢in kao i u signalnom putu ovisnom o MyD88, te
dolazi do proizvodnje pro-upalnih citokina (TNF-a, IL-6, IL-1B). Aktivacijom TRAF3 (faktor
povezan s faktorom nekroze tumora, engl. tumor necrosis factor receptor associated factor 3)
zapocinje drugi signalni put koji putem aktivacije kompleksa TBK1/IKKi (kompleks kinaze
koja veze TANK i kinaze inhibitora kB, engl. TANK-binding kinase 1/IxB kinase) rezultira
fosforilacijom IRF3 (regulatorni faktor interferona, engl. IFN regulatory factor 3) i njegovom
translokacijom u jezgru. Kao rezultat ovog signalnog puta dolazi do izraZaja interferona IFN-a
I IFN- te anti-upalnih citokina IL-10 i TGF-§ (78).
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Slika 3: Signalni putevi receptora iz porodice TLR. Signalni put posredovan MyD88 dovodi
do aktivacije NF-«xB i posljedi¢no do transkripcije pro-upalnih citokina (TNF-a, IL-6, IL-1p),
a mogu ga aktivirati svi receptori iz porodice TLR. S druge strane, signalni put neovisan o
MyD88 moze dovesti do transkripcije pro-upalnih citokina takoder putem aktivacije NF-«xB, ali
i do aktivacije TRAF3 koja rezultira proizvodnjom anti-upalnih citokina (IL-10, TGF-p).
Signalni put neovisan 0 MyD88 karakteristican je jedino za TLR3 i 4. Preuzeto i prilagodeno

prema (78).

1.4.4. TLR2 u ishemijskom moZdanom udaru
Mnoga istrazivanja su se bavila ulogom receptora TLR u ishemijskom mozdanom udaru (78).
Receptori TLR vezu DAMP nakon mozdanog udara te pokrecu upalnu reakciju u srediSnjem
zivéanom sustavu. Analiza transkripcije gena iz porodice Tlr nakon ishemijske ozljede mozga
pokazuje povecanje izrazaja TIr2, 4 i 9, s time da je izrazaj TIr2 daleko najveci. Povecanje

izrazaja TIr2 vidljivo je ve¢ 3 h nakon ishemije, a izrazaj je najveci nakon 24 h. Osim receptora
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TLR2, nakon mozdanog udara povecan je i izrazaj gena koji sudjeluju u signalnom putu
receptora TLR2 (79). Imunohistokemijskim bojenjem misjeg mozga nakon mozdanog udara
pokazana je ko-lokalizacija receptora TLR2 iskljucivo s biljezima mikroglije. Izrazaj TLR2 na
astrocitima nakon ishemije nije opazen (80). Prostorna i vremenska dinamika izraZzaja receptora
TLR nakon ishemijske lezije miSjeg mozga longitudinalno je pra¢ena metodom in Vvivo
bioluminiscencije. Pokazano je da upalni odgovor posredovan receptorom TLR2 ima kroni¢nu
komponentu. Najvece povecanje izrazaja Tlr2 nastaje u akutnoj fazi, 2 dana nakon ishemije, a
signal se smanji do 7. dana. Medutim, izrazaj TIr2 ostaje znacajno povecan tijekom 3 mjeseca
nakon ishemijske lezije upucujuci na prisutnost kroni¢ne upale (81). Izrazaj receptora TLR2
nakon ishemijske lezije nalazi se u dvije regije: u podruéju lezije te frontalno u olfaktornim
bulbusima. Izrazaj TLR2 u olfaktornim bulbusima povecava se 6 h nakon ishemije i perzistira
tijekom kroni¢ne faze mozdanog udara. S druge strane, izrazaj TLR2 u podruéju ishemijske
lezije vidljiv je tek 12 h nakon okluzije. Ova opazanja ukazuju na moguc¢u ulogu olfaktornih
bulbusa u indukciji i regulaciji upalnih procesa posredovanih receptorom TLR2 nakon
ishemijske lezije (81).

Nakon opisivanja uloge receptora TLR2 u procesu upale nakon mozdanog udara, istraZivanja
su fokusirana na njegov utjecaj na volumen lezije i funkcionalni oporavak. U tu svrhu
uspostavljeno je nekoliko modela inhibicije receptora TLR2: transgeni¢ne Zivotinje (uglavnom
misevi) kojima nedostaje gen TIr2, farmakoloska inhibicija receptora, utiSavanje gena TIr2
pomoc¢u SNRNA (kratka nekodiraju¢a RNA, engl. small non-coding RNA) te prekondicioniranje

receptora TLR2 agonistima prije izazivanja mozdanog udara.

Istrazivanje na TLR2 knock-out miSevima pokazuje smanjenu aktivnost promotora gena TIr2 3
i 7 dana nakon mozdanog udara, ali nakon jednog mjeseca nedostatak proteinskog produkta
nema utjecaj na povecanje izrazaja promotora gena Tlr2. U akutnoj fazi dolazi do povecanja
izrazaja gena TIr2 u ipsilateralnoj i u kontralateralnoj hemisferi mozga (82). Ovi rezultati su
dobiveni metodom qRT-PCR (kvantitativna lanCana reakcija polimeraze s korakom reverzne
transkripcije, engl. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) napravljenom
na uzorcima misjeg mozga. U istrazivanju je koriStena misja linija kojoj je odstranjen dio gena
Tlr2 koji kodira za unutarstani¢nu, transmembransku i dio izvanstani¢ne domene receptora.
Medutim, svejedno dolazi do transkripcije preostalog dijela gena Tlr2 te nastaje skrac¢ena
MRNA. Ovako nastala mRNA translacijom ne daje funkcionalni proteinski produkt, ali moze

se Kkoristiti za odredivanje izrazaja promotora gena TIr2 u uvjetima nedostatka proteinskog
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produkta (82). Isti model TLR2 deficijencije koristen je u ovoj disertaciji. lako se bazalna razina
izrazaja gena TIr2 nije promijenila nedostatkom proteinskog produkta, povecao se bazalni
izrazaj gena ukljucenih u TLR2 signalni put (MyD88, Irakl, Irak3, Irak4), pro-upalnih citokina
(Tnf, 11-6) te gena ukljucenih u proces apoptoze (Casp8). Medutim, nakon mozdanog udara
poveéanje izrazaja ovih gena u odnosu na bazalne vrijednosti manje je kod miSeva S
nedostatkom receptora TLR2 nego kod Zzivotinja s funkcionalnim receptorom, upucujuéi na

smanjeni proces upale uslijed nedostatka receptora TLR2 (82).

Istrazivanja utjecaja TLR2 deficijencije na veli¢inu ishemijske lezije su ve¢inom provedena na
misjim knock-out modelima te pokazuju opre¢ne rezultate. Vecina istrazivanja pokazuje da
inhibicija receptora TLR2 dovodi do nastanka manje ishemijske lezije nakon mozdanog udara
(79, 83 - 86), ali jedno istrazivanje dokazalo je suprotno (87). Nedostatak ovih istrazivanja je
koristenje jedne vremenske to¢ke i to isklju¢ivo u akutnoj fazi ishemije, do 4 dana nakon
mozdanog udara. Kada je utjecaj nedostatka receptora TLR2 na veli¢inu ishemijske lezije
pracen kroz dulje vrijeme, pokazalo se da u akutnoj fazi misevi s onemogucenim receptorom
TLR2 imaju manje lezije (80). Medutim, u kroni¢noj fazi, 7 i 14 dana nakon mozdanog udara,
dolazi do povecanja ishemijske lezije i veCeg gubitka tkiva kod miseva s nedostatkom receptora
TLR2. Ovo istrazivanje pokazuje da receptor TLR2 ima kompleksnu ulogu u razvoju
ishemijske lezije mozga te da njegov utjecaj na ishod ovisi vremenu proteklom nakon

mozdanog udara (80).

Uz veli¢inu lezije vazan parametar za opisivanje ishoda mozdanog udara je neuroloski deficit.
Vecina nabrojanih istrazivanja nije procjenjivala funkcionalne ishode poput neuroloskog
deficita ili su koristili vrlo oskudne protokole koji mjere iskljuc¢ivo jedan parametar. Misevi s
onemogucenim receptorom TLR2 imaju bolji neuroloski ishod u akutnoj fazi mozdanog udara
(83, 86), medutim istrazivanje koje je pokazalo veéu ishemijsku leziju kod miSeva s
onemoguéenim TLR2 pokazuje bolji oporavak i vecu stopu prezivljenja miSeva s aktivnim
receptorom TLR2 (87). Kod miseva s nedostatkom receptora TLR2 nakon mozdanog udara
dolazi do povecanog izrazaja Gap43 (protein 43 povezan s rastom, engl. growth associated
protein 43), biljega rasta aksona, tijekom kroni¢ne faze mozdanog udara, medutim
longitudinalnim pracenjem razvoja ishemijske lezije magnetskom rezonancijom nije uocena
razlika u volumenu ishemijske lezije izmedu miSeva s TLR2 deficijencijom i miSeva s
funkcionalnim receptorom TLR2 (88). Najopseznija neuroloska procjena pokazuje da misevi s

onemoguc¢enim TLR2 imaju samo bolje prezivljenje nakon mozdanog udara u odnosu na
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miseve s funkcionalnim receptorom. Nema razlike u neuroloSkom deficitu, gubitku tjelesne

mase niti u ishodu senzomotornih testova tijekom 28 dana nakon mozdanog udara (88).

Izlaganje Zivotinja ligandima receptora TLR2 prije mozdanog udara dovodi do pojacane
aktivacije signalnog puta §to ima neuroprotektivnu ulogu nakon izazivanja ishemije (89, 90).
Otkriveni su mnogobrojni neuroprotektivni agensi koji izmedu ostalog smanjuju izrazaj
receptora TLR2, a istovremeno dovode do razvoja manje ishemijske lezije (91 - 93). S obzirom
na njegovu klju¢nu ulogu u aktivaciji upale posredovane stanicama mikroglije, receptor TLR2
jedan je od potencijalnih kandidata za razvoj novih terapija mozdanog udara. Medutim, unato¢
mnogobrojnim pretklinickim istrazivanjima, uloga receptora TLR2 u mozdanom udaru nije u
potpunosti razjasnjena. U meduvremenu su razvijeni mnogobrojni antagonisti receptora TLR2
od kojih su neki ve¢ prosli prvu fazu klinickih ispitivanja, a sve s ciljem njihove primjene u
utiSavanju raznovrsnih upalnih procesa, ukljucujuéi i upalu nakon mozdanog udara (94, 95).
Stoga, neophodno je detaljnije prouciti utjecaj receptora TLR2 na aktivaciju upalnog odgovora

te posljedi¢no na ishod mozdanog udara.
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1.5. Zivotinjski modeli ishemijskog moZdanog udara
U proteklih nekoliko desetlje¢a razvijeno je mnosStvo zivotinjskih modela za pretklinicka
istrazivanja mozdanog udara. Glavni cilj ovih istrazivanja je otkrivanje mehanizama u
patofiziolo§koj pozadini mozdanog udara te razvoj novih terapijskih pristupa. Zivotinjski
modeli nezamjenjivi su u ovim istrazivanjima zbog nekoliko razloga. Mozdani udar kod ljudi
ima veliku varijabilnost u simptomima, uzrocima i anatomskom polozaju. Eksperimentalni
modeli mozdanog udara su reproducibilni, dobro kontrolirani i standardizirani ¢ime se
omogucava precizna analiza patofizioloskih procesa tijekom mozdanog udara te utjecaj
lijekova na ishod (96). Zatim, prouc¢avanje molekularnih, biokemijskih i fizioloski procesa
Cesto je invazivno i zahtjeva direktni pristup tkivu mozga. Patofizioloski procesi koji se odvijaju
tijekom prvih minuta ishemije ne mogu se detektirati radioloskim snimanjima kod ljudi zbog
Cega se mogu proucavati iskljué¢ivo na Zivotinjskim modelima. Perfuzija mozga i kolaterale
krvnih zila su kljuéne u patofiziologiji mozdanog udara i ne mogu se proucavati na in vitro

modelima (96).

Veéina pretklinickih istraZivanja mozdanog udara provodi se na glodavcima (misevima i
Stakorima), iako su opisani modeli mozdanog udara na mackama, svinjama i primatima.
Prednosti koriStenje malih Zivotinja kao modela u istrazivanju mozdanog udara su jeftinije
odrzavanje i lakSe uskladivanje s etiCkim smjernicama i legislativama za provedbu pokusa na
laboratorijskim zivotinjama (96). Najcesce se koristi Stakorski model u istraZivanju mozdanog
udara. Raspored cerebralnih krvnih Zila i fiziologija $takora su sli¢ni ljudima. Veli¢ina tijela
Stakora omogucava lakSe pracenje fizioloskih parametara, dok mu je mozak dovoljno malen za
adekvatnu primjenu fiksacijskih postupaka nakon izolacije tkiva. Uo¢ena je velika homogenost
rezultata unutar sojeva §to posljedi¢no omogucava dobru reproducibilnost studije (96). Misevi
su mnogo manji pa je zahtjevnije pratiti fiziolo§ke parametre nakon mozdanog udara. Medutim,
prednost predstavlja Cinjenica da je misji genom sekvenciran te su uspostavljene metode
modifikacije miSjeg genoma koje su rezultirale razvojem mnogobrojnih sojeva geneticki
modificiranih miSeva. Geneticki modificirani miSevi predstavljaju nezamjenjiv model u
istrazivanju utjecaja pojedinih gena na ishod mozdanog udara (96). Smjernice za istraZivanje
mozdanog udara na Zivotinjskim modelima preporucuju da se u¢inkovitost tretmana testiran na
nekoliko razlicitih vrsta Zivotinja i razli¢itim metodama izazivanja mozdanog udara prije nego

Sto se translatira u klinicka ispitivanja (97).
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1.5.1. Metode izazivanja ishemije mozga u pretklini¢kim istrazivanjima
Najcesc¢e koristeni modeli u pretkliniCkom istrazivanju mozdanog udara su intraluminalni
model okluzije srednje mozdane arterije, model kraniotomije, fototromboza, model posredovan
endotelinom-1 i embolijski model mozdanog udara (96). Svaki od navedenih modela ima svoje
prednosti i nedostatke, a kona¢ni odabir ovisi o svrsi istrazivanja. Intraluminalni model okluzije

srednje mozdane arterije ¢e biti detaljnije opisan S obzirom da je primijenjen u ovoj disertaciji.

Metoda intra-arterijske okluzije srednje mozdane arterije (MCAO, engl. middle cerebral artery
occlusion) pomocu silikonskog filamenta najc¢esce je koriStena metoda izazivanja ishemijskog
mozdanog udara kod glodavaca. Kod ljudi okluzija srednje mozdane arterije ili njenih ogranaka
najées¢i je uzrok ishemijskog mozdanog udara (98). Model MCAO je neinvazivan, s obzirom
da se krvnim zilama pristupa rezom na vratu model ne zahtijeva kraniotomiju. U ovom modelu
silikonski filament se umece u ishodiste srednje mozdane arterije (MCA, engl. middle cerebral
artery) kroz unutarnju karotidnu arteriju (ICA, engl. internal carotid artery). Postoje dvije
varijante ove metode. Prema Koizumi metodi, silikonski filament umece se u lumen zajednicke
karotidne arterije (CCA , engl. common carotid artery) kroz koju ulazi u ICA i prolazi dalje do
ra¢vista MCA (99). Kod Longa metode filament se uvodi kroz vanjsku karotidnu arteriju (ECA,
engl. external carotid artery) u ICA i dalje do ishodista MCA (100). U ovoj disertaciji koriStena
je Koizumi metoda okluzije MCA. Obje metode se mogu primijeniti za prolaznu (tranzitornu,
tMCAO) i trajnu okluziju (p(MCAO) MCA. Kod miseva MCAO metoda dovodi do razvoja
velike ishemijske lezije koja pokriva veéi dio zahvacene hemisfere, ukljucujuci veéinu mozdane
kore, strijatum, talamus, hipokampus 1 subventrikularnu zonu. Veli¢ina i lokalizacija podrucja
zahvacenog ishemijom ovisi 0 trajanju okluzije te o veli¢ini filamenta (101, 102). Uocene su
razlike u veli¢ini ishemijske lezije kod pojedinih sojeva miSeva, a smatra se da dolazi do takvih
razlika zbog razli¢ite anatomske grade arterijskih kolaterala. Nadalje, starost i tezina Zivotinja
imaju kljuéni utjecaj na varijabilnost intraluminalnog promjera arterija (103). Prednosti
koristenja ove metode su reproducibilno izazivanje velikih ishemijskih lezija, postojanje
penumbre te mogucnost preciznog kontroliranja vremena okluzije i reperfuzije. MCAO je dobar
model za proucavanje odumiranja neurona, upalnih procesa, ostecenja krvno-mozdane barijere
i funkcionalnog oporavka, te je tehni¢ka izvedba jednostavnija u odnosu na ostale modele
mozdanog udara (98). Medutim, ova metoda moze dovesti do neadekvatne ishemije ili
krvarenja, pogotovo ako se ne koriste filamenti ispravne veli¢ine. Ishemijska lezija Cesto je
prisutna u podruc¢ju hipokampusa sto kod ljudi nije slucaj. Kod tMCAO modela sekundarno

oSte¢enje kod miSeva nastupa 12 h nakon reperfuzije, a ovako veliki terapeutski prozor ne
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postoji kod ljudi. Tijekom pMCAO ishemijska jezgra se Siri periferno na okolno tkivo te doseze
maksimum oko 3 h nakon okluzije. Zbog navedenih patofizioloskih razlika izmedu tMCAO i
pMCAO dolazi do neuskladenosti rezultata prilikom istrazivanja efikasnosti terapije. Ovaj
model takoder nije prikladan za istrazivanje trombolize gdje dolazi do postepenog

uspostavljanja reperfuzije (104).

1.5.2. Metode validacije ishemijske lezije na Zivotinjskim modelima
Prisutnost ishemijske lezije na Zivotinjskim modelima moze se validirati na dva nacina:
histoloskom analizom mozga post mortem te metodama in vivo snimanja. Starija istrazivanja
koristila su iskljucivo histoloske metode za dokazivanje prisutnosti ishemijske lezije. Najcesce
koriStene histoloske tehnike za bojenje mozga i odredivanje veliine ishemijske lezije su:
hematoksilin-eozinsko bojenje, bojenje srebrom, TTC (2,3,5-trifeniltetrazolij hidroklorid)
bojenje, bojenje prema Nisslu i imunohistokemijsko bojenje koristenjem antitijela za MAP2
(protein povezan s mikrotubulima, engl. microtubule-associated protein 2) ili NeuN (antigen
neuronskih jezgara, engl. neuronal nuclear antigen). Ovim tehnikama moze se dobro
vizualizirati i kvantificirati veli¢ina ishemijske lezije (105). Medutim, fiksacija i rezanje tkiva
onemogucava kombiniranje ovih tehnika s ostalim in vitro postupcima na tkivu kao §to su

izolacija proteina, RNA ili DNA te izolacija pojedinacnih stanica za proto¢nu citometriju.

Tehnoloski napredak metoda in vivo snimanja doveo je do njihove primjene na laboratorijskim
zivotinjama $to prije nije bilo moguce zbog male veliCine tijela glodavaca. Primjena ovih
neinvazivnih metoda omogucila je longitudinalno pracenje progresije ili regresije raznih
poremecaja, ukljucujuéi i volumen ishemijske lezije (106). Nadalje, ove metode doprinijele su
smanjenju broja zivotinja potrebnih u istrazivanju. Kod ponovljenih mjerenja potreban je manji
broj zivotinja za dobivanje statisticki znacajnih rezultata, a dolazi 1 do smanjenja broja
eksperimentalnih skupina s obzirom da snimanja prije intervencije mogu zamijeniti zasebnu
kontrolnu skupinu. Tijekom pokusa moze se kombinirati vise metoda in vivo snimanja ¢ime se
istovremeno prati vise procesa (106). Nedostatak ovih metoda je opetovano izlaganje
snimanje ishemijske lezije na miSjem modelu su MRI, CT, PET (pozitronska emisijska
tomografija, engl. positron emision tomography) i SPECT (kompjuterizirana tomografija

posredovana emisijom jednog fotona, engl. single-photon emission computerized tomography)
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koji kombinira metode PET i CT (105). S obzirom da je ovom istraZivanju razvoj ishemijske

lezije pra¢en magnetskom rezonancijom, ova metoda ¢e biti detaljnije opisana.

Snimanje magnetskom rezonancijom bazirano je na efektu koji magnetsko polje ima na protone
vodika. Prilikom snimanja primjenjuje se magnetsko polje koje uzrokuje poravnanje protona
vodika u paralelnoj ili anti-paralelnoj orijentaciji u odnosu na smjer magnetska polja. Protoni
prilikom vracanja iz anti-paralelne u paralelnu orijentaciju otpustaju energiju (zracenje) U
podrucju radiovalova koju detektiraju zavojnice za primanje signala te ga pretvaraju u sliku.
Prednost MRI-a je Sto ne koristi ioniziraju¢e zracenje nego otpusta radiovalove za koje se
smatra da nemaju Stetni ucinak na tkivo (107). Razvoj ishemijske lezije mozga vrlo je
dinamican proces te se fizikalna svojstva zahvacenog tkiva mijenjaju tijekom vremena, Stoga
odabir metode snimanja MRI-a ovisi 0 vremenu proteklom nakon nastanka mozdanog udara. U
ranoj akutnoj fazi (do 12h nakon ishemije) ishemijska lezija se vizualizira snimanjem difuzije
molekula vode metodom DWI (snimanje kontrastiranjem difuzije, engl. diffusion-weighted
imaging) i cerebralnog protoka krvi metodom PWI (snimanje efekta perfuzije, engl. perfusion-
weighted imaging). Takoder, pokazano je da se kombiniranjem ovih snimki moze odrediti
podru¢je penumbre (108). Metodom MRI angiografije (MRA) se vizualiziraju okludirane krvne
zile. Dobivaju se informacije o morfologiji krvnih Zila, njihovoj gustoé¢i u tkivu i promjeru
lumena. MRA se snima u svim fazama mozdanog udara, od rane akutne do kroni¢ne (109). U
kasnijoj akutnoj fazi, tijekom nekoliko dana nakon mozdanog udara, ishemijska lezija prati se
pomocu snimki tipa T2, a za jo§ bolji kontrast izmedu lezije i nezahvacéenog tkiva se snima T2
mapa. Snimka tipa T2 jako je osjetljiva na vazogeni edem koji je glavno obiljeZje ishemijske
lezije tijekom prvih nekoliko dana nakon okluzije. Osim ishemijske lezije, snimkama tipa T2
vizualiziraju se malformacije nastale prilikom neuspjesnog MCAO zahvata, npr. hemoragije,
hemoragijske transformacije ishemijske lezije te izostanak ishemijske lezije (110). Tijekom
kroni¢ne faze izraZzeni SU mehanizmi plasti€nosti mozga. Za pracenje procesa propadanja i
regeneracije aksona nakon mozdanog udara se koristi DTI (snimanje tenzora difuzije, engl.
diffusion tensor imaging). Promjene na DTI snimkama koreliraju s rezultatima histoloske
analize mozga (111). Signal na funkcionalnom MRI-u (fMRI) ovisi o koli¢ini oksihemoglobina
koji je indirektna mjera aktivnosti neurona u pojedinim regijama mozga. Ova metoda
omogucava vizualizaciju podru¢ja zahvac¢enih gubitkom neurona nakon mozdanog udara (112).
Osim za snimanje ishemijske lezije, MRI se moze primijeniti i za prac¢enje odredenih procesa
ishemijske kaskade. Promjene propusnosti krvno-mozdane barijere nakon mozdanog udara

prate se koristenjem kontrastnog agensa gadolinija na snimkama tipa T1, a proces upale nakon
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ishemijske lezije se prati pomocu cestica zeljezovog oksida — SPIO (male Ccestice
supermagnetskih oksida zeljeza, engl. small superparamegnetic iron oxides) (113). Nakon
ubrizgavanja u krv, ¢estice SPIO fagocitiraju makrofagi koji se zatim nakupljaju u mjestu upale

i pokazuju signal na MRI-u (114).

1.5.3. Primjena in vivo bioluminiscencije u istrazivanju mozdanog udara
In vivo snimanje bioluminiscencije (BLI, engl. bioluminescent imaging) neinvazivna je metoda
koja omogucéuje longitudinalno pracenje patofizioloskih procesa na laboratorijskim
Zivotinjama, a u istrazivanjima ishemijskog mozdanog udara moze se kombinirati s ostalim
neinvazivnim metodama snimanja (npr. s MRI-em). Bioluminiscencija je fenomen emisije
svjetla iz zivih organizama, a posredovana je kemijskom reakcijom oksidacije luciferina u oksi-
luciferin pomoc¢u enzima luciferaze uz prisutnost ATP-a i Kisika. Kao nusprodukt ove reakcije

dolazi do otpustanja fotona valne duljine 560 nm (Slika 4) (115).
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Slika 4: Prikaz kemijske reakcije oksidacije luciferina u oksi-luciferin koja je odgovorna za
fenomen bioluminiscencije. Reakcija je posredovana enzimom luciferazom iz krijesnice te je
za uspjesnost reakcije neophodan ATP i kisik. Kao nusprodukt reakcije dolazi do otpustanja
fotona (svjetlosti) koji se kvantificiraju tijekom snimanja bioluminiscencije. Preuzeto i

prilagodeno prema (116).
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Prilikom snimanja BLI u laboratoriju, koriste se CCD (nabojem spregnuti sklop, engl. charged-
coupled device) kamere koje hvataju otpustene fotone i generiraju sliku prostorne raspodjele i
gustoée fotona. Bioluminiscencija je karakteristiéna za mnogobrojne organizme, od bakterija
do kukaca, a nekoliko sustava luciferin-luciferaza primjenjuje se u znanstvenim istrazivanjima
kao molekularni biljeg za pracenje pojedinih procesa (115). Najce$c¢e koriSteni sustav
bioluminiscencije je iz krijesnice Photinus pyralis, a primijenjen je i u ovoj disertaciji.
Napravljeni su mnogi sojevi miseva koji imaju ugraden transgen luciferaze. Izrazaj luciferaze
ovisi o aktivnosti promotora pod kojim je ugradena, a ukoliko promotor nije aktivan ne dolazi
do izrazaja luciferaze. Stoga, u ovom modelu luciferaza sluzi kao molekularni biljeg izrazaja
gena od interesa. Transgeni¢ni miSevi s luciferazom emitiraju svjetlost isklju¢ivo nakon
ubrizgavanja otopine D-luciferina, a s obzirom da su za reakciju potrebni kisik i ATP, BLI se
snima na zivim zivotinjama ili ex vVivo na svjeZe izoliranom tkivu (117). BLI se koristi za analizu
izrazaja gena, pracenje migracije stanica, analizu stani¢nih interakcija te za ispitivanje
efikasnosti lijekova. Prednosti koriStenja BLI za snimanje transgeni¢nih misSeva su minimalni
pozadinski signal, velika osjetljivost, zadovoljavaju¢a prostorna rezolucija i jednostavna
kvantifikacija signala. D-luciferin je netoksian i prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru $to
omogucéava njegovu primjenu u istrazivanju sredi$njeg zivéanog sustava (115). Nedostatak BLI
je nemogucnost prolaska signala kroz tkivo vece debljine, jer se na svakih 1 cm debljine tkiva
signal smanjuje 10 puta. BLI se najcesc¢e snima u dvije dimenzije ¢ime dolazi do utiSavanja
signala iz dubljih slojeva tkiva. Medutim, ovaj efekt nije toliko izrazen na misevima s obzirom

na male dimenzije njihovog tijela (118).

Bioluminiscencija se primjenjuje u istrazivanju raznovrsnih procesa upale nakon mozdanog
udara te u kroni¢noj fazi za proucavanje oporavka tkiva. Tako je npr. metodom BLI
vizualizirana M1/M2 polarizacija mikroglije (119), infiltracija makrofaga u tkivo mozga (120)
i reaktivna astroglioza pracenjem izrazaja Gfap (121) nakon mozdanog udara. Misja linija s
bioluminiscentnim biljegom za pracenje izrazaja receptora TLR2 dobro je okarakterizirana i
primijenjena u mnogim istrazivanjima mozdanog udara. Ova istraZivanja potvrduju da je izraZaj
promotora gena Tlr2 pracen metodom in vivo bioluminiscencije dobar biljeg upale posredovane
mikroglijom nakon mozdanog udara kod miseva (81, 122, 123). Nadalje, proces apoptoze i
oporavak mozga nakon moZdanog udara simultano Su praceni bioluminiscencijom putem
izrazaja gena Gap43 uz koristenje zatocenog oblika luciferina (88, 124). Vaskularne promjene
nakon moZzdanog udara su vizualizirane koriStenjem miSje linije s izraZzajem luciferaze pod

promotorom gena Vegf (125). Bioluminiscencija je takoder primijenjena i za pratenje migracije
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matiCnih stanica injektiranih u tkivo miSa nakon ishemijskog mozdanog udara §to omogucuje

validaciju efikasnosti terapije (126).
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2. HIPOTEZA

IzraZaj receptora TLR2 pra¢en metodom in vivo bioluminiscencije povezan je s obiljezjima i

dinamikom upale nakon ishemijske lezije kod miSeva.

34



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je odrediti obiljezja i vremensku dinamiku upalne reakcije

posredovane receptorom TLR2 nakon ishemijske lezije miSjeg mozga te odrediti njihovu

povezanost s izrazajem receptora TLR2 i volumenom ishemijske lezije.

Specific¢ni ciljevi su:

1.

Uzgojiti 1 okarakterizirati novu misju liniju s nedostatkom funkcionalnog receptora

TLR2 i istovremenim izrazajem luciferaze pod kontrolom promotora gena TIr2

(C57BL/6-Tyre®-Tg(TIr2-luc/gfp) - TIr2mmirca),

Pratiti promjenu izrazaja gena TIr2 in vivo bioluminiscencijom tijekom 7 dana nakon
tMCAO kod miseva s funkcionalnim receptorom TLR2 koji izrazavaju luciferazu pod
kontrolom promotora gena Tlr2 (C57BL/6-Tyr®B-Tg(TIr2-luc/gfp)<"/¢3) i kod miseva
kojima nedostaje receptor TLR2, a istovremeno izrazavaju luciferazu pod kontrolom
promotora gena Tlr2 (C57BL/6-TyreBd-Tg(TIr2-luc/gfp)K"-TIr2tmIKirGayy

Pratiti promjenu veli¢ine ishemijske lezije in vivo tijekom 7 dana nakon tMCAO
pomoéu MRI-a kod miseva C57BL/6-TyreB-Tg(TIr2-luc/gfp)<"/®a i C57BL/6-Tyr®
Brd_Tq(TIr2-luc/gfp)Ki-Tlr2tmiKinGa

Proto€nom citometrijom odrediti broj stanica mikroglije te udio mikroglije koji izraZzava
receptor TLR2 prije i nakon tMCAO, kod miSeva CS57BL/6-Tyr¢Bd-Tg(Tlr2-
luc/gfp)X/Cal j C57BL/6-TyreBr-Tg(TIr2-luc/gfp)<-Tir2tmiKirca,

Odrediti koncentraciju biljega upale u krvnoj plazmi kod miseva C57BL/6-Tyrc¢Br-

To(TlIr2-luc/gfp)K/6a | C57BL/6-TyreBr-Tg(TIr2-luc/gfp)<"-TIr2tmKi7G4 prije i nakon
tMCAO.

Odrediti povezanost izmedu intenziteta signala dobivenog bioluminiscencijom i

veli¢ine ishemijske lezije miSjeg mozga.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Dizajn istraZivanja i broj Zivotinja
U ovom istrazivanju koristene su metode in vivo oslikavanja misjeg mozga kako bi se
longitudinalno pratio razvoj ishemijske lezije te proces upale nakon mozdanog udara. Utjecaj
receptora TLR2 na ishod mozdanog udara odreden je koristenjem mi$jeg soja S nedostatkom
funkcionalnog receptora TLR2 (TIr2-/-(TlIr2-luc)) te su rezultati usporedeni s miSevima Koji
izrazavaju funkcionalni receptor TLR2 (Wt(TIr2-luc)). Ishemijska lezija miSjeg mozga
napravljena je metodom prolazne okluzije srednje mozdane arterije, tMCAO. Volumen
ishemijske lezije longitudinalno je pracen magnetskom rezonancijom, a aktivnost promotora
gena TIr2, koji je u ovom istrazivanju bio mjera upale u mozgu, metodom in vivo
bioluminiscencije. Koncentracija upalnih biljega u krvnoj plazmi nakon ishemijske ozljede
mozga odredena je metodom visestruke ELISA (enzimski ovisan imunosorbentni seroloski test,
engl. enzyme-linked-immunosorbent serologic assay) reakcije, a izrazaj dodatnih biljega upale
u mozgu odreden je metodama protocne citometrije i imunohistokemije. Dizajn istraZivanja

shematski je prikazan na Slici 5.

Prije _
MCAO Dan 0 Dan 2 Dan 4 Dan 7 Dan 8
MRI tMCAO MRI MRI MRI Vadenje krvi
BLI BLI BLI BLI Protoéna
Vadenje Vadenje krvi citometrija
krvi Proto¢na Imunohistokemija
Proto¢na citometrija
citometrija Imunohistokemija

Slika 5: Shematski prikaz tijeka istrazivanja s rasporedom koriStenja pojedinih metoda po
vremenskim toCkama. Strelice oznaCavaju vremenske toCke u kojima su Zivotinje bile

zZrtvovane.
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UKupni broj zivotinja koristenih u provedbi pokusa opisanih u ovoj disertaciji iznosio je 123.
U pokuse je bilo ukljuceno 106 zivotinja, dok je ostalih 17 iskljuceno iz istrazivanja. Dvije
zivotinje su iskljucene prije izvodenja tMCAQO operacije jer su na snimkama magnetske
rezonancije uo¢ene kongenitalne deformacije mozga (2 TIr2-/-(TIr2-luc)). Nadalje, 4 Zivotinje
su iskljuc¢ene zbog hemoragije u mozgu nakon tMCAO (1 Wt(TIr2-luc) i 3 TIr2-/-(Tlr2-luc)), a
11 zivotinja nije razvilo ishemijsku leziju (6 Wt(TIr2-luc) i 5 TIr2-/-(Tlr2-luc)). Od ukupno
106 zivotinja ukljucenih u pokuse njih 20 (10 Wt(Tlr2-luc) i 10 Tlr2-/-(TIr2-luc)) zrtvovano je
prije tMCAOQ za potrebe proto¢ne citometrije. Kod 79 Zivotinja (37 Wt(TIr2-luc) i 42 Tlr2-/-
(Tlr2-luc)) izazvana je ishemijska lezija mozga te su bile podvrgnute viSestrukom snimanju
magnetskom rezonancijom i bioluminiscencijom uz procjenu neuroloskog deficita u svim
vremenskim toCkama. Od Zivotinja koje su bile podvrgnute metodama in vivo snimanja
nasumic¢no je odabrano 15 Zivotinja svakog soja kojima je vadena krv za procjenu koncentracije
citokina u krvnoj plazmi metodom visestruke ELISA reakcije. Nadalje, sve Zivotinje koje su
dozivjele krajnju vremensku to¢ku pokusa (4. ili 8. dan nakon tMCAO) u konacnici Su
Zrtvovane za potrebe protocne citometrije ili imunohistokemije. Detaljniji opis broja zivotinja
koristenih za pojedine metode nalazi se u Tablici 1. Broj Zivotinja u eksperimentalnim
skupinama za potrebe metoda in vivo snimanja (magnetska rezonancija i bioluminiscencija) bio

je odreden analizom snage prije pocetka istrazivanja.

Takoder, preostalih 7 Tlr2-/-(TIr2-luc) Zivotinja bilo je podvrgnuto laznoj (sham) operaciji. Te
Zivotinje su prije zahvata te dva dana nakon sham operacije Snimane magnetskom rezonancijom

I bioluminiscencijom.
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Tablica 1: Prikaz broja zivotinja kori$tenih za pojedine metode. Obojena polja oznacavaju da
su za te metode koriSteni isti miSevi u svim vremenskim tockama. MiSevima koji su bili
podvrgnuti postupcima in vivo snimanja istovremeno je vadena krv za potrebe visestruke

ELISA reakcije, a na kraju pokusa su zrtvovani za potrebe imunohistokemije 1 protocne

citometrije.
Vremenska to¢ka
Postupak tI\/IT(rZIJAe 0 Dan 0 Dan 2 Dan 4 Dan 7 Dan 8
Sham operacija 7 Tlr2-/-
(TIr2-luc)
37 Wt(TIr2-
luc)
tMCAO 42 TIr2-/-
(Tlr2-luc)
Procjena tjelesne
tezine
Neuroloski deficit 37 WH(Tlr2-
luc)
Magnetska 42 Tlr2-/-
rezonancija (TIr2-luc)
Snimanje
bioluminiscencije
15 Wi(TIr2- 15 Wi(TIr2- 12 Wi(TIr2-
Visestruka luc) luc) luc)
ELISA 15 Tlr2-/- 15 Tlr2-/- 12 Tlr2-/-
(TIr2-luc) (TIr2-luc) (TIr2-luc)
10 Wi(Tlr2- 10 Wi(Tlr2- 10 Wit(Tlr2-
Proto¢na luc) luc) luc)
citometrija 10 Tlr2-/- 8 Tlr2-/- 11 Tlr2-/-
(TIr2-luc) (TIr2-luc) (TIr2-luc)
5 Wi(Tlr2- 4 Wi(TIr2-
. . luc) luc)
Imunohistokemija 5 TIr2-/- 4 Tlro-/-
(Tlr2-luc) (Tlr2-luc)
Ukupni broj Zivotinja uklju¢enih u pokuse: 106, 47 Wt(Tlr2-luc) i 59 Tlr2-/-(Tlr2-luc)
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Kriteriji za iskljucivanje Zivotinja iz istrazivanja su bili sljede¢i:

a) Prije tMCAO zahvata:

1.
2.
3.

Ponasanja prije tMCAO koja ukazuju na neuroloske smetnje
Opsezne ozljede krzna ili repa radi sukoba s drugim misevima iz kaveza
Deformacije mozga uocene na MRI snimkama prije tMCAQO zahvata (obuhvaca

razvojne deformacije mozga, hemoragije te ostale ne-fizioloske promjene tkiva)

b) Nakon tMCAO:

1.

2
3.
4

Opsezno krvarenje tijekom tMCAO zahvata

Izostanak ishemijske lezije na MRI snimkama dva dana nakon tMCAO
Prisutnost krvarenja u mozgu uocena na MRI snimkama

Hemoragijska transformacija ishemijske lezije mozga u bilo kojoj vremenskoj

to¢ki

. Izostanak voljnih reakcija na podrazaj

5
6.
;
8

Nesposobnost uspravljanja
Nesposobnost kretanja

Nesposobnost uzimanja hrane ili vode

Zadnja Cetiri kriterija definirana su kao dosezanje humane krajnje tocke (127). Sve zivotinje

iskljucene i1z pokusa bile su bezbolno Zrtvovane metodom cervikalne dislokacije.

Zivotinje su bile oznaene oznakama na uskama te im je pridruZena pisana oznaka i broj pod

kojim su se vodile u evidenciji Laboratorija za regenerativnu neuroznanost (LZRN oznake).

Takoder, miSevima su vodootpornim markerom napravljene oznake na repu koje ne odaju

njihovu geneticku podlogu radi lakSeg raspoznavanja. Vremenska tocka Zrtvovanja Zivotinja

(dan 4 ili dan 8 nakon MCAO) i in vivo metoda (imunohistokemija ili proto¢na citometrija) za

koju su koristene pojedine Zivotinje bila je definirana prije pocetka pokusa za tu skupinu

zivotinja S ciljem smanjenja pristranosti.
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4.2. Pokusne Zivotinje

4.2.1. Uskladenost s etickim smjernicama i zakonskim propisima
Istrazivanje na Zivotinjama provedeno je u skladu sa Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 102/17,
32/19), Izmjenama i dopunama Zakona o zastiti zivotinja (NN 37/13) i1 Pravilnikom o zastiti
zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13) te sukladno eti¢kim standardima za
provedbu istrazivanja u Nastambi za laboratorijske Zivotinje Hrvatskog instituta za istrazivanje
mozga (HR-POK-006). Istrazivanje je provedeno u okviru HRZZ projekta RepairStroke (IP-
2016-06-1892) za koji je izdana eti¢ka dopusnica od strane Ministarstva poljoprivrede, Uprava
za veterinarstvo i sigurnost hrane (KLASA: UP/1-322-01/17-01/45; URBROJ: 525-10/0255-
17-7; 9.10.2017.) te Misljenje etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu (KLASA: 641-01/17-02/01; URBROJ: 380-59-10106-17-100/100; 23.3.2017.). Sanja
Srakoci¢ je zavrSila tecaj za osposobljavanje osoba koje rade s pokusnim Zivotinjama, LabAnim
B kategorija, te posjeduje dozvolu za rad s laboratorijskim Zzivotinjama broj 247.3-19,

HR191/02/P.

4.2.2. MiSje linije
Istrazivanje je provedeno na dvije misje linije: C57BL/6-TyrB9-Tg(TIr2-luc/gfp)<"/c¥ (dalje
u tekstu oznadeni kao Wit(TIr2-luc)) i C57BL/6-Tyr¢Bd-Tg(TIr2-luc/gfp)KCal-T|r2tm! Kirca
(dalje oznaceni kao (TIr2-/-(Tlr2-luc)). Misevi su bili muskog spola, starosti izmedu 12-16
tjedana i tezine 23-28 g. Tijekom provodenja pokusa svi miSevi u pokusnoj skupini bili su
smjesteni u iStoj prostoriji za smjestaj zivotinja u jednom individualno ventiliranom kavezu. U
pokusnoj skupini bilo je 5-8 miseva, a sveukupno u istrazivanju je bilo 19 skupina pokusa.
Prostorija za smjestaj pokusnih Zivotinja imala je kontrolu temperature (22 + 2 °C) i vlage, te
12/12-satni ciklus izmjene svjetla i tame. Hrana i voda bili su dostupni ad libitum tijekom

cijelog pokusa.

C57BL/6-TyrBd-Tg(TIr2-luc/gfp)<"/®¥ je linija C57BL/6 miSeva albino fenotipa u koju je
ugraden transgeni¢ni konstrukt (TIr2-luc/gfp) koji pod promotorom gena TIr2 izrazava
luciferazu (luc) i zeleni fluorescentni protein (gfp) (Slika 6). Dobivanje ove misje linije opisano
je u (81), te ju je na koristenje ustupila prof. dr. sc. Jasna Kriz sa Sveucilista Laval, Québec,
Kanada. Ovi miSevi su heterozigoti za navedeni transgenic¢ni konstrukt te imaju funkcionalni
TLR2 receptor. Uzgajaju se sparivanjem heterozigotnih nositelja transgeni¢nog konstrukta i

linije albino miseva C57BL/6-Tyr¢B" koja nije nositelj konstrukta. Linija je koristena u ovom
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istrazivanju radi longitudinalnog pracenja izrazaja promotora gena TIr2, koji je pokazivao

intenzitet upale nakon mozdanog udara kod miseva s funkcionalnim TLR2 receptorom.

:-IE:--II»I

TLR2 Intron Luciferase IRES AcGFP SV40 p(A)
1.5/2.8 kb 1. Tkb 0.7kb

Slika 6: Shematski prikaz genskog konstrukta misje linije CS57BL/6-TyrcBrd-Tg(TIr2-
luc/gfp)<""e3, Pod promotorom gena TIr2 dolazi do izrazaja bioluminiscentnog biljega
luciferaze i fluorescentnog biljega zelenog fluorescentnog proteina. Genski konstrukt ugraden

je u genom misa nasumi¢nom insercijom u nepoznati lokus. Preuzeto i prilagodeno prema (81).

C57BL/6-TyrBd-Tg(TIr2-luc/gfp)<V/Cal-T|r2!MiKI"Cal je linija C57BL/6 miseva albino fenotipa
u koju je ugraden transgeni¢ni konstrukt (TIr2-luc/gfp) koji pod promotorom gena Tlr2 izrazava
luciferazu i zeleni fluorescentni protein (Slika 6), a istovremeno mu nedostaje funkcionalni
protein TLR2. Uklonjen je dio genoma koji kodira za citoplazmatsku, transmembransku i dio
izvanstani¢ne domene receptora TLR2 (Slika 7) ¢ime nastaje nefunkcionalni protein. Medutim,
svejedno dolazi do izrazaja transgena (TIr2-luc/gfp) s obzirom da promotor gena TIr2 ostaje
funkcionalan unato¢ nedostatku proteinskog produkta (82). Ova misja linija uzgojena je na
Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga specificno za potrebe ove disertacije. Linija je
dobivena sparivanjem miseva C57BL/6-TyrB9-Tg(TIr2-luc/gfp)</®¥, koji su nositelji
transgeni¢nog konstrukta s luciferazom, s linijom C57BL/6-TyrBd-T|r2MKICal  kojoj
nedostaje funkcionalni receptor TLR2, kako je malo prije opisano. MiSevi Zeljenog genotipa su
dobiveni u drugoj generaciji (Slika 8), a zatim su sparivani tijekom 5 generacija prije nego sto
su koriSteni za pokuse. Ovi miSevi su heterozigoti za konstrukt TIr2-luc/gfp te nemaju
funkcionalni receptor TLR2. Novo-dobivena linija C57BL/6-Tyr¢Bd-Tg(TIr2-luc/gfp)K/ca-
TIr2MKI"Cy yzgaja se sparivanjem heterozigotnih nositelja transgena C57BL/6-TyrcBr-
To(TlIr2-luc/gfp)K/Ga-T|r2tmIKIGal 5 Jinijom kojoj nedostaje funkcionalni receptor TLR2:
C57BL/6-TyreBd-T[r2MIKIVGal T injja je koristena u ovom istrazivanju radi longitudinalnog

pracenja izrazaja promotora gena TIr2 uz nedostatak proteinskog produkta.
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Slika 7: Prikaz dijela misjeg genoma koji kodira za receptor TLR2. Crvenim pravokutnikom je
oznaden dio gena Tlr2 koji nedostaje kod misje linije C57BL/6-TyrB-Tg(TIr2-luc/gfp)</ca-
TIr2!mKiI"Ga - Nedostaje dio genoma koji kodira za citoplazmatsku, transmembransku i dio
izvanstani¢ne domene receptora TLR2. Promotor gena TIr2 ostao je ocuvan, kao i dio genoma

koji kodira za N-terminalni kraj proteina TLR2. Preuzeto i prilagodeno prema (128).
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Slika 8: Shematski prikaz strategije sparenja za dobivanje nove misje linije Tlr2-/-(Tlr2-luc).
Sparivani su miSevi CS57BL/6-Tyr¢B-Tg(TIr2-luc/gfp)KCd s linijom C57BL/6-TyrcBr-
TIr2'm-KiGal 17 prvoj generaciji svi misevi su bili heterozigoti za gen TIr2 (TIr2+/-). Odabrani

su heterozigoti za transgen TIr2-luc/gfp te su dalje sparivani s roditeljskom linijom koja je
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knock-out za gen TIr2: C57BL/6-Tyr¢ B -T|r2!M-KI"Ga  drugoj generaciji je dobivena misja
linija C57BL/6-TyreBd-Tg(TIr2-luc/gfp)K/Ca-TIr2m! KiGal koja nema funkcionalni receptor

TLR2 te je heterozigot za transgen TIr2-luc/gfp (oznaceno crvenim krugom).

4.2.3. Genotipizacija miSjih linija
Uzorkovanje tkiva miseva napravljeno je najprije u Nastambi za laboratorijske Zivotinje.
Prilikom odvajanja mladunaca od majke prikupljeno je tkivo vrska repa veli¢ine do 5 mm iz
kojeg se kasnije izolirala DNA. Nakon zavrsetka in vivo pokusa i zrtvovanja zZivotinje, ponovno
je prikupljeno tkivo vrska repa (5 mm) kako bi se provjerili i potvrdili rezultati prvotne

genotipizacije.

Tkivo vrska repa preko no¢i je inkubirano u 500 uL otopine za izolaciju na temperaturi 56°C.
Otopina za izolaciju imala je sljedeci sastav: 50 mM Tris baza (pH 8, Sigma Aldrich, SAD),
100 mM EDTA (etilendiamin-tetraoctena kiselina; pH 8, Kemika, Hrvatska), 1% SDS (natrijev
dodecil sulfat; Sigma Aldrich, SAD) i 0.4 mg/mL proteinaze K (Promega, SAD). Sljedec¢i dan
uzorak se centrifugirao na 10000g 20 min na sobnoj temperaturi (Centrifuga 5415 C,
Eppendorf, Njemacka). Supernatant je odvojen u novu mikro epruvetu te je dodano 500 pL
izopropanola (Kemika, Hrvatska). Sadrzaj je snazno protresen kako bi se istalozila DNA.
Nakon toga se uzorak jos jednom centrifugirao na 10000g u trajanju od 10 min. Supernatant je
uklonjen, a talog se nekoliko puta isprao sterilnim 70%-tnim etanolom (Kemika, Hrvatska)
nakon ¢ega je uslijedilo centrifugiranje na 10000g 2 minute. Mikro epruveta je zatim ostavljena
otvorena kako bi ispario viSak etanola. Talog je na kraju resuspendiran u 200 pL sterilne vode,
izolirana DNA je dodatno prokuhana na 70°C u termobloku ThermoMixer C (Eppendorf,

Njemacka) te pohranjena na 4°C.

Genotipizacija misjih linija napravljena je metodom PCR, kojom su umnoZzeni segmenti
genomske DNA karakteristicni za pojedinu miS§ju liniju. KoriSteno je sveukupno 3 para
pocetnica (Tablica 2). Prvi par pocetnica umnaza dio gena TIr2 koji nedostaje kod TIr2-/-(Tlr2-
luc) misje linije koriStene u ovim pokusima, dok je prisutan kod Wt(TIr2-luc) linije. Drugi par
pocetnica je specifican za neomicinski alel koji je ugraden u Tlr2-/-(Tlr2-luc) liniji umjesto
deletiranog dijela gena TIr2, stoga je specifican samo za Tlr2-/-(Tlr2-luc) miseve. Treéi par
pocetnica umnaza dio alela za luciferazu koji je prisutan u obje misje linije koriStene u ovim

pokusima.
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Tablica 2: Karakteristike pocetnica koris$tenih za genotipizaciju misjih linija.

Mjesto vezanja pocetnica Sekvence pocetnica Duljina PCR
] vezanja p ! P ! produkta
Egzon 3 gena TIr2 (nedostaje | 5 ACGAGCAAGATCAACAGGAGA 3' 499 ob
kod TIr2-/-(TIr2-luc) miseva) | 5' CTTCCTGAATTTGTCCAGTACA 3' P
eritencys (riun edino | 5 COGCCAGCTCATICCTCCCACS |,
kod TIr2-/-(TIr2-luc) miseva) 5 CTTCCTGAATTTGTCCAGTACA 3
Transgen Tlr2-luc-gfp 5' CAGCAGGATGCTCTCCAGTTC 3 300 ob
(specifi¢nost za gen luciferaze) | 5 GGCGCAGTAGGCAAGGTGGT 3 P

Sastav otopine za PCR bio je sljedec¢i: 0.125 pL GoTaq G2 polimeraza (5U/uL, Promega,
SAD), 5 uL GoTaq zeleni pufer (5%, Promega, SAD), 0.5 uL smjesa dNTP-ova (Promega,
SAD), 1 uL MgCl2 (25mM, Promega, SAD), 11.375 uL sterilna voda, 1 pL svake pocetnice te
1 uL genomske DNA. Ukupni volumen smjese bio je 25 pL. Za PCR koristen je uredaj 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystem, SAD), a postavke uredaja za PCR su opisane u Tablici 3.

Nakon zavrSetka PCR reakcije uzorak je ohladen na 4°C prije vadenja iz uredaja.

Tablica 3: Postavke PCR uredaja koristene prilikom genotipizacije misjih linija.

Naziv ciklusa Trajanje ciklusa | Temperatura | Broj ciklusa
Pocetna denaturacija DNA 2 min 95°C 1
UmnaZanje Denaturacija 30s 94°C
genomske Vezanje pocetnica 30s 63.5°C 32
DNA Ekstenzija 1 min 72°C
Zavr$na ekstenzija DNA 8 min 72°C 1

Rezultati PCR reakcije vizualizirani su gel-elektroforezom. Gel za elektroforezu pripremljen je
otapanjem agaroze u puferu TBE (89 mM Tris-baza, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA) u
konac¢noj koncentraciji od 1.5%, a dodana je i crvena boja za gel GelRed (Biotium, SAD) u
koncentraciji 1/10000. Nakon polimerizacije gel je smjesten u kadicu za elektroforezu te su
naneseni uzorci dobiveni PCR reakcijom (volumena 25 uL). Elektroforeza je trajala 40 min pod

naponom 100V (10V/cm), a kao pufer za migraciju takoder je koristen pufer TBE. Uz uzorke
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u svakoj elektroforezi nanesena je negativna kontrola koja je sadrzavala sve otopine koriStene
za PCR osim genomske DNA, te molekularni biljeg BenchTop 100bp DNA Ladder (Promega,
SAD). Gel je nakon elektroforeze izvaden iz kadice, stavljen je pod UV lampu kako bi se

vizualizirali PCR produkti razdvojeni gel-elektroforezom te je fotografiran.
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4.3. Izazivanje ishemijske lezije miSjeg mozga

4.3.1. Znacajke koriStenog modela okluzije srednje moZdane arterije
Za izazivanje ishemijske lezije miSjeg mozga koriSten je model prolazne okluzije srednje
mozdane arterije, tMCAO (Slika 9). Ishemija je postignuta intraluminalnim umetanjem
filamenta u lijevu srednju mozdanu arteriju u trajanju od 30 minuta, nakon ¢ega je uslijedila

reperfuzija. Okluzija je napravljena prema Koizumi metodi (99).

Mjesto zatvaranja
srednje moZdane arterije

Srednja mozdana
arterija

Unutarnja karotidna
arterija

Vanjska karotidna
arterija

Zajdenicka karotidna
arterija

Slika 9: Shematski prikaz tMCAO modela koristenog u istrazivanju. Kirurski filament
(oznacen crnom linijom) umetnut je kroz zajednicku karotidnu arteriju kako bi zatvorio

ishodiste srednje mozdane arterije. Preuzeto i prilagodeno prema (129).

4.3.2. Opis zahvata okluzije srednje moZdane arterije
Prije pocetka zahvata mi§ je izvagan te je stavljen u komoru s 3%-tnim inhalacijskim
anestetikom izofluranom (Isoflurane, Abbott, UK) u 70% N-O i 30% O> s protokom od 2 L/min.
Zatim je prenesen na grijanu podlogu (37°C) ispod operacijskog mikroskopa, a anestezija je
odrzavana kroz inhalacijsku masku uz protok 1.5-2 L/min. Intraperitonealno su administrirani
analgetik buprenofin (Buprenovet, Bayer, Njemacka) koncentracije 0.03 mg/kg (0.25 mL
otopine) i 30% otopina glukoze u fizioloskoj otopini (0.5 mL). Kako bi se sprijecilo isusivanje

sluznice, o¢i su bile premazane oftalmickim lubrikantom (Recugel, Bausch).
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Misu je obrijano krzno na vratu te na lubanji na mjestu lijevog temporalnog misi¢a pomocu
aparata za brijanje te je alkoholom dezinficirana koza. Mi$ je najprije poloZen na trbuh te je
postavljena laserska proba (promjera 1 mm, Moor Instruments, Millwey, Devon, UK) uz
lubanju na rostralnom dijelu lijevog temporalnog reznja. Ocitao se relativni protok krvi kroz
srednju mozdanu arteriju na perfuzijskom monitoru laserskog Dopplera (Moor Instruments,
Millwey, Devon, UK). Zatim je mi$ polozen na leda te je cijeli MCAO zahvat odraden pod
operacijskim mikroskopom (Olympus SZ STU2, Olympus, Japan). Napravljen je rez na vratu
po sredi$njoj liniji te su odmaknute Zlijezde slinovnice i okolna vezivna tkiva kako bi se
omogucio pristup zajedni¢koj, vanjskoj 1 unutarnjoj karotidnoj arteriji. Lijeva zajednicka
karotidna arterija odvojena je od okolnog tkiva, zivca vagusa i jugularne vene. Prilikom zahvata
se pazilo da ne dode do ostecenja zivca vagusa. Zatim su napravljena dva ¢vora na zajednickoj
karotidnoj arteriji koriStenjem kirur§kog konca (Black Braided Silk suture thread, F.S.T., SAD).
Prvi ¢vor svezan je nize, a drugi ¢vor je labavo svezan $to blize racviStu vanjske i unutarnje
karotidne arterije. Iznad drugog ¢vora postavljena je samozatvarajuca pinceta (Fine Forceps-
Self-Closing Cat. #11261-30, F.S.T., SAD) kako bi se sprijecio retrogradni protok krvi. Izmedu
dva ¢vori¢a na zajedni¢koj karotidnoj arteriji napravljen je mali rez koriStenjem Skarica za
mikrodisekciju (Cohan-Vannas Spring Scissors, Cat. # 15000-02, F.S.T., SAD). Kroz rez je
umetnut silikonski monofilament veli¢ine 6-0 (Doccol Corporation, Sharon, MA, SAD) te je
uklonjena samozatvarajua pinceta. Monofilament je kroz zajednicku karotidnu arteriju
umetnut u racviste srednje mozdane arterije ¢ime se sprijec¢io dotok krvi. Stezanjem drugog
¢vora se ucvrstila pozicija mikrofilamenta. Rez na vratu se zasio kirur§kim koncem. Zatim se
izmjerio protok krvi kroz srednju mozdanu arteriju pomocu Dopplera. U slucaju uspjesne
operacije o¢ekivalo se da protok krvi pade na 70-80% protoka u odnosu na mjerenje prije
operacije. Zatim je mi§ vracen u grijani kavez gdje je boravio iduc¢ih 30 min, tj. do kraja
vremena okluzije. Nakon isteka vremena okluzije, mi§ je ponovno uspavan inhalacijskom
anestezijom (izofluranom) te je izmjeren protok krvi kroz lijevu srednju mozdanu arteriju prije
vadenja filamenta kako bi potvrdili da se protok krvi nije povecao tijekom trajanja okluzije (tj.
da nije doslo do pomicanja filamenta i preuranjene reperfuzije). Zatim je izvaden monofilament
kako bi se uspostavila reperfuzija. Rana na vratu zasivena je kirur§kim koncem te je Dopplerom
ponovno izmjeren protok krvi kroz lijevu srednju mozdanu arteriju kako bi se potvrdila

uspjesnost reperfuzije. Mis je zatim vracen u kavez.

Lazne (sham) operacije napravljene su na isti nacin kao i tMCAO. Nakon §to je mi$ uspavan i

pripremljen za operaciju, napravljena su dva ¢vora na lijevoj zajednickoj karotidnoj arteriji, na
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istoj poziciji kao 1 za tMCAOQO zahvat. Izmedu ¢vorova napravljen je mali rez pomocu Skarica
za mikrodisekciju kroz koji je umetnut silikonski monofilament (6-0, Doccol Corporation) u
zajednicku karotidnu arteriju te posljedi¢no u srednju mozdanu arteriju. Medutim, razlika u
odnosu na tMCAO zahvat bila je u tome $to kod laznih operacija nije bilo perioda okluzije,
nego je vadenje filamenta uslijedilo neposredno nakon umetanja u srednju mozdanu arteriju.
Protok krvi kroz srednju mozdanu arteriju mjeren je pomocu laserskog Dopplera prije i nakon
lazne operacije, a zahvat se smatrao uspje$nim ako nije doslo do znacajnog pada protoka krvi

nakon operacije, u odnosu na pocetne vrijednosti (<10%).

4.3.3. Postoperativna njega Zivotinja
Nakon tMCAO ili sham zahvata kavez s miSevim ostavljen je 24 h na grijanoj podlozi (na
37°C). Takoder, hrana i voda su stavljeni na dno kaveza te su briketi omeksani namakanjem u
vodi. Uz brikete, misevima je nakon operacije davana i hrana za dojenc¢ad. Kako bi se ublazila
post-operativna bol miSevima se tijekom dva dana nakon operacije davao analgetik buprenofin
(0.05 mg/kg, 0.25 mL, intraperitonealna injekcija jednom dnevno) te 30% otopina glukoze u
fizioloskoj (0.25 mL intraperitonealnom injekcijom jednom dnevno) kako bi se sprijecila

dehidracija i nagli gubitak tjelesne mase.
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4.4. Procjena neuroloskog deficita
Neuroloski deficit procijenjen je svim Zzivotinjama koje su prosle tMCAO zahvat i to u
vremenskim to¢kama prije tMCAOQ, te na dane 2, 4 i 7 nakon tMCAO. Uz neuroloski deficit se
u istim vremenskim toCkama mijerila i tjelesna masa zivotinja. Tjelesna masa Zivotinja
prikazana je kao udio izgubljene mase u odnosu na vrijednost prije tMCAO zahvata. Bodovna
skala neuroloskog deficita kretala se 0-39, gdje 0 oznacava zivotinje bez neuroloskog deficita
dok je 39 maksimalni neuroloski deficit koji je moguce izmjeriti ovim protokolom. Koristen je
modificirani protokol za procjenu neuroloSkog deficita koji se sastojao od nekoliko procjenskih
kategorija (130) (131). Najprije se ocjenjivao izgled zivotinje koji obuhvaca izgled dlake (0-2
boda), uski (0-2 boda), oka (0-4 boda) i polozaj tijela zivotinje (0-4 boda). Zatim se boduje
mobilnost i spontana aktivnost Zivotinje (0-5 bodova), nepravilnosti u kretanju (0-5 bodova),
zakretanje trupa (0-2 boda), savijanje Sapa (0-2 boda), otpor prema podrazaju na lateralnoj
strani trupa (0-2 boda za svaku stranu tijela) te polaganje ipsilateralne (0-2 boda) i
kontralateralne (0-2 boda) prednje Sape. Na kraju se testiraju refleksi, ukljucujuéi refleks na
nagli zvuéni podrazaj (0-1 bod), refleks podrazaja brkova (0-1 bod za svaku stranu tijela),
podrazaj uski (0-1 bod za svaku stranu) i podrazaj prednjih Sapa (0-1 bod za svaku stranu).
Detaljniji opis bodovnih kategorija nalazi se u Tablici 4. Iz apsolutnih vrijednosti neuroloskog
deficita izracunat je postotak smanjenja neuroloskog oSte¢enja. Ovaj parametar je dobiven
dijeljenjem vrijednosti neuroloskog deficita na dan 4 ili 7 s deficitom izmjerenim 2 dana nakon

tMCAO kada je zabiljeZen najveci neuroloski deficit.

Misevi su tjedan dana prije tMCAO prebaceni iz nastambe za Zivotinje u prostorije Laboratorija
za Regenerativnu Neuroznanost kako bi se priviknuli na novo okruZenje i na ispitivaca.
Ispitivac je cijelo vrijeme nosio zastitnu odjecu s maskom, kapom i rukavicama. Prije pocCetka
procjene neuroloskog deficita komora koriStena za ispitivanje je prebrisana alkoholom, a misevi
su dodirivani isklju¢ivo sterilnim vatenim Stapi¢em. Prilikom procjene neurolos§kog deficita mis§
je prebacen u zasebnu komoru te se prvih par minuta privikavao na novo okruzenje. Neuroloski
deficit procijenjen je prije izvodenja bilo koje druge intervencije koja je bila zakazana za tu

vremensku toc¢ku kako bi se uklonio njihov potencijalni utjecaj na ponasanje miseva.
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Tablica 4: Detaljni opis bodovnih kategorija za protokol procjene neuroloskog deficita.

Kategorija Opis bodovnih kategorija

0 bodova — Glatka, uredna
Dlaka 1 bod — Lokalizirana piloerekcija
2 boda — Neuredna, piloerekcija po cijelom trupu

0 bodova — Uspravne i simetri¢ne
Usi 1 bod — PoloZene lateralno, asimetri¢ne

2 boda — Nagnute unazad, asimetri¢ne

0 bodova - Bistre i Sirom otvorene

S 1 bod - Djelomi¢no zatvorene
I O¢i 2 boda — Djelomicno zatvorene i prekrivene vodenom sluzi
3 boda — Djelomic¢no zatvorene i prekrivene tamnom sluzi
4 boda — Potpuno zatvorene
0 bodova — Ravna postura
1 bod — Lagana pogrbljenost
Polozaj ) )
N 2 boda — Umjerena pogrbljenost
tijela '
3 boda - Izrazena pogrbljenost
4 boda — Potpuna pogrbljenost
0 bodova — Normalna pokretljivost i spontana aktivnost
1 bod — Blago smanjena spontana aktivnost
Mobilnost i 2 boda — Pomicanje udova bez aktivnog pokretanja
spontana 3 boda — Kretanje isklju¢ivo nakon podrazaja
aktivnost 4 boda — Izostanak kretanja nakon podrazaja, normalni misi¢ni

tonus

5 bodova — Potpuni gubitak misi¢nog tonusa, premortalni znakovi

0 bodova — Ravno hodanje
1 bod - Hodanje prema kontralateralnoj strani
Nepravilnosti u | 2 boda — Naizmjeni¢no ravno hodanje i hodanje u krug
kretanju 3 boda — Naizmjeni¢no hodanje na kontra stranu i hodanje u krug

4 boda — Hodanje u krug uz dodatne poremecaje u hodu

5 bodova — Neprestano kruzenje na kontra stranu tijela
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Zakretanje

trupa

0 bodova — Zakretanje na obje strane
1 bod — Zakretanje samo na jednu stranu

2 boda — Nemogu¢nost zakretanja trupa

Savijanje Sapa

0 bodova — Normalno savijanje obje Sape
1 bod — Nemoguc¢nost savijanja jedne Sape

2 boda — Nemoguénost savijanja obje Sape

Otpor na bo¢ni

0 bodova — Jaki otpor na obje strane tijela

1 bod — Otpor samo na jednoj strani tijela

pritisak
2 boda — Nema otpora
0 bodova — Oslanjanje na podlogu punom prednjom Sapom
s Ipsi 1 bod - Blago oslanjanje na podlogu, samo prstima prednje Sape
<
ig 2 boda — Nema oslanjanja prednje $ape na podlogu
§n 0 bodova — Oslanjanje na podlogu punom prednjom Sapom
E Kontra 1 bod - Blago oslanjanje na podlogu, samo prstima prednje Sape
2 boda — Nema oslanjanja prednje sape na podlogu
Zvuéni 0 bodova — Zivotinja se trzne
podrazaj 1 bod — Odsustvo reakcije
losi 0 bodova — Odmicanje glave
Si
B P 1 bod — Odsustvo reakcije
% 0 bodova — Odmicanje glave
Kontra i
1 bod — Odsustvo reakcije
D | 0bodova — Odmicanje glave
2 Ipsi i
C| o 1 bod — Odsustvo reakcije
e
- 0 bodova — Odmicanje glave
Kontra .
1 bod — Odsustvo reakcije
o _ | 0bodova— Odmicanje sape
S| lpsi ..
o 1 bod — Odsustvo reakcije
Y
5 0 bodova — Odmicanje Sape
@ [Kontra §
- 1 bod — Odsustvo reakcije
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4.5. Snimanje miSjeg mozga magnetskom rezonancijom
Kako bi se longitudinalno pratio volumen ishemijske lezije, misevi su bili podvrgnuti snimanju
magnetskom rezonancijom. Magnetska rezonancija mi$jeg mozga snimana je prije tMCAO, te
2, 417 dana nakon izazivanja ishemijske lezije. Koristen je uredaj Bruker BioSpec 70/20 USR
(Bruker, Biospin, Njemacka) snage magnetskog polja 7 T u Tx/Rx konfiguraciji s volumnom
zavojnicom promjera 86 mm (MT0381, Bruker Biospin Njemacka) za odasiljanje signala (Tx)
i dvoelementnom povrSinskom zavojnicom za misji mozak (MT0042, Bruker Biospin,
Njemacka) za primanje signala (Rx). Snimljene su T2-ponderirane snimke i T2 mapa za svaku

vremensku tocku.

4.5.1. Protokol za in vivo snimanje magnetske rezonancije misjeg mozga
MisSevi su anestezirani u grijanoj indukcijskoj komori pomocu 1.5% izoflurana u mjesavini
plinova 70%/30% N/O; te je anestezija odrzavana tijekom cijelog trajanja snimanja. Nakon
uspavljivanja mi§ je prenesen u uredaj za magnetsku rezonanciju. Postavljen je na trbuh, a na
njusku mu je stavljena maska za inhalacijsku anesteziju. Glava misa uc¢vr$éena je pomocu
plasti¢nih Stapica koji su postavljeni na kosti lubanje, unutar uske neposredno iznad vanjskog
zvukovoda, te pomocu staklenog Stapi¢a kojeg je mi$ zagrizao prednjim zubima. OCi su
zaSti¢ene koriStenjem oftalmickog lubrikanta kako bi se sprijecilo isuSivanje. Takoder,
postavljen je senzor za disanje i rektalna sonda za pracenje tjelesne temperature. Podloga u MRI
uredaju bila je grijana te je mi$ dodatno pokriven polukruznim plasti¢nim grijacem kako ne bi
doslo do hipotermije tijekom snimanja. Cijeli sustav grijaca bio je povezan na sustav cirkulacije
tople vode, a temperatura je regulirana mehanizmom povratne sprege pomocu ocCitanja tjelesne
temperature rektalnom sondom. Tijekom cijelog trajanja snimanja pratilo se disanje Zivotinje
te je sukladno prilagodena koli¢ina inhalacijske anestezije. Temperatura tijela odrzavana je u
rasponu od 36.5 - 37°C, a disanje u rasponu od 80 — 100 udisaja po minuti. Dvoelementna
zavojnica polozena je iznad glave miSa paze¢i da ne pritiS¢e lubanju. Za upravljanje
sekvencama tijekom snimanja koristen je program Bruker Paravision 6.1.1. (Bruker, Biospin,
Njemacka). Protokol snimanja sastojao se od pripreme i glavnih snimaka (Tablica 5), a
snimanje je trajalo sveukupno 30 minuta. Pripremne snimke su bile pilot snimke niske
razluCivosti (Localizer multi_slice i Localizer_Sagital). Glavne snimke su obuhvacale Turbo
Spin-Echo sekvencu s visokom razluc¢ivoséu (T2w_cor_brain) i Multi-echo Spin-Echo snimku
sekvencijskog protokola (T2map_cor_Brain) iz koje je pomoc¢u makro naredbi programa

Paravision izracunata T2 mapa.
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Tablica 5: Parametri snimanja pojedinih sekvenci na magnetskoj rezonanciji.

Localizer_multi . . T2w_cor_ | T2map_cor
. Localizer_Sagital . -
_slice Brain _Brain
Vrijeme odjeka 4 ms 4 ms 33 ms 7.5ms
Vrue_me_ 15 ms 15 ms 3000 ms 3150 ms
ponavljanja
Razmak odjeka / / 8.25ms 7.5ms
Broj 1 1 8 3
usrednjavanja
Orueptacua . Koror]arna}z Sagitalna Koronarna Koronarna
slike sagitalna i aksijalna
Broj slika 3x5 3 25 25
Debljina slike 0.8 mm 0.8 mm 0.4 mm 0.4 mm
Rezolucija | 0.133x0.133mm | 0.133x0.133 mm | O-100%0-100 1 0.125%0.125
mm mm

4.5.2. Volumetrijska analiza MRI snimaka misjeg mozga
MRI snimke bile su spremljene u formatu DICOM te su prije obrade prebacene u format NIfTI,
pomocu programa Bru2Nii (132). Tako dobivene snimke analizirane su u programu ImageJ
(NIH, Bethesda, SAD). Kontralateralna i ipsilateralna hemisfera mozga ocrtavane su na
snimkama tipa T2 u podrucju koje odgovara velikom mozgu prema anatomskom atlasu misjeg
mozga. Na T2 mapi odreden je volumen ishemijske lezije ocrtavanjem hiperintenzivnog signala
koji je posljedica nakupljanja vode tijekom nastanka vazogenog edema. Sve mjerene strukture
manualno su ocrtane te im je izracunat volumen. Ishemijska lezija prikazana je kao apsolutni
volumen (u mm®) te kao postotak volumena ipsilateralne hemisfere koji je prekriven
hiperintenzivnim signalom na T2 mapi. Uz volumen ishemijske lezije na T2 mapama izrac¢unato
je i srednje vrijeme T2 relaksacije u podruc¢ju ishemijske lezije, tj. intenzitet edema. Intenzitet
edema odreden je tezinskim zbrajanjem intenziteta piksela na svakom pojedinom presjeku
mozga te je tako dobiveni parametar predstavljao posrednu mjeru jacine edema, tj. indirektnu
mjeru koli¢ine vode u tkivu mozga koja se nakuplja uslijed razvoja edema. Nadalje, izraCunat
je indeks edema (Formula 1) i volumen ishemijske lezije je korigirana za edem (Formula 2)
prema ve¢ opisanim formulama napravljenim specifi¢no za volumetrijske analize ishemijske

lezije pomoc¢u magnetske rezonancije (133).
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V(kontra) + V(ipsi)
Indeks edema (%) = 2+ V(kontra) * 100

Formula 1: Formula za ra¢unanje indeksa edema nakon ishemijske lezije. V(kontra/ipsi) —
volumen kontralateralne/ipsilateralne hemisfere mozga (izrazen u mm?3) dobiven ocrtavanjem

hemisfera na T2-ponderiranim snimkama. Preuzeto iz (133).

V(kontra) — V(ipsi) + V(lezija) 100
*
V(kontra)

Ishemijska lezija korigirana na edem (%) =

Formula 2: Formula za racunanje postotka ipsilateralne hemisfere prekrivenog ishemijskom
lezijom korigiranom za vazogeni edem. V(kontra/ipsi) — volumen kontralateralne/ipsilateralne
hemisfere mozga (izrazen u mm®) dobiven ocrtavanjem hemisfera na T2-ponderiranim
snimkama; V(lezija) — volumen lezije bez korekcije na edem (volumen dobiven ocrtavanjem

hiperintenzivnog signala na T2 mapi, izrazen u mm?3). Preuzeto iz (133).
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4.6. Snimanje miSjeg mozga metodom in vivo bioluminiscencije
Metodom in vivo bioluminiscencije longitudinalno je pracen izrazaj promotora gena TIr2 u
mozgu nakon ishemijske lezije kod miSeva. MiSevi su snimani in vivo bioluminiscencijom prije

tMCAO te 2, 4 i 7 dana nakon izazivanja ishemijske lezije.

4.6.1. Protokol snimanja in vivo bioluminiscencije
Snimanje bioluminiscencije provedeno je uredajem IVIS® Spectrum (Caliper Life Sciences,
PerkinElmer company, SAD) u programu Livinglmage® (verzija 4.7.3, PerkinElmer, SAD).
Kao supstrat za luciferazu koriSten je D-luciferin (IVISbrite D-Luciferin Potassium Salt
Bioluminescent Substrate, PerkinElmer, SAD) koji pomocu luciferaze u tijelu misa oksidira u
oksi-luciferin uz otpustanje fotona. S obzirom da je u misjim modelima koriStenim u ovim
pokusima luciferaza izraZzena pod kontrolom promotora gena TIr2, bioluminiscencije je bila
prisutna samo u stanicama s aktivnim promotorom gena TIr2. Otopina D-luciferina
pripremljena je otapanjem soli u fizioloskoj otopini u konac¢noj koncentraciji od 15 mg/mL.
Misevima je davano 150 mg/kg luciferina i u volumenu od 10 pL/g, sukladno uputama

proizvodaca.

MiSevi su najprije prebaceni u indukcijsku komoru gdje su anestezirani inhalacijskom
anestezijom pomocu 2% izoflurana u 100% kisiku te je ista anestezija odrZavana tijekom cijelog
trajanja snimanja. Zatim su prebaceni u IVIS Spectrum, gdje su poloZeni na grijanu podlogu
(37°C) u potrbusnom polozaju tako da im je na njusku stavljen stakleni nastavak koji dovodi
inhalacijsku anesteziju. Najprije je snimana takozvana blank sekvenca gdje misevima nije
ubrizgan bioluminiscentni supstrat. Ova sekvenca sastojala se od dvije snimke kojima je
vrijeme ekspozicije bilo 2 minute, na vidnom polju E (veli¢ine 25.2 x 25.2 cm), srednjeg stupnja
zaprimanja informacija o rezoluciji (engl. medium binning) i uz aperturu le¢e f/1. Nakon toga
misevima je intraperitonealnom injekcijom (velicina igle bila je 27 G) ubrizgana otopina D-
luciferina. MiSevi su prilikom davanja injekcije bili anestezirani te su vra¢eni u IVIS
neposredno nakon injekcije, prije nego S§to je anestezija popustila. Zatim je sniman
bioluminiscentni signal tijekom 55 min. Koristena je sekvenca s 29 snimki uz automatsko
vrijeme ekspozicije, na vidnom polju E, srednjeg stupnja zaprimanja informacija o rezoluciji
(engl. medium binning) i uz aperturu lece /1. Ukupno vrijeme potrebno za uspostavljanje

anestezije i snimanje bioluminiscencije koristenjem obje sekvence bilo je 1h i 10 min.
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4.6.2. Kvantifikacija intenziteta bioluminiscentnog signala
Tijekom snimanja bioluminiscencije stvaraju se pseudo-obojene slike gustoce fotona
supraponirane na crno-bijelu fotografiju snimljenu na pocetku snimanja. Pseudo-obojene slike
sadrze spektar boja od plave do crvene gdje plava i zelena predstavljaju najnize vrijednosti
bioluminiscencije, dok Zuta i crvena predstavljaju najviSe vrijednosti. Kvantifikacija
bioluminiscencije napravljena je u programu Livinglmage® (PerkinElmer, SAD). Emitirana
bioluminiscencija mjerena je i kvantificirana pomoc¢u emisije fotona u jedinici vremena
(foton/s, ukupan broj fotona po sekundi) te u jedinicama povrsinskog zraéenja (foton/s/cm?/sr,
foton po sekundi u povrsina regije od interesa i kutu steradijana). Regije od interesa postavljene
su iznad glave miSeva. KoriStene su dvije veli¢ine regija od interesa. Za mjerenje
bioluminiscencije u cijelom mozgu koriStena je regija od interesa kvadratnog oblika dimenzija
3.6 x 3.6 cm, a za mjerenje bioluminiscencije u pojedinim hemisferama mozga koristena je
regija pravokutnog oblika dimenzija 1.3 x 2.6 cm. Bioluminiscencija za svaku pojedina¢nu
snimku snimljenu nakon injekcije D-luciferina normaliziran je na vrijednosti blank sekvence
snimljene prije injekcije D-luciferina ¢ime se uklonio nespecifi¢ni pozadinski Sum. Dobivene
su krivulje intenziteta bioluminiscentnog signala u ovisnosti 0 vremenu nakon injekcije D-
luciferina. Kvantifikacija je provedena rac¢unajuci ukupnu povrsinu ispod krivulje, tj. ukupni
protok fotona (engl. total flux/radiance). 1z apsolutnih vrijednosti bioluminiscencije izra¢unat
je postotak smanjenja bioluminiscencije stupnjevanjem vrijednosti izmjerenih na dan 4 ili 7 u
odnosu na pocetne vrijednosti prije operacije te na vrijednosti dobivene 2 dana nakon tMCAO

kada je zabiljezen najveci signal (Formula 3).

BLI (dan 4 ili 7) — BLI (BL)
*

Postotak smanjenja BLI (%) = BLI (dan 2) — BLI (BL)

Formula 3: Formula za racunanje postotka smanjenja bioluminiscencije, prema Kojoj je
bioluminiscencija prije tMCAO (BLI(BL)) definirana kao 0%, dok je maksimalna
bioluminiscencija izmjerena 2 dana nakon tMCAO (BLI(dan 2)) definirana kao 100%. Postotak
smanjenja bioluminiscencije na dane 4 ili 7 nakon tMCAQO (BLI(dan 4 ili 7)) izracunat je
stupnjevanjem prema pocetnim vrijednostima bioluminiscencije (BLI(BL)) te prema

maksimalnoj bioluminiscenciji 2 dana nakon tMCAO (BLI(dan 2)).
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4.7. Odredivanje upalnih biljega u miSjem mozgu metodom proto¢ne
citometrije
Za potrebe protocne citometrije misevi su zrtvovani u 3 vremenske tocke: prije tMCAO, te 4 i
8 dana nakon ishemije. Proto¢na citometrija napravljena je na izoliranim mi$jim mozgovima, a
cilj je bio odrediti koli¢inu upalnih stanica (mikroglija, makrofagi, limfociti) te dodatnih biljega
upale (CD68 i TLR2) nakon mozdanog udara. Misji mozgovi razdijeljeni su na hemisfere te su

na proto¢nom citometru svi uzorci bili propustani zasebno.

4.7.1. Izolacija miSjeg mozga za potrebe protocne citometrije
Neposredno prije zrtvovanja, miSu je intraperitonealnom injekcijom administriran 2.5%-tni
tribrometanol (Avertin, Sigma Aldrich, SAD) u dozi 250 mg/kg. Zrtvovanje mi$a zapocelo je
tek nakon potvrde odsutnosti refleksa prilikom pritiska na Sapu. Mi§ je polozen na leda te je
kirurSkim Skaricama napravljen rez pocevsi od donjeg dijela abdomena sve do prsnog kosa. Na
prsnom koSu napravljena su dva reza, po jedan na obje bocne strane kako se ne bi ostetile velike
krvne zile na sredini prsnog kosa. Prerezan je i o8it, a ventralni dio prsnog kosa odmaknut je uz
pomo¢ hvataljki kako bi se omoguéio pristup srcu. U lijevu klijetku stavljena je 25 G
intravenozna kanila (KD-Fly, KDM, Poljska) koja je bila spojena na $pricu s 20 mL fosfatnog
pufera (pH 7.4, PBS, fosfatni pufer, engl. phosphate buffered saline, sastava 13.7 mM NaCl,
0.27 mM KClI, 0.65 mM NaxHPO4, 0.14 mM KH2PO4; Kemika, Hrvatska) sobne temperature.
Zatim je prerezana desna pretklijetka te se polako i postepeno ispustao PBS iz $price kako bi se
uklonila sva krv. Uspjesnost perfuzije pratila Se pomocu gubitka boje srca, jetre i plu¢a. Nakon
toga mi$ je dekapitiran te je uklonjen skalp kako bi se omogucio pristup lubanji. Kosti lubanje
pazljivo su odstranjene kirurSkim Skaricama te je izvaden mozak. Mozak je najprije ispran u
PBS-u, hemisfere mozga su razdvojene po srediSnjem sulkusu, a zatim su svaka zasebno
prebacene u petrijevke s 2 mL HBSS pufera (Hanksova balansirana otopina soli, engl. Hanks’

Balanced Salt Solution, Capricorn Scientific, Njemacka) temperature 4°C.

4.7.2. Priprema stanica za proto¢nu citometriju
Odvojene hemisfere misjeg mozga najprije SU usitnjene kirurSkim skalpelom. Zatim je
uslijedila enzimska digestija tkiva pomocu akutaze (StemPro™ Accutase™ Cell Dissociation
Reagent, Gibco, SAD). Dodano je 2 mL akutaze na usitnjene hemisfere mozga te je smjesa

inkubirana 20 min u vodenoj kupelji na 37°C. Nakon inkubacije digestijski enzimi su
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neutralizirani dodavanjem 4 mL DMEM-a (Dulbeccov modificirani medij, engl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium; Gibco, SAD). Sadrzaj se centrifugirao 5 min na 250 g (centrifuga
Universal 320R, Hettich, Njemacka) i na temperaturi 4°C. Uklonjen je supernatant, a talog se
isprao s 2 mL HBSS-a nakon ¢ega je ponovljeno centrifugiranje. Ponovno je uklonjen
supernatant, a talog se resuspendirao u 2 mL HBSS-a te je protisnut kroz stani¢no sito s
veli¢inom pora 70 pm (Corning Falcon, USA). Uslijedilo je postupak uklanjanja mijelina
koristenjem Percolla (Sigma Aldrich, SAD). Percollu je dodan 10x HBSS (Gibco, SAD) tako
da je nakon mijeSanja tekucina koncentracija HBSS-a bila 1x. Zatim su napravljene 3
koncentracije Percolla dodavanjem 1x HBSS pufera: 30%, 37% i 70% (134, 135). Izolirane
stanice resuspendirane su u 4 mL izotoni¢ne 37%-tne otopine Percolla te su prebacene u Falcon
tubu od 15 mL (Falcon, USA). Ispod suspenzije stanica u Percollu pazljivo je dodano 4 mL
otopine 70%-tnog Percolla, a iznad je dodano 4 mL 30%-tne otopine Percolla. Na kraju je na
vrh Falcon tube dodano 2 mL HBSS-a. Uslijedilo je centrifugiranje u trajanju od 40 min na 300
g i temperaturi 18°C. Postavke ubrzavanja centrifuge su namjestene na minimalnu vrijednost,
a koc¢nica je u potpunosti isklju¢ena kako ne bi doslo do disrupcije koncentracijskih gradijenata
Percolla. Nakon centrifugiranja stanice su bile istalozene na granici izmedu 37% i 70%-tnog
Percoll gradijenta, a mijelin se nalazio neposredno ispod sloja HBSS-a. Stanice su sakupljene i
prebacene u novu Falcon tubu. Zatim su dva puta isprane s 6 mL HBSS-a i centrifugirane na

250 g, 5 min na temperaturi 4°C.

4.7.3. ObiljeZavanje stanica protutijelima konjugiranim fluorescentnom bojom
Antitijela za proto¢nu citometriju otopljena su u otopini 2% FBS-a (serum fetalnog goveda,
engl. fetal bovine serum; Gibco, USA) u PBS-u, a razrjedenja su navedena u Tablici 6. Nakon
ispiranja stanicama je uklonjen supernatant tako da na dnu Falcon tube ostane 40 uLL HBSS-a u
koji je jo§ dodano 10 pL otopine s antitijelima te su stanice resuspendirane. Uslijedila je
inkubacija 30 min na ledu, a uzorci su bili zasti¢eni od svjetla aluminijskom folijom. Nakon
isteka vremena inkubacije dodano je 2 mL otopine 2%-tnog FBS-a u PBS-u kako bi se uklonila
sva nespecificno vezana antitijela. Uzorci su centrifugirani 5 min na 250 g i temperaturi 4°C.
Nakon uklanjanja supernatanta talog je otopljen u 400 uL 2%-tnog FBS-a u PBS-u te je dodana
boja za raspoznavanje mrtvih i zivih stanica (7AAD, 7-animo-aktinomicin D; BiolLegend,

SAD) u kona¢noj koncentraciji 0.25 pg/mL.
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Tablica 6: Popis i karakteristike antitijela koriStenih za pokuse proto¢ne citometrije.

Antitijelo | Podrijetlo F_qurescentna b(.JJ.E.l Razrjedenje | Proizvodac Katalo_skl
konjugirana na antitijelo broj

CD45 Stakor APC (alofikocijanin) 1:200 BioLegend | B289585

CD11b Stakor Alexa Fluor® 488 1:200 BioLegend | B254608

TLR2 Stakor PE (fikoeritrin) 1:200 BioLegend | B280365

CD68 Stakor APC-Cy7 (APC-Cijanin 7) 1:100 BioLegend | B278449

4.7.4. Postavke protocne citometrije i strategija razvrstavanja stanica

Proto¢na citometrija napravljena je na uredaju Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Thermo
Fischer Scientific, SAD) s ekscitacijskim laserima valnih duljina 488 nm i 638 nm. Koristeni
su sabirni filteri za valne duljine: 530 + 30 nm (za anti CD11b-Alexa Fluor® 488), 574 + 26 nm
(za anti TLR2-PE), 690 + 50 nm (za anti 7-AAD), 660 + 20 nm (za anti CD45-APC) i 780 + 60
nm (za anti CD68-APC-Cy7). Stanice su najprije sortirane koristenjem direktnog (FSC, engl.
forward scatter) i postrani¢nog rasprSenja (SSC, engl. side scatter). Zatim su odvojene
pojedinacne stanice koriStenjem grafikona povrSine 1 visine direktnog rasprSenja. Za daljnju
analizu koriStene su iskljuc¢ivo Zive stanice koje su bile negativne na 7-AAD boju. KoriStenjem
grafikona CD45/CD11b odvojene su stanice mirujuée mikroglije (CD11b*CD455edni,
aktivirane mikroglije i makrofaga (CD11b*CD45"%°K)) te limfociti (CD11b"CD45"). Na kraju je
na stanicama mikroglije (CD11b*CD45%*! j CD11b*CD45"5%) gledan izrazaj upalnih biljega
CD68 i TLR2 (Slika 10). Analiza rezultata provedena je u programu Attune NxT Software v.
2.5 (Thermo Fischer Scientific, SAD).
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Slika 10: Strategija razvrstavanja stanica na proto¢nom citometru. Stanice su najprije
razdvojene na grafikonu direktnog i postrani¢nog rasprsenja. Uslijedilo je uklanjanje nakupina
stanica na grafikonu povrsine i visine direktnog rasprsenja. Zatim su odvojene iskljuc¢ivo zive
stanice koje su bile negativne za 7AAD boju. Zive stanice su zatim analizirane na izrazaj CD45
i CD11b. Aktivirana mikroglija i makrofagi bili su definirani kao populacija CD11b*CD45"isoki,
dok je miruju¢a mikroglija bila definirana kao CD11b*CD45%*!, Dodatno, populacija CD11b"
CD45" predstavljala je limfocite, a ostale stanice srediS$njeg ziv¢anog sustava (astrociti, neuroni,
oligodendrociti i endotelne stanice) su pripadala populaciji CD11b"CD45". Na kraju je na
sveukupnim stanicama mikroglije (CD11b*CD45% j CD11b*CD45") odreden izrazaj
receptora CD68 i TLR2.
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4.8. Histoloska analiza miSjeg mozga
Histoloska analiza miSjeg mozga napravljena je metodom imunohistokemije koristenjem
sekundarnih antitijela obiljezenih fluorescentnom bojom. Za potrebe imunohistokemije misevi

su zrtvovani 4 1 8 dana nakon tMCAO.

4.8.1. Perfuzijaiizolacija mi§jeg mozga za potrebe histoloSke analize
Perfuzija mi$jeg mozga za potrebe histoloSke analize sli¢na je kao i perfuzija za proto¢nu
citometriju, opisana u prethodnom poglavlju. Razlika je u tome $to se nakon perfuzije otopinom
PBS-a u lijevu klijetku misa stavila kanila spojena na $pricu napunjenu s 20 mL otopine 4%
paraformaldehida (PFA; Biognost, Hrvatska) kako bi se djelomi¢no fiksiralo tkivo misa prije
izolacije mozga. Uslijedila je izolacija mozga, a mozak je stavljen u 4% PFA otopinu i

pohranjen na 4°C.

4.8.2. Postfiksacija i krioprotekcija miSjeg mozga
Izolirani misji mozgovi su preko noéi stajali u otopini 4% PFA. Zatim su isprani u PBS-u 3
puta u trajanju od 30 min. Nakon toga su prolazili kroz gradijent saharoze. Najprije su stavljeni
u 10%-tnu otopinu saharoze (Sigma-Aldrich, SAD) u PBS-u i inkubirani preko no¢i. Isti
postupak je ponovljen s 20%-tnom otopinom te na kraju s 30%-tnom otopinom saharoze u PBS-
u. Uslijedilo je uklapanje mozgova u krioprezervacijski medij TissueTek (O.C.T. Compound,
Sakura, SAD) i pohrana na -20°C kako bi se formirao tvrdi blok.

Misji mozgovi rezani su na kriostatu Leica, model CM3050 S (Leica, Njemacka). Montirani su
na nosa¢ unutar kriostata u frontalnoj (koronarnoj) orijentaciji tako da su bulbusi bili okrenuti
prema naprijed, tj. prema oStrici kirostata. Temperatura unutar kriostata prilikom rezanja
mozgova bila je -20°C. Sakupljeni su rezovi debljine 30 um, po tri reza na preparatu frontalne
orijentacije, a koriStene su pozitivno nabijene predmetnice Superfrost Plus (Adhesion
Microscope Slides, Epredia, SAD). Sakupljene su sljedece regije ovisno o udaljenosti od
bregme: 0.5 mm, -0.2 mm i -1.6 mm (Slika 11), jer su to podrucja irigacije srednje mozdane

arterije. Za svaki mozak sakupljeno je 10 preparata koji su bili pohranjeni na -20°C.
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Bregma 0.5 mm Bregma -0.2 mm Bregma -1.6 mm

Slika 11: Prikaz rezova koji su sakupljani prilikom rezanja na kriostatu i kasnije koristeni za
imunohistokemijsko bojenje. Regije mozga odabrane su prema udaljenosti od bregme: 0.5 mm,

-0.2 mm i -1.6 mm. Preuzeto i prilagodeno iz (136).

4.8.3. Protokol za imunohistokemijsko bojenje prereza misjeg mozga
Prije postupka imunohistokemije preparati misjeg mozga su preko noéi ostavljeni na sobnoj
temperaturi. Drugi dan najprije je napravljen postupak povrata antigena. Citratni pufer (pH 6.0,
sastava 10 mM natrijev citrat i 0.05% Tween 40) zagrijan je do vrenja. U njega su uronjeni
preparati te je inkubacija trajala 10 min, a cijeli postupak je ponovljen 3 puta. Zatim je uslijedilo
ispiranje preparata PBS-om 4 puta po 5 min. Blokirani su epitopi u tkivu kako bi se sprijecilo
nespecifi¢no vezanje antitijela. Otopina za blokiranje sastojala se od 10%-tnog kozjeg seruma
(Sigma Aldrich, SAD) i 0.25%-tnog tritona x100 (Sigma Aldrich, SAD) otopljenog u PBS-u, a
sam postupak blokiranja je trajao 1 h. Uslijedilo je nanoSenje primarnih antitijela u
koncentracijama opisanim u Tablici 7. Sva primarna antitijela bila su otopljena u otopini 1%-
tnog kozjeg seruma i 0.1%-tnog tritona x100. Inkubacija s primarnim antitijelima se odvijala
preko noci, na sobnoj temperaturi. Drugi dan preparati su isprani 0.1%-tnom otopinom tritona
x100 u PBS-u, ispiranje je ponovljeno 5 puta u trajanju od 5 min. Uslijedila je inkubacija sa
sekundarnim antitijelima. Sva sekundarna antitijela bila su otopljena u PBS-u (Tablica 8), a
inkubacija je trajala 2 h na sobnoj temperaturi. S obzirom da su sekundarna antitijela
konjugirana s fluoroforima, tijekom daljnjeg postupka preparati su bili zasti¢eni od svjetla.
Nakon inkubacije uslijedilo je ispiranje u PBS-u 4 puta u trajanju od 5 min. Zatim je nanesena
otopina boje DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; 1:2000, 10 mM, Abcam, SAD) u PBS-u i
inkubirana 3 min. Uslijedilo je ispiranje PBS-om koje je ponovljeno 3 puta, a preparati su u
konacnici uklopljeni u medij za ocuvanje fluorescencije (Fluorescence Mounting Medium
S3023, DAKO, Danska), poklopljeni pokrovnim staklima (24x50 mm, Biognost, Hrvatska) i

pohranjeni na 4°C u neprozirnim kutijama radi zastite od svjetla.
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Tablica 7: Popis i pojedinosti primarnih antitijela kori$tenih za imunohistokemiju.

Primarn . Katalo3ki
! . ? ° Podrijetlo | Klonalnost | Razrjedenje Proizvodac ara’los

antitijelo broj
CD68 Stakor poliklonalno 1:1000 BioRad MCA1957
GFAP kokos poliklonalno 1:500 Abcam Ab4674
IBA1 kuni¢ poliklonalno 1:100 Wako LK65732
LUC mis monoklonalno 1:50 _Santa Cruz_ SC-74548

Biotechnologies

TLR2 Stakor monoklonalno 1:100 Invitrogen MA140048

Tablica 8: Popis i pojedinosti sekundarnih antitijela koristenih za imunohistokemiju.

Seku_nq_arno Podrijetlo | Klonalnost | Razrjedenje | Proizvodaé KatalO_Skl
antitijelo broj
Alexa Fluor® 48 | <028t | likionalno | 1:500 Invitogen | A11001
mis
Alexa Fluor® 546 Koza a? t poliklonalno 1:500 Invitogen A11040
kokos
Alexa Fluor® 568 K?za antl poliklonalno 1:500 Abcam ADb175476
Stakor
Alexa Fluor® 633 K?{ii?én“ poliklonalno 1:500 Invitogen A21070

4.8.4. Konfokalna mikroskopija

Preparati su snimljeni na konfokalnom mikroskopu Olympus FV3000 (Olympus, Japan)

koristenjem programa FV31-SW Fluoroview (Olympus, Japan). Najprije su snimljena sva tri

presjeka na stakalcima koriStenjem objektiva s poveéanjem 4x (UPlanSApo, NA 0.16,

Olympus, Japan). Zatim su snimljene regije mozdane kore, strijatuma i hipokampusa

koristenjem objektiva 40x. Snimljene su navedene regije na ipsilateralnoj hemisferi, kao i

odgovarajuce regije na kontralateralnoj hemisferi. Za sve snimke je koriStena rezolucija
10241024 piksela. Koristeni su ekscitacijski laseri valnih duljina 405 nm (za boju DAPI), 488
nm (za Alexa Fluor® 488), 561 nm (za Alexa Fluor® 546 i Alexa Fluor® 568) i 640 nm (za
Alexa Fluor® 633). Snimke su spremljene u formatu tiff.
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4.8.5. Kvantifikacija rezultata imunohistokemije
Rezultati imunohistokemije kvantificirani su u programu ImageJ. Analizirane su snimke biljega
CD68 dobivene objektivom s povec¢anjem 4x. Hemisfere mozga i hipokampus su manualno
ocrtani na svim presjecima mozga. Slike su najprije prebacene 8-bit format koji pretvara sliku
u boji u crno-bijelu. Uslijedilo je uklanjanje pozadinskog signala pomocu podesavanja granice
nespecificnog signala i binarizacija nakon ¢ega je na slikama ostao isklju¢ivo fluorescentni
signal proteina CD68, dok je pozadinski signal uklonjen. Odredena je povrsina dobivenog
signala, a izraCunata je i sveukupna povrsina regije od interesa (ipsilateralna i kontralateralna
hemisfera mozga te hipokampus). Sukladno tim rezultatima odreden je postotak regije od
interesa koji je prekriven imunofluorescentnim signalom receptora CD68. Izrazaj CD68 na
pojedinim hemisferama kvantificiran je tako da su zbrojene povrsine hemisfera i signala za sva
3 presjeka mozga, te je sukladno tim vrijednostima izracunat rezultat za sveukupni mozak. Za
analizu ostalih slika imunohistokemije ko-lokalizacija dva ili viSe biljega odredena je

preklapanjem slika istog vidnog polja nakon uklanjanja nespecifi¢nog pozadinskog signala.
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4.9. Odredivanje koncentracije citokina u krvnoj plazmi
Koristenjem komercijalnog sustava LEGENDplex™ odredena je koncentracija 13 citokina u
krvnoj plazmi miseva. Sustav LEGENDplex™ za analizu upalnih citokina Kkoristi metodu
visestruke ELISA reakcije. Umjesto klasi¢ne reakcije s antitijelima koriste se kuglice obojene
razli¢itim koncentracijama fluorescentne boje na koje su konjugirana zarobljavajuc¢a antitijela
protiv citokina. Nadalje, streptavidin, koji veze biotin na detekcijskim antitijelima protiv
citokina, takoder je konjugiran s fluorescentnom bojom, razli¢itom od one unutar kuglica.
Unutar jedne reakcijske smjese nalazi se nekoliko kuglica s razli¢itim zarobljavaju¢im
antitijelima te se fluorescentni signali detektiraju i kvantificiraju uporabom proto¢nog
citometra. Prednost ove metode u odnosu na klasi¢énu ELISA reakciju je u tome $to se u jednom
uzorku krvne plazme moze analizirati do 13 proteina, §to je omogucilo smanjivanje broja

Zivotinja potrebnih za analizu te uzimanje manjeg volumena Krvi.

4.9.1. Vadenje Kkrvi i izolacija krvne plazme
Misevi su bili podvrgnuti opetovanom vadenju Krvi iz repne vene prije tMCAO te 4 i 8 dana
nakon operacije. Vadenje krvi prije tMCAO napravljeno je barem tjedan dana prije operacije
kako bi se miSevi stigli oporaviti do operacije i vadenja krvi na 4. danu. Na dan 8 krv je izvadena
neposredno prije zrtvovanja zivotinje kako bi se smanjila patnja. Postupak vadenja krvi bio je

uskladen s 3Rs smjernicama (137).

Misevi su postavljeni na grijanu podlogu (37°C) i poklopljeni plastiénom kutijom tako da se
samo rep nalazio izvan Kkutije. Rep misa prebrisan je s 70%-tnim etanolom. Napravljen je rez
na repnoj veni koriStenjem sterilnog kirur§kog skalpela i krv se sakupljala pomocu pipete kojoj
je vrh prethodno bio oblozen otopinom EDTA (Sigma Aldrich, SAD). Sakupljeno je 70 uL krvi
koja je stavljena u mikroepruvetu sa 7 uL otopine EDTA (0.05 M, pH 7.4, otopljena u PBS-u).
Uzorci su pohranjeni na 4°C i unutar nekoliko sati izolirana je krvna plazma. Za izolaciju krvne
plazme uzorci krvi su centrifugirani 10 min na 1000g i na temperaturi 4°C (centrifuga Universal
320R, Hettich, Njemacka). Nakon centrifugiranja eritrociti i bijele krvne stanice bile su u talogu
na dnu tube, a prozirna krvna plazma nalazila se u supernatantu. Krvna plazma (ukupno 15-25

uL) je odvojena u sterilne mikroepruvete i pohranjena na -20°C.
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4.9.2. Protokol za analizu koncentracije citokina pomo¢u sustava LEGENDplex'
Odredivanje koncentracije citokina u uzorcima krvne plazme provedeno je sustavom
LEGENDplex™, pomocu kita Mouse Inflammation Panel (BioLegend, SAD). Ovim kitom su
odredene koncentracije 13 citokina: GM-CSF (stimuliraju¢i faktor stani¢nih linija granulocita
i makrofaga, engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), IFN-B, IFN-y, IL-1a,
IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, 1L-23, IL-27, MCP-1 i TNF-q.

Protokol je proveden prema uputama proizvodaca (138). Najprije su pripremljena serijska
razrjedenja otopine sa standardima koja su kasnije koriStena za dobivanje standardne krivulje i
kvantifikaciju rezultata viSestruke ELISA reakcije. Ukupno je bilo 6 serijskih razrjedenja od
1:4 do 1:4096 (otopine su dobivene razrijedivanjem po 4 puta), nerazrijedena otopina standarda
poznate koncentracije te pufer za razrjedivanje (Assay buffer) koji je sluzio kao negativna
kontrola. Serijska razrjedenja otopine standarda dobivena Su mije$anjem otopine standarda s
puferom za razrjedivanje. Izolirana krvna plazma otopljena je i zagrijana na sobnu temperaturu
prije koriStenja. Zatim je razrijedena 4 puta dodavanjem 12.5 uL pufer za razrjedivanje i 25 pL

otopine matriksa C (Matrix C).

Postupak visestruke ELISA reakcije provodio se na plocici s 96 jazica, a svi uzorci krvne
plazme i standardi napravljeni su u duplikatima. U jazice s uzorcima krvne plazme dodano je
25 pL razrijedene krvne plazme 1 25 pL pufera za razrjedivanje. U jaZice sa standardima dodano
je 25 pL razrjedenja otopine standarda i 25 pL otopine matriksa C. Zatim je u sve uzorke
dodano 25 pL otopine kuglica sa zarobljavaju¢im antitijelima tako da je ukupni volumen bio
75 uL. Kuglice su bile obiljezene razli¢itim koncentracijama fluorescentne boje APC. Plocica
je aluminijskom folijom zastiCena od svjetla te inkubirana 2 h na sobnoj temperaturi na
mijesalici uz brzinu mijesanja 800 rpm. Uslijedilo je centrifugiranje u trajanju 5 min na 250g i
sobnoj temperaturi. Supernatant je bacen, a talog se resuspendirao dodavanjem 200 uL pufera
za ispiranje (Wash buffer). Ovaj korak je ponovljen dva puta. Nakon ispiranja dodano je 25 uL
otopine s detekcijskim antitijelima koja su bila konjugirana s biotinom. Plocica je ponovno
umotana u aluminijsku foliju i inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi na mijesalici uz brzinu 800
rpm. Zatim je dodano 25 pL otopine steptavidina koji je bio konjugiran s fluorescentnom bojom
PE. Uslijedila je inkubacija u trajanju od 30 min na sobnoj temperaturi uz brzinu mijesanja od
800 rpm, a plocica je bila zasti¢ena od svjetla. Nakon zavrSetka inkubacije uzorci su dva puta
isprani s puferom za ispiranje i centrifugirani na 250 g na sobnoj temperaturi. Zatim su

resuspendirani u 200 pL pufera za ispiranje, a rezultati su analizirani na proto¢nom citometru.
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4.9.3. Kvantifikacija rezultata sustava LEGENDplex™
Uzorci pripremljeni kitom LEGENDplex™ analizirani su proto¢nim citometrom Attune®
Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fischer Scientific, SAD) koristenjem programa Attune
NXT Software v. 2.5 (Thermo Fischer Scientific, SAD). Brzina protoka uzorka kroz citometar
bila je postavljena na 100 uL/min. Koristeni su ekscitacijski laseri valnih duljina 488 nm i 638
nm te sabirni filteri za valne duljine 574 + 26 nm (za PE) i 660 + 20 nm (za APC).

Analiza rezultata LEGENDplex™ provedena je u programu LEGENDplex™ Data Analysis
Software Suite (BioLegend, SAD) u skladu s uputama proizvodaca (138). Unesene su
koncentracije nerazrijedenih standarda i parametri pripreme razrjedenja standarda te razrjedenje
krvne plazme. Ru¢no su za svaki uzorak i standarde prilagodene regije od interesa na
grafikonima razvrstavanja stanica. Nakon unosa svih parametara izraCunata je povezanost
koncentracije standarda i medijana fluorescentnog intenziteta (MFI) boje PE za svih 13 analita
zasebno koriStenjem regresijskog modela s 5 logistickih parametara (5PL) te su napravljene
standardne krivulje. Sukladno tim krivuljama, pomoc¢u dobivenog medijana fluorescentnog
intenziteta boje PE u ispitivanim uzorcima krvne plazme odredena je koncentracija citokina. S
obzirom da su svi uzorci krvne plazme napravljeni u duplikatima, koristena je srednja vrijednost

duplikata prilikom daljnje obrade rezultata.
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4.10. Statisticka obrada podataka
Broj Zivotinja u eksperimentalnim skupinama za metode in vivo snimanja odreden je a priori
analizom snage iz rezultata pilot istraZivanja. Analiza je provedena u programu GPower 3.1.9.4
(Erdfelder, Faul, & Buchner, Njemacka), a koristena je jacina studije od 95% i statisticka
znacajnost je bila definirana kao P < 0.050. Rezultati su pokazali da je za procjenu volumena
ishemijske lezije i intenziteta bioluminiscentnog signala 2 dana nakon tMCAO potrebno 19
zivotinja po skupini. Medutim, povecan je dobiveni broj zivotinja u skupini s obzirom na
o¢ekivanu smrtnost te S obzirom da su iste zivotinje koriStene za dvije in vitro metode u

nekoliko razli¢itih vremenskih tocaka.

Normalnost distribucije podataka testirana je Shapiro-Wilk testom i svi podaci su imali
normalnu distribuciju. Vrijednosti koje odstupaju su identificirane i isklju¢ene metodom ROUT
uz interval pouzdanosti od 95%. Statisticki znacajne razlike za rezultate metoda u kojima su
primijenjena ponovljena mjerenja (neuroloski deficit, MRI, BLI i viSestruka ELISA reakcija)
koristen je dvosmjerni ANOVA (analiza varijanci, engl. analysis of variance) test za ponovljena
mjerenja uz mjesoviti model s obzirom da su nedostajali pojedini podaci zivotinja koje su
uginule prije kraja pokusa. Za razlike izmedu vremenskih tocaka primijenjena je post hoc
analiza prema Tukey-u, dok je za razlike izmedu sojeva koriSten post hoc test prema Sidaku.
Za statistiCku obradu rezultata proto¢ne citometrije i imunohistokemije primijenjen je
dvosmjerni ANOVA test za neponovljena mjerenja uz post hoc analizu prema Tukey-u. U
slu¢aju nehomogenosti varijanci tijekom visestrukih usporedbi koriStena je Geisser-

Greenhouse korekcija. Razlike u krivulji preZivljenja analizirane su Mantel-Cox testom.

Kako bi se modelirao utjecaj razli¢itih varijabli na mjerene parametre ishoda mozdanog udara
napravljena je viSestruka linearna regresija za bioluminiscenciju, postotak neuroloSskog
oporavka i postotak smanjenja bioluminiscencije. Istovremeno je testirana i multikolinearnost
te su svi VIF (od engl. variance inflation factor) faktori bili manji od 5, upucujuci da nije bila
prisutna znacajna kolinearnost izmedu varijabli koriStenih za predikciju ishoda moZzdanog
udara. Izracunati su Pearsonov koeficijent korelacije (R) ¢ime je odredena pozitivna ili
negativna povezanost varijabli, kvadrat Pearsonovog koeficijenta (R?) koji je pokazao koliki se
udio varijance ovisne varijable moZe objasniti promjenama neovisne varijable, te promjena R?
(AR?) nakon dodavanja pojedinih prediktora u model koja pokazuje koliko se poveéava
prediktivna vrijednost modela nakon uvrstavanja dodatnih neovisnih varijabli. S obzirom da je

neuroloski deficit kategoricka varijabla, za njegovo modeliranje primijenjena je logisticka
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regresija za kategoricke varijable, a pseudo R? koeficijent je izratunat metodom prema
Nagelkerke-u. U modelu logisticke regresije gledana je znacajnost promjene nagiba pravca
linearne regresije (B) umjesto Pearsonovog koeficijenta korelacije. Zatim su podaci razvrstani
prema soju i vremenskoj tocki te je za svaki par podataka zasebno napravljena korelacija i
odredeni su Pearsonov koeficijent te statisticka znacajnost korelacije. Niski koeficijent
korelacije bio je definiran kao R = [-0.49, 0.49], umjereni koeficijent korelacije bio je u
intervalima R = [-0.69, -0.50] i [0.50, 0.69], dok se visoki koeficijent korelacije nalazio u
rasponima R = [-1.00, -0.70] i [0.70, 1.00].

Statisticki znacajna razlika bila je definirana kao P < 0.050 za sve podatke. Svi ANOVA testovi,
test prezivljenja i korelacije provedeni su u programu GaphPad Prism (verzija 8.4.3.686,
GraphPad Software, SAD), a viSestruka linearna i logisticka regresija napravljene Su u
programu SPSS (verzija 25.0, IBM Corporation, SAD). Svi rezultati prikazani su kao srednja
vrijednost + standardna devijacija. Rezultati ponovljenih mjerenja prikazani su linijskim

grafikonima, dok su rezultati neponovljenih mjerenja prikazani stupc¢astim grafikonima.
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5. REZULTATI

Rezultati ovog istrazivanja odredili su obiljezja upalne reakcije posredovane receptorom TLR2
nakon ishemijske lezije miSjeg mozga te ih povezati s veliCinom ishemijske lezije i

funkcionalnim oporavkom.

Kako bi se ispunio glavni cilj ovog istrazivanja, odredene su razlike u volumenu ishemijske
lezije, neuroloskom oporavku i jac¢ini upalnog odgovora posredovanog receptorom TLR2 nakon
tMCAOQ, izmedu miSeva divljeg tipa i miSeva s onemogucenim receptorom TLR2. Upalni
odgovor posredovan receptorom TLR2 longitudinalno prac¢en je snimanjem in vivo
bioluminiscencije.Magnetskom rezonancijom odreden je volumen ishemijske lezije i edema
tijekom akutne i sub-akutne faze mozdanog udara. Neurolo$ko stanje miSeva praceno je kroz
testove neuroloSskog deficita i promjenama tjelesne mase. Aktivacija mikroglije nakon
mozdanog udara i izrazaj dodatnih biljega upale posredovane mikroglijom odredeni Su
metodama proto¢ne citometrije i imunohistokemije. Kako bi se istrazio utjecaj receptora TLR2
na upalne procese u krvi nakon mozdanog udara, odredene su koncentracije 13 citokina u krvnoj
plazmi miseva koriStenjem kita za viSestruku ELISA reakciju. Poveznica izmedu jadine
upalnog odgovora posredovanog receptorom TLR2 te strukturnih i funkcionalnih ishoda
mozdanog udara okarakterizirana je primjenom statistickih metoda tj. linearnom regresijom i

racunanjem korelacija.
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5.1. Validacija izrazaja luciferaze u novoj misjoj liniji Tlr2-/-(Tlr2-luc)
Osnovna karakterizacija novo-dobivene misje linije TIr2-/-(TIr2-luc) napravljena je
genotipizacijama iz DNA izolirane iz vrska repa. Nakon gel elektroforeze misevi Wt(TIr2-luc)
su imali dva PCR produkta veli¢ine 499 pb i 300 pb, dok su misevi linije T1r2-/-(TIr2-luc) imali
PCR produkte veli¢ine 334 pb i 300 pb. Osim genotipizacijama, novo-dobivena misja linija je
dodatno okarakterizirana metodama in vivo bioluminiscencije, imunohistokemijom i
protoénom citometrijom. MiSja linija Wt(TIr2-luc) prethodno je koristena u istrazivanjima
mozdanog udara te je dokazana prisutnost receptora TLR2 1 okarakterizirana je
bioluminiscencija prije i nakon mozdanog udara (81, 123, 121). Posljedi¢no, misevi Wt(Tlr2-
luc) su u ovim pokusima sluzili kao pozitivna kontrola izrazaja receptora TLR2 i

bioluminiscencije.

5.1.1. MiSja linija TIr2-/-(Tlr2-luc) izrazava luciferazu unato¢ nedostatku
receptora TLR2

Potvrda nedostatka receptora TLR2 i izrazaja luciferaze kod miSeva TIr2-/-(TIr2-luc)

napravljena je imunohistokemijskim bojenjem mozgova izoliranih 4 i 8 dana nakon tMCAO.

Za ovaj pokus koriStene Su zivotinje nakon izazivanja ishemijske lezije jer se tada znatno

povecava izrazaj luciferaze i receptora TLR2 u mozgu, Sto je povecalo pouzdanost dobivenih

rezultata i smanjilo mogucénost lazno-negativnog rezultata (79, 81, 82).

Fluorescentni biljezi za luciferazu i TLR2 analizirani su na ipsilateralnoj hemisferi u podruc¢ju
ishemijske lezije. Kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) uocen je fluorescentni signal luciferaze 4 i 8
dana nakon mozdanog udara, a prema ocekivanjima nije bio prisutan fluorescentni signal
receptora TLR2 (Slika 12A). Time je takoder potvrdena hipoteza o aktivnosti promotora gena
TIr2 unatoé¢ nedostatku proteinskog produkta. Stovise, potvrdeno je da novo-dobivena misja
linija TIr2-/-(Tlr2-luc) uistinu ne izrazava receptor TLR2 §to je bilo klju¢no za daljnje pokuse.
Za razliku od miseva TIr2-/-(TIr2-luc), misja linija Wt(TIr2-luc) imala je fluorescentni signal
za receptor TLR2 u obje promatrane vremenske tocke, a uocen je i fluorescentni signal
luciferaze (Slika 12A). Nadalje, na presjecima mozga soja Wt(TIr2-luc) bila je prisutna ko-
lokalizacija fluorescentnih signala za luciferazu i receptor TLR2 u obje vremenske tocke (Slika
12A). Ko-lokalizacija ovih biljega bila je sveprisutna ¢ime je potvrdeno da je luciferaza uistinu
pouzdan molekularni biljeg izrazaja gena Tlr2 (mjereno prisutnoscu luciferaze) i prisutnosti

receptora TLR2 (mjereno prisutno$éu samog receptora), Sto je bio temelj daljnjih pokusa
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snimanja in vivo bioluminiscencije. Izrazaj luciferaze takoder je uocen i na kontralateralnoj
hemisferi 4 dana nakon tMCAO kod oba soja, iako je ishemijsko oStec¢enje bilo prisutno

iskljucivo na ipsilateralnoj hemisferi (Slika 12B).

A) LUC/TLR2/DAPI - Tir2-/~(TIr2-luc) Wit(TIr2-luc)
ipsilateralno

Dan 8

B) LUC/DAPI- TIr2-/-(TIr2-luc) Wt(TIr2-luc)
kontralateralno c ¢

Dan 4

Slika 12: A) Reprezentativni rezultati imunohistokemijskog bojanja misjih mozgova za
luciferazu izrazenu pod kontrolom Tlr2 promotora (LUC, zeleno) i TLR2 (crveno) 4 i 8 dana
nakon tMCAQ na ipsilateralnoj hemisferi u podrucju zahva¢enom ishemijskom lezijom. Novo-

dobiveni soj TIr2-/-(TIr2-luc) izrazavao je luciferazu 4 i 8 dana nakon tMCAO, medutim nije
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imao izrazaj receptora TLR2. Za razliku od njega, soj Wt(TIr2-luc) je u obje vremenske tocke
izrazavao luciferazu i receptor TLR2, a uocena je njihova ko-lokalizacija (zuto, oznaceno
bijelim strelicama). B) Reprezentativne snimke imunohistokemijskog bojenja luciferaze
izrazene pod kontrolom TIr2 promotora (zeleno) na kontralateralnoj hemisferi miseva Wt(TIr2-
luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc) 4 dana nakon tMCAO. Unato¢ prisutnosti ishemijske lezije iskljuc¢ivo

na ipsilateralnoj hemisferi, luciferaza je bila izrazena i na kontralateralnoj hemisferi.

Nedostatak receptora TLR2 u misjoj liniji Tlr2-/-(TIr2-luc) dodatno je potvrden metodom
protocne citometrije. Analiziran je izrazaj receptora TLR2 na stanicama mikroglije izolirane iz
misjih mozgova prije izazivanja ishemije te 4 i 8 dana nakon tMCAO. Rezultati soja TIr2-/-
(Tlr2-luc) usporedeni su s vrijednostima miseva Wt(TIr2-luc), koji su u ovom pokusu bili
pozitivna kontrola izrazaja receptora TLR2. Misevi Tlr2-/-(Tlr2-luc) su na proto¢noj citometriji
pokazali samo nespecifi¢an, pozadinski signal u svim vremenskim tockama, koji je bio
usporediv s vrijednostima negativne kontrole i znatno manji u odnosu na vrijednosti dobivene

kod Zivotinja Wt(TIr2-luc) (Slika 13). Time su dodatno potvrdeni rezultati imunohistokemije.
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Slika 13: Reprezentativni rezultati proto¢ne citometrije kojom je kvantificiran udio mikroglije
koja izrazava receptor TLR2. TIr2-/-(TIr2-luc) je u svim vremenskim tockama imao izrazaj
receptora TLR2 usporediv s vrijednostima negativne kontrole. S druge strane misevi Wt(TIr2-
luc) su imali znatno ve¢i udio TLR2* mikroglije prije izazivanja ishemije (~7%), koji se

dodatno povecao nakon tMCAO. Negativna kontrola je pripremljena na isti nafin kao i

ispitivani uzorci, ali nisu dodana antitijela obiljezena fluorescentnom bojom.

5.1.2. Luciferaza je izraZena iskljucivo u stanicama mikroglije

Idu¢i cilj bio je odrediti koje vrste stanica u mozgu miseva izrazavaju luciferazu. Napravljeno
je imunohistokemijsko bojenje misjih mozgova korisStenjem fluorescentno obiljeZenih antitijela

za biljeg mikroglije IBAL, biljeg astrocita GFAP i luciferazu (LUC). Preklapanjem
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fluorescentnih signala ovih biljega je odredeno u kojoj vrsti stanica je doslo do izrazaja
luciferaze. Analizirani su misji mozgovi sojeva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc) izolirani 41 8
dana nakon tMCAOQO kako bi se ustvrdilo dolazi li do promjena izrazaja luciferaze u razli¢itim
stanicama sredi$njeg Ziv€anog sustava ovisno o0 nedostatku receptora TLR2 ili o vremenu nakon
izazivanja mozdanog udara. Izrazaj navedenih biljega promatran je na ipsilateralnoj hemisferi
u podruéju zahva¢enom ishemijskom lezijom. Uocena je ko-lokalizacija luciferaze iskljucivo s
IBAL, tj. izrazaj luciferaze bio je prisutan isklju¢ivo u stanicama mikroglije (Slika 14). Nije
bilo ko-lokalizacije luciferaze s biljegom astrocita GFAP. Isti rezultat dobiven je za misje lijine
Wit(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc) te u obje vremenske tocke nakon tMCAO (Slika 14).
Nedostatak receptora TLR2 kao niti vrijeme proteklo od izazivanja ishemije nisu doveli do

promjena u vrsti stanica koje izrazavaju luciferazu.
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LUC/GFAP/DAPI LUC/GFAP/IBA1

-

”

Wt(TIr2-luc)

Wi(TIr2-luc)

LUC/GFAP/IBA1

Slika 14: Rezultati imunohistokemijskog bojanja luciferaze (LUC), biljega mikroglije (IBA1)
te astrocita (GFAP) na ipsilateralnoj hemisferi u podrucju zahvacenom ishemijskom lezijom 4
(A) i 8 (B) dana nakon tMCAO. A) Luciferaza (zeleno) je zasebno preklopljena s biljegom
mikroglije (IBA1, tamno plavo) i biljegom astrocita (GFAP, crveno) te su u 3. stupcu
preklopljene slike sva tri biljega. Signal luciferaze ko-lokalizirao je isklju¢ivo s biljegom
mikroglije IBA1(svijetloplavi signal, oznaceno bijelim strelicama) kod sojeva Wt(Tlr2-luc) i
TIr2-/-(TIr2-luc). B) Reprezentativne preklopljene slike LUC, IBAl i GFAP 8 dana nakon
tMCAO. Luciferaza je ponovno ko-lokalizirala isklju¢ivo s IBA1 (mikroglijom, oznaceno
bijelim strelicama) kod sojeva Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc).
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5.1.3. Nedostatak receptora TLR2 nije promijenio bazalni bioluminiscentni signal
Enzimska aktivnost luciferaze u novoj misjoj liniji TIr2-/-(TIr2-luc) validirana | snimanjem in
vivo bioluminiscencije misjeg mozga. Misje linije Wt(Tlr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc) snimane su
prije tMCAO zahvata s obzirom da metoda bioluminiscencije ima veliku osjetljivost i za razliku
od imunohistokemije moze detektirati manje koli¢ine signala. Nakon injekcije D-luciferina
signal je bio prisutan u obje misje linije ¢ime se dodatno potvrdio izrazaj te enzimska aktivnost
luciferaze u misjoj liniji Tlr2-/-(TIr2-luc) (Slika 15). Izgled krivulje ovisnosti intenziteta
bioluminiscencije o vremenu nakon injekcije D-luciferina nije se razlikovao izmedu sojeva.
Oba soja su maksimum bioluminiscencije dosegnula 16 minuta nakon injekcije D-luciferina
nakon ¢ega je signal poc¢eo postepeno opadati (Slika 15B). Za kvantifikaciju rezultata izracunat
je ukupni protok fotona tijekom cijelog perioda snimanja bioluminiscencije, tj. povr$ina ispod
krivulje ovisnosti protoka fotona o vremenu proteklom nakon injekcije D-luciferina (Slika
15B). Intenzitet bioluminiscentnog signala bio je nesto manji kod soja TIr2-/-(TIr2-luc)
(1.50x107 + 5.18x10° foton/s) u odnosu na zivotinje Wt(TIr2-luc) (1.65x107 + 4.50x10°
foton/s), medutim ova razlika nije bila statisticki znacajna (P = 0.660). Nakon injekcije D-
luciferina bioluminiscencija kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) znatno se povecala u odnosu na
snimke prije injekcije (Slika 15A). Ovi rezultati su potvrdili da je novo-dobivena misja linija
dobar model za in vivo pracenje izrazaja promotora gena Tlr2 bez prisutnosti proteinskog
produkta te da je bazalni izrazaj luciferaze mjeren metodom in vivo bioluminiscencije bio

usporediv s linijom Wt(TIr2-luc).
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Slika 15: Reprezentativni rezultati in vivo bioluminiscencije za novo-dobivenu TIr2-/-(TIr2-
luc) mi§ju liniju snimljeni prije izazivanja mozdanog udara. A) Reprezentativne snimke

bioluminiscencije prije i nakon injekcije D-luciferina kod miSeva TIr2-/-(TIr2-luc).

77



Bioluminiscentni signal je supraponiran na fotografske snimke misje glave. Prije injekcije D-
luciferina bio je prisutan samo nespecifi¢an pozadinski Sum. Nakon injekcije D-luciferina
detektiran je bioluminiscentni signal. B) Standardne krivulje ovisnosti protoka fotona o
vremenu nakon injekcije D-luciferina za sojeve Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(Tlr2-luc) prije izazivanja
mozdanog wudara. Standardne krivulje su dobivene racunanjem srednjih vrijednosti
bioluminiscencije za sve miSeve u eksperimentalnoj skupini. Oba soja su imala sli¢nu
standardnu krivulju, a povrsina ispod krivulje (ukupni protok fotona) je bila nesto manja kod

soja Tlr2-/-(TIr2-luc).

Gledajuci sveukupne rezultate karakterizacije nove misje linije TIr2-/-(TIr2-luc), potvrden je
nedostatak receptora TLR2 uz istovremeni izrazaj luciferaze. Nadalje, potvrdena je enzimska
aktivnost luciferaze u in vivo uvjetima kod misje linije TIr2-/-(TIr2-luc). Intenzitet
bioluminiscentnog signala prije izazivanja ishemijske ozljede bio je usporediv s prethodno
opisanom misjom linijom Wt(TIr2-luc), te je kod oba soja nakon izazivanja mozdanog udara
potvrden izrazaj luciferaze isklju¢ivo u stanicama mikroglije. Temeljem ovih rezultata moze se
zakljuciti da je novo-dobivena misja linija Tlr2-/-(TIr2-luc) po svim parametrima vaznima za
ovo istrazivanje bila usporediva s miSevima Wt(TIr2-luc) te da se moze primijeniti u daljnjim

pokusima kao model nedostatka receptora TLR2.

Kako bi se potvrdilo da je povecanje bioluminiscencije nakon tMCAO operacije iskljucivo
posljedica razvoja ishemijske lezije, a ne samog zahvata, izmjerena je bioluminiscencija sham
i tMCAO operiranih Zivotinja prije te 2 dana nakon operacije, kada se prema podacima u
literaturi oc¢ekuje najveéi bioluminiscentni signal (79). Nedostatak ishemijske lezije nakon
sham operacije potvrden je snimanjem magnetske rezonancije (Slika 16A). Gledajuci
standardne krivulje bioluminiscencije vidljivo je smanjenje bioluminiscentnog signala 2 dana
nakon sham operacije u odnosu na bazalne vrijednosti, a istovremeno je doslo do povecanja
bioluminiscencije 2 dana nakon tMCAO operacije (Slika 16B). Nadalje, kvantifikacija
bioluminiscentnog signala potvrdila je da 2 dana nakon sham operacije dolazi do znacajnog
pada bioluminiscencije (0.73 £ 0.17, P = 0.006) u odnosu na vrijednosti prije operacije, dok je
tMCAOQO operacija dovela do znacajnog povecanja bioluminiscencije u odnosu na bazalne
vrijednosti (3.02 + 1.04, P < 0.001) (Slika 16C). Ovime je pokazano da sama operacija nije
uzrokovala aktivaciju upalnog odgovora posredovanog receptorom TLR2, ve¢ je povecanje

bioluminiscencije nakon tMCAO iskljucivo posljedica razvoja ishemijske lezije.

78



A) Prije zahvata Sham - Dan 2 tMCAO - Dan 2

B) C) Utjecaj operativnog zahvata
BLI - standardne krivulje na bioluminiscenciju
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Slika 16: Rezultati in vivo snimanja zivotinja koje su bile podvrgnute laznoj operaciji (sham)
ili tMCAO. Snimanja su napravljena prije zahvata te 2 dana nakon lazne operacije ili tMCAO.
A) Reprezentativne MR snimke (T2 ponderirane) misjeg mozga prije zahvata i 2 dana nakon
lazne ili tMCAO operacije. Lazna operacija nije uzrokovala razvoj ishemijske lezije, za razliku
od tMCAO zahvata nakon kojeg je bila vidljiva ishemijska lezija na lijevoj hemisferi
(hiperintenzivni signal na MR snimci). B) Standardne krivulje ovisnosti bioluminiscentnog
signala o vremenu nakon injekcije D-luciferina. C) Kvantifikacija bioluminiscentnog signala
prikazana kao bioluminiscencija (ukupni protok fotona, foton/s) 2 dana nakon lazne ili tMCAO
operacije normalizirana na vrijednosti prije zahvata. Lazni zahvat je doveo do znacajnog pada
bioluminiscencije u odnosu na pocetne vrijednosti, dok je s druge strane tMCAO operacija
uzrokovala poveéanje bioluminiscencije u odnosu na pocetne vrijednosti. # - znacajno u odnosu
na bazalne vrijednosti; # - P < 0.050, ## - P < 0.010, ### - P < 0.001, dobiveno parametrijskim

t-testom za uparena mjerenja.
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5.2. Nedostatak receptora TLR2 ne utjece na prezivljenje nakon ishemijske
ozljede mozga

U pokusima ove disertacije ukupno je 79 Zivotinja bilo podvrgnuto tMCAO zahvatu i
zadovoljilo sve uvjete ukljucivanja u pokuse. Kod miseva divljeg tipa njih 29/37 (78%) je
dozivjelo kraj pokusa dok je preostalih 8/37 (22%) uginulo (Slika 17). U skupini miseva TIr2-
/-(TIr2-luc) njih 28/42 (67%) je prezivjelo dok je 14/42 (33%) uginulo prije zavrSetka pokusa
(Slika 17). Ovi rezultati ukazuju na nesto bolji postotak prezivljenja kod miSeva divljeg tipa,
medutim analiza krivulje prezivljenja koriStenjem Mantel-Cox testa nije pokazala znacajnu
razliku u prezivljenju izmedu sojeva (P = 0.261) te se moze zakljuciti da nedostatak receptora

TLR2 nije imao utjecaj na prezivljenje miSeva u akutnoj fazi ishemijske ozljede mozga.

. Krivulja prezivljenja
22 100+
kel
5 801
=
D 60
o
@ 40
g & TIr2-/~(TIr2-luc): 28/42 (67%)
g 204 WHTIr2-luc): 29/37 (78%)
2 P=0.261
>
0 T T T 1
0 2 4 6 8
Dani nakon MCAO

Slika 17: Krivulja prezivljenja miSeva nakon ishemijske ozljede mozga. Rezultati su prikazani
kao vjerojatnost prezivljenja u odnosu na vrijeme proteklo nakon tMCAO (u danima). Nisu

uoCene znacajne razlike u preZivljavanju izmedu sojeva Tlr2-/-(Tlr2-luc) i Wt(TIr2-luc) (P =
0.261, dobiveno Mantel-Cox testom).
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5.3. Nedostatak receptora TLR2 pospjeSuje smanjenje upale nakon

moZdanog udara

5.3.1. MiSevi TIr2-/-(Tlr2-luc) imaju veéi postotak smanjenja bioluminiscentnog
signala nakon ishemijske ozljede

Kako bi se odredio utjecaj nedostatka receptora TLR2 na upalne procese posredovane
mikroglijom nakon mozdanog udara, aktivnost gena Tlr2 pracena je longitudinalno metodom
in vivo bioluminiscencije tijekom 7 dana nakon mozdanog udara kod miseva Wt(TIr2-luc) i
TIr2-/-(TIr2-luc). U ovom istrazivanju bioluminiscencija je bila mjera jacine upale posredovane
mikroglijom. Najprije je odreden intenzitet upale u cijelom mozgu. Prilikom kvantifikacije
rezultata bioluminiscencije, regija od interesa postavljena je tako da prekriva cijelu glavu misa.
Standardne krivulje bioluminiscentnog signala dobivene tijekom pojedinacnog mjerenja
pokazale su da oba soja imaju usporedive oblike krivulja u svim mjerenjima, koje dosezu
maksimum izmedu 15. i 20. minute nakon injekcije D-luciferina (Slika 18A i B). Razina

bioluminiscencije kvantificirana je mjerenjem povrsine ispod krivulje.

Kod oba soja doslo je do znacajnog povecanja bioluminiscencije nakon mozdanog udara u
odnosu na bazalne vrijednosti, upuc¢ujuéi na povecanje aktivnosti promotora gena TIr2. Kod
oba soja najveca bioluminiscencija bila je prisutna 2 dana nakon tMCAO te je postupno opadala
do 7. dana. Uocena je manja bioluminiscencija nakon mozdanog udara kod miseva s
nedostatkom receptora TLR2 u odnosu na Wt(TIr2-luc) (P = 0.011), a najveca razlika bila je
prisutna 4 dana nakon mozdanog udara (Slika 18C). Ukupni protok fotona na dan 4 kod miseva
divljeg tipa je iznosio 3.61x107 + 1.71x107 foton/s, dok je kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) iznosio
2.27x107 £5.71x10° foton/s (P = 0.008). Najveéi signal bio je prisutan 2 dana nakon mozdanog
udara, medutim dinamika smanjenja bioluminiscencije promijenila prilikom se nedostatka
funkcionalnog receptora TLR2. Kod TIr2-/-(TIr2-luc) miSeva prije je doslo do znacajnog
smanjenja bioluminiscencije. Uogen je pad signala izmedu dana 2 (4.37x107 + 1.53x10’
foton/s) i 4 (2.27x107 + 5.71x10° foton/s) (P < 0.001), a do dana 7 (1.77x107 + 5.74x10°
foton/s) intenzitet signala bio je usporediv s bazalnom vrijedno$éu (1.50x107 + 5.18x10°
foton/s) (Slika 18C). Kod miseva Wt(Tlr2-luc) bioluminiscencija se zna¢ajno smanjila (P =
0.002) izmedu dana 4 (3.61x107 = 1.71x107 foton/s) i 7 (2.24x107 £ 7.76x10° foton/s), s time
da su vrijednosti na dan 7 svejedno bile znacajno vece (P = 0.047) u odnosu na bazalnu
vrijednost (1.65x107 + 4.50x10° foton/s) (Slika 18C). Ovi rezultati ukazuju da nedostatak

receptora TLR2 dovodi do smanjene aktivacije promotora gena Tlr2 nakon ishemijske lezije
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misjeg mozga. Aktivacija promotora TIr2 nije potpuno inhibirana nedostatkom proteinskog
produkta, medutim dolazi do ranijeg utiSavanja aktivnosti promotora nakon izazivanja

ishemijske lezije.
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Slika 18: Rezultati in vivo bioluminiscencije za miseve Wt(Tlr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc)
izmjereni u regijama od interesa koje prekrivaju cijeli mozak miSeva. Standardne krivulje
ovisnosti ukupnog protoka fotona o vremenu nakon injekcije D-luciferina prije tMCAO (sivo)
te 2 (ljubicasto), 4 (zeleno) i 7 dana (plavo) nakon ishemije kod miseva Wt(Tlr2-luc) (A) i TIr2-
/-(TlIr2-luc) (B). C) Promjena ukupnog protoka fotona mjerenog metodom bioluminiscencije u
ovisnosti o vremenu nakon tMCAO kod miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc). Vidljivo je da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu miseva Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(Tlr2-luc) 4 dana nakon
tMCAO. D) Stopa smanjenja bioluminiscencije u ovisnosti o vremenu nakon tMCAO kod
miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc). Kod miseva Tlr2-/-(Tlr2-luc) je vidljivo znacajno
smanjenje bioluminiscencije 4 dana nakon tMCAOQO u odnosu na miseve Wt(TIr2-luc). Sve
vrijednosti bioluminiscencije su prilagodene prema vrijednosti dobivenoj 2 dana nakon

ishemije. # - znacajno u odnosu na bazalne vrijednosti, * - zna¢ajna razlika izmedu sojeva, + -
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znaajna razlika izmedu vremenskih tocaka; #/*/+ - P < 0.050, ##/**/++ - P < 0.010,
###***[+++ - P < 0.001, dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za ponovljena mjerenja uz

post-hoc analizu prema Sidaku (*) ili prema Tukey-u (#1 +).

Kako bi se ustvrdilo koje sve varijable utje¢u na bioluminiscenciju nakon mozdanog udara,
primijenjeno je statisticko modeliranje visestrukom linearnom regresijom. Bioluminiscencija je
modelirana pomocu alokacije prema soju (tj. nedostatka receptora TLR2), vremena nakon
tMCAO te volumena ishemijske lezije. Sveukupni model objasnio je 38.6% varijance
bioluminiscencije (R = 0.621, P < 0.001), a vrijeme nakon tMCAO (20.7% varijance, P <
0.001) i volumen lezije (17.8% varijance, P < 0.001) su znacajno pridonijeli predikciji
bioluminiscencije, dok ukljucivanje alokacije prema soju nije povecalo prediktivnu vrijednost
modela (0.1% varijance, P = 0.751). Vrijeme nakon tMCAO je pokazalo negativnu korelaciju
(R = -0.455, P < 0.001), dok je wvolumen ishemijske lezije pozitivno korelirao s
bioluminiscencijom (R = 0.523, P < 0.001). Nedostatak receptora TLR2 nije pokazao zna¢ajnu
korelaciju s intenzitetom bioluminiscencije (R = -0.027, P = 0.376). Ovakvi rezultati ukazuju
da se bioluminiscencija smanjuje tijekom vremena, a razvoj veéeg ishemijskog oStecenja
povezan je s veCom bioluminiscencijom. Takoder, ovaj model pokazuje da nedostatak receptora

TLR2 nije znatno promijenio bioluminiscenciju.

S obzirom da je linearna regresija pokazala utjecaj vremena nakon tMCAQ, te su uocene razlike
u vremenskoj dinamici promjene bioluminiscencije izmedu sojeva, sve vrijednosti
bioluminiscencije bile su prilagodene prema vrijednosti izmjerenoj 2 dana nakon mozdanog
udara. Time je pokazan postotak smanjenja aktivacije promotora Tlr2 u odnosu na maksimalnu
zabiljezenu aktivaciju, tj. postotak upalnog odgovora posredovanog receptorom TLR2 nakon
mozdanog udara. Rezultati ukazuju na veci postotak smanjenja bioluminiscencije nakon
mozdanog udara kod miseva Tlr2-/-(Tlr2-luc) u odnosu na Wt(Tlr2-luc) (P < 0.001), a najveca
razlika izmedu sojeva uocena je 4 dana nakon mozdanog udara (30.98 =+ 28.96% za Tlr2-/-
(TIr2-luc) i 81.51 £+ 56.55% za Wt(Tlr2-luc); P = 0.009) (Slika 18D). Iz navedenih rezultata
moze Se zakljuciti da nedostatkom receptora TLR2 dolazi do brzeg smanjenja upalnog

odgovora u odnosu na kontrolnu skupinu.

Kako bi se upotpunili rezultati smanjenja upale i identificirali dodatni parametri koji moduliraju

postotak smanjenja bioluminiscencije nakon ishemijske lezije, primijenjeno je statisticko
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modeliranje visestrukom linearnom regresijom. Ispitan je utjecaj nedostatka receptora TLR2,
vremena proteklog nakon tMCAO i volumena ishemijske lezije na postotak smanjenja
bioluminiscencije. Sveukupnim modelom predvideno je 53.2% (P < 0.001) varijance u postotku
smanjenja bioluminiscencije, s time da je nedostatak receptora TLR2 objasnilo 3.1% varijance
(P = 0.040), vrijeme nakon tMCAO je objasnilo dodatnih 38.3% varijance (P < 0.001), a
volumen ishemijske lezije je predvidio 9.8% (P = 0.033) varijance. Sve ispitane varijable su
imale znacajnu korelaciju s postotkom smanjenja bioluminiscencije. Alokacija zivotinja prema
soju imala je negativni Pearsonov koeficijent korelacije (R = -0.176, P = 0.020), upucujuéi da
sumisevi TIr2-/-(TIr2-luc) imali veci postotak smanjenja bioluminiscencije, §to je bilo u skladu
s rezultatima ANOVA testa. Vrijeme proteklo nakon tMCAO takoder je imalo negativni
Pearsonov Kkoeficijent (R = -0.619, P < 0.001) upuéujué¢i da se postotak smanjenja
bioluminiscencije povecavao tijekom vremena. Volumen ishemijske lezije imao je pozitivan
Pearsonov koeficijent korelacije (R = 0.280, P < 0.001) ¢ime je pokazano da se kod miseva s

vec¢im ishemijskim lezijama bioluminiscencija smanjuje sporije.

5.3.2. Ishemijska ozljeda pojacava bioluminiscenciju na ipsilateralnoj i
kontralateralnoj hemisferi

Snimke bioluminiscencije dodatno su analizirane postavljanjem manjih regija od interesa kako
bi se odredila bioluminiscencija za svaku hemisferu zasebno s obzirom da je
imunohistokemijom pokazan izrazaj luciferaze na ipsilateralnoj i na kontralateralnoj hemisferi
nakon izazivanja mozdanog udara. Treba napomenuti da se na slikama za analizu
bioluminiscencije nije mogla posve precizno odrediti granica izmedu dvije hemisfere posto je
bioluminiscentni signal bio supraponiran na fotografiju misje glave snimljenu u medijalnoj
ravnini. Ovakve fotografije ne pruzaju dostatni uvid u anatomiju mozga. Regije od interesa su
postavljene tako da je granica hemisfera prolazila sredinom njuSke misa u medijalnoj ravnini
kako bi se osigurali konzistentni rezultati (Slika 19A), a rezultati bioluminiscencije potom su
provjereni imunohistokemijom kojom je potvrden izrazaj luciferaze na obje hemisfere (opisano
u poglavlju 5.1) 1 protonom citometrijom koja je pokazala izrazaj receptora TLR2 (izrazaj
luciferaze indirektna je mjera izrazaja receptora TLR2) u obje hemisfere kod Wt(Tlr2-luc)

miseva (poglavlje 5.3.3).

Analiza apsolutnih vrijednosti bioluminiscencije pokazala je povecanje na ipsilateralnoj i

kontralateralnoj hemisferi kod oba soja nakon mozdanog udara. Na ipsilateralnoj hemisferi
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bioluminiscencija je bila zna¢ajno povecana kod oba soja 2 i 4 dana nakon mozdanog udara u
odnosu na bazalne vrijednosti, a do dana 7 signal je bio usporediv s bazalnim vrijednostima
(Slika 19B). Soj Wit(Tlr2-luc) je pokazao veci intenzitet bioluminiscencije na ipsilateralnoj
hemisferi u odnosu na TIr2-/-(TIr2-luc) miseve (P = 0.016), a najveca razlika je uo¢ena 4 dana
nakon MCAO (2.16x107 + 1.06x10" foton/s za Wt(TIr2-luc) i 1.40x10" + 4.65x10° foton/s za
TIr2-/-(TIr2-luc); P = 0.019). lako je ishemija bila prisutna isklju¢ivo na ipsilateralnoj
hemisferi, uo¢eno je povecanje bioluminiscencije i na kontralateralnoj hemisferi, ali je signal
kod oba soja bio znacajno manji u odnosu na ipsilateralnu hemisferu (P < 0.001). Povec¢anje
bioluminiscencije na kontralateralnoj hemisferi u odnosu na bazalne vrijednosti bilo je prisutno
isklju¢ivo 2 dana nakon tMCAO kod oba soja (1.25%107 £ 4.65x%10° foton/s za Wt(TIr2-luc) i
1.28x107 = 4.07x10° foton/s za TIr2-/-(TIr2-luc)) (Slika 19B). Misevi Wt(TIr2-luc) su, kao i na
ipsilateralnoj hemisferi, imali veéi bioluminiscentni signal (P = 0.011) na kontralateralnoj
hemisferi u odnosu na soj Tlr2-/-(Tlr2-luc) (Slika 19B). Ovi rezultati su pokazali da nakon
ishemijske lezije misjeg mozga dolazi do aktivacije promotora gena TIr2 na ipsilateralnoj i na
kontralateralnoj hemisferi bez obzira §to je ishemijska lezija bila prisutna samo na ipsilateralnoj
hemisferi. Nedostatak proteina TLR2 smanjio je upalni odgovor posredovan genom TIr2 na

obje hemisfere.

Kako bi se uocile razlike u stopi smanjenja upalnih procesa na ipsilateralnoj i kontralateralnoj
hemisferi, sve vrijednosti bioluminiscencije za pojedine hemisfere bile su prilagodene prema
vrijednosti dobivenoj 2 dana nakon tMCAO. Kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) bioluminiscencija je
imala veci postotak smanjenja na ipsilateralnoj hemisferi u odnosu na soj Wt(Tlr2-luc) (P =
0.009). Medutim, nije uocena razlika izmedu sojeva za kontralateralnu hemisferu (Slika 19C).
Ovi rezultati su pokazali da je nedostatak receptora TLR2 doveo do brZzeg smanjenja upale
posredovane genom TIr2 u akutnoj i sub-akutnoj fazi nakon mozdanog udara na ipsilateralnoj

hemisferi.
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Slika 19: Rezultati in vivo bioluminiscencije miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc) mjereni
za svaku hemisferu zasebno. A) Reprezentativna slika bioluminiscencije misjeg mozga 2 dana
nakon tMCAO s postavljenim regijama od interesa koje prekrivaju zasebno ipsilateralnu i
kontralateralnu hemisferu. B) Promjena protoka fotona tijekom 7 dana nakon tMCAQO kod
miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc) izmjerena zasebno za svaku hemisferu. Poveéanje
bioluminiscencije nakon tMCAO vidljivo je na obje hemisfere. C) Postotak smanjenja
bioluminiscencije u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara kod miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-
[-(TIr2-luc) izmjeren zasebno za svaku hemisferu. Uocen je veéi postotak smanjenja
bioluminiscencije kod miseva Tlr2-/-(TIr2-luc) u odnosu na Wit(TIr2-luc). Sve apsolutne
vrijednosti ukupnog protoka fotona su prilagodene prema vrijednosti dobivenoj 2 dana nakon
tMCAOQ. * - znacajna razlika izmedu sojeva; * - P < 0.050, ** - P < 0.010, *** - P < 0.001,
dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za ponovljena mjerenja i post-hoc analizom prema
Sidaku.
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5.3.3. Validacija povetanja izrazaja receptora TLR2 nakon ishemijske ozljede
metodom protocne citometrije

Kako bi se potvrdilo da je in vivo bioluminiscencija dobar molekularni biljeg izrazaja receptora
TLR2, metodom proto¢ne citometrije je analiziran izrazaj TLR2 prije ishemije te 4 i 8 dana
nakon tMCAO kod miseva Wt(TIr2-luc). Nakon mozdanog udara najveci izrazaj receptora
TLR2 prisutan je na stanicama mikroglije i makrofaga (80), stoga su te populacije stanica
razdvojene u uzorcima izoliranih mozgova proto¢nim citometrom. Stanice mikroglije su
razdvojene na proto¢nom citometru primjenom antitijela specificnih za proteine CD11b i
CDA45, koji se nalaze na stani¢noj membrani. Kombiniranjem ovih antitijela su definirane dvije
populacije stanica: populacija mirujuée mikroglije bila je definirana kao CD11b*CD45%edni
dok je populacija CD11b*CD45Ys obuhvadala aktiviranu mikrogliju i makrofage. Nakon
razvrstavanja ovih populacija, odreden je izrazaj receptora TLR2 na svakoj populaciji zasebno.
Izrazaj receptora TLR2 bio je detektiran na populaciji mirujué¢e mikroglije kao i na populaciji
aktivirane mikroglije i makrofaga pa su rezultati prikazani kao udio ukupnih stanica mikroglije

(mirujuce i aktivirane) pozitivnih na izrazaj receptora TLR2.

S obzirom da su prilikom pripreme uzoraka za proto¢nu citometriju razdvojene hemisfere,
najprije je gledan udio TLR2" mikroglije za svaku hemisferu zasebno. Povecanje udjela TLR2*
mikroglije nakon tMCAO uoceno je na ipsilateralnoj i kontralateralnoj hemisferi u obje
promatrane vremenske tocke nakon mozdanog udara. Ipsilateralna hemisfera imala je znacajno
ve¢i udio TLR2" mikroglije na dane 4 (71.75 + 5.77% za ipsi, 33.86 + 13.60% za kontra; P <
0.001) i 8 (69.46 + 6.94% za ipsi, 17.07 + 4.98% za kontra; P < 0.001) nakon tMCAO (Slika
20B). Na ipsilateralnoj hemisferi udio mikroglije koja izrazava receptor TLR2 nije Se znac¢ajno
smanjio izmedu 4. i 8. dana nakon tMCAO (P = 0.995), ali uoeno je znafajno smanjenje na
kontralateralnoj hemisferi (P < 0.001) (Slika 20B). Zatim je analiziran udio TLR2" mikroglije
u cijelom mozgu. Prije izazivanja ishemijske ozljede mozga 7.40 + 1.57% stanica mikroglije u
cijelom mozgu je izrazavalo receptor TLR2 (Slika 20C). Nakon ishemije doslo je do znac¢ajnog
povecanja udjela TLR2" mikroglije. Najveé¢i udio TLR2* mikroglije uo¢en je 4 dana nakon
mozdanog udara (56.37 = 5.15%) te se znacajno smanjio do 8. dana (48.40 + 7.64%; P < 0.001)
(Slika 20C). Ipak, 8 dana nakon mozdanog udara udio TLR2* mikroglije ostao je znacajno
poviSen u odnosu na bazalne vrijednosti (P < 0.001). Ovim rezultatima potvrdeno je povecanje

izrazaja receptora TLR2 nakon mozdanog udara kod miseva Wt(TIr2-luc).
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Slika 20: Rezultati proto¢ne citometrije za analizu izrazaja receptora TLR2 na stanicama

mikroglije te na ostalim (ne-mijeloidnim i ne-imunosnim)

sustava. A) Reprezentativni prikaz strategije razvrstavanja stanica na proto¢noj citometriji.
Izrazaj receptora TLR2 analiziran je na sveukupnoj mikrogliji,
(CD11b*CD45%®h) i aktivirane mikroglije/makrofaga (CD11b*CD45Y°<) te na ne-
mijeloidnim i ne-imunosnim stanicama mozga (CD11b'CD45"). B) Udio TLR2" mikroglije u
hemisferama mozga miseva Wt(TIr2-luc) prije i nakon tMCAO. C) Udio TLR2* mikroglije u

cijelom mozgu miseva Wt(TIr2-luc) prije i nakon tMCAO.

pozitivne na izrazaj receptora TLR2 s neuroloskim deficitom 8

WIi(TIr2-luc). Punom linijom je oznacen pravac linearne regresije, a isprekidane krivulje
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oznacavaju 95%-tni interval pouzdanosti. Za korelaciju je napisana jednadZzba pravca linearne
regresije, Pearsonov koeficijent korelacije te statistiCka znacajnost. E) Izrazaj receptora TLR2
na ostalim stanicama srediSnjeg zivéanog sustava prikazan za svaku hemisferu zasebno. F)
Udio ostalih stanica cijelog mozga pozitivnih na receptor TLR2 kod miseva Wt(TIr2-luc) prije
i nakon tMCAO. # - znacajno u odnosu na bazalne vrijednosti, * - zna¢ajna razlika izmedu
hemisfera, + - znacajna razlika izmedu vremenskih tocaka; #/*/+ - P < 0.050, ##/**/++ - P <
0.010, ###/***[+++ - P < 0.001, dobiveno jednosmjernim (C i F) i dvosmjernim (B i E)

ANOVA testom za neponovljena mjerenja uz post-hoc analizu prema Tukey-u.

Kako bi se pokazao utjecaj receptora TLR2 na funkcionalni ishod nakon mozdanog udara udio
TLR2" mikroglije u cijelom mozgu je koreliran s neuroloskim deficitom. Znac¢ajna pozitivna
korelacija uoc¢ena je isklju¢ivo za vrijednosti dobivene u sub-akutnoj fazi mozdanog udara, 8
dana nakon tMCAO (R =0.65, P =0.032), dok u akutnoj fazi (4 dana nakon tMCAOQ) korelacija
nije bila znacajna (Slika 20D). Ovakav rezultat bi ponovno ukazivao na Stetnu ulogu receptora

TLR2 u funkcionalnom oporavku miseva nakon mozdanog udara.

lako je, osim na stanicama mikroglije i makrofaga, izrazaj TIr2 pronaden i u astrocitima i
oligodendrocitima, pokazalo se kako ove stanice imaju daleko manji izrazaj mRNA gena TIr2
u odnosu na mikrogliju i makrofage (73). S obzirom da proto¢na citometrija ima vecu
osjetljivost u odnosu na imunohistokemiju, bilo je omoguceno detektirati male koliCine
receptora TLR2 izraZene na stanicama srediSnjeg Ziv€anog sustava koje ne pripadaju
mijeloidnoj niti leukocitnoj liniji. Te stanice bile su definirane kao CD11b"CD45 populacija, a
obuhvaca astrocite, oligodendrocite, neurone i endotelne stanice. Medutim, prema podacima u
literaturi receptor TLR2 nije izraZzen na zrelim neuronima u mozgu odraslih Zivotinja (74).
Rezultati protocne citometrije prikazani su kao udio stanica CD11b"CD45 koje su pozitivne na
receptor TLR2 (Slika 20A). Prije izazivanja mozdanog udara bio je prisutan minimalni udio
stanica pozitivnih na receptor TLR2 (0.50 &+ 0.45%) (Slika 20F). Ovo je mnogo manji izrazaj
u odnosu na udio TLR2" mikroglije (7.40 = 1.57%) §to je bilo u skladu s ve¢ opisanim podacima
iz literature. Nakon izazivanja ishemijske lezije znacajno povecanje (P < 0.001) izraZaja
receptora TLR2 na ostalim stanicama sredi$njeg ziv€anog sustava uoceno je tek 8 dana nakon
tMCAO kada je 1.96 + 1.06% stanica bilo pozitivno na receptor TLR2 (Slika 20F). Gledajuci
rezultate po hemisferama povecanje izrazaja receptora TLR2 na dan 8 je bilo podjednako na

obje hemisfere mozga (1.89 + 1.14% za ipsi, 2.06 = 1.79% za kontra; P > 0.999) (Slika 20E).
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Ovakvi rezultati su ukazali da uz mikrogliju i1 ostale stanice srediSnjeg Ziv€anog sustava
doprinose intenzitetu bioluminiscencije posredovane receptorom TLR2 nakon mozdanog
udara. Medutim, ove stanice su imale znatno manji izrazaj receptora TLR2 te promijenjenu

vremensku dinamiku aktivacije izrazaja u odnosu na mikrogliju.
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5.4. Nedostatak receptora TLR2 dovodi do razvoja veée ishemijske lezije u

akutnoj fazi, ali i do brzeg funkcionalnog oporavka

5.4.1. MiSevi TIr2-/-(Tlr2-luc) imaju vecu ishemijsku leziju i izraZeniji edem
Kako bi se odredila uloga receptora TLR2 u razvoju ishemijske lezije volumen mozga i
ishemijske lezije misevi su longitudinalno pra¢eni snimanjem magnetske rezonancije tijekom
7 dana nakon tMCAO zahvata (Slika 21A). Najprije su gledane razlike u ukupnom volumenu
mozga te u volumenu pojedinih hemisfera kod misjih linija Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(Tlr2-luc).
Volumetrijska analiza T2 ponderiranih snimki pokazala je nesto veci ukupni volumen mozga
nakon tMCAO kod miseva Tlr2-/-(Tlr2-luc) u odnosu na Wt(Tlr2-luc), medutim ova razlika
nije bila statisticki znacajna (P = 0.257). Uocena je razli¢ita dinamika promjene ukupnog
volumena moZzdanog udara kod pojedinih sojeva. Dva dana nakon mozdanog udara oba soja su
imala znacajno veéi ukupni volumen mozga u odnosu na bazalne vrijednosti (P < 0.001 za oba
soja). Povecanje ukupnog volumena mozga u akutnoj fazi mozdanog udara bilo je posljedica
vazogenog edema. Kod miseva divljeg tipa ukupni volumen mozga vratio se na bazalnu
vrijednost (320.80 = 13.90 mm?®) do 4. dana (326.90 £ 16.93 mm?®) nakon tMCAO, a 7. dan
(312.60 = 9.53 mm®) je uoden znacajni gubitak (P = 0.002) volumena tkiva u odnosu na
vrijednost prije tMCAO (Slika 21B). Misevi s nedostatkom receptora TLR2 imali su
promijenjenu dinamiku promjene volumena mozga u odnosu na miseve divljeg tipa. Ukupni
volumen mozga bio je zna¢ajno veéi 2 (344.50 = 17.73 mm®, P < 0.001) i 4 dana nakon tMCAO
(338.60 + 15.03 mm?®, P < 0.001) u odnosu na poéetne vrijednosti (325.00 + 15.91 mm?®), a 7.
dan (323.20 + 13.47 mm?3) bio je usporediv s bazalnim vrijednostima (Slika 21B). Nije uo¢eno
znacajno smanjenje (P > 0.999) volumena mozga 7. dan kao kod miseva divljeg tipa. Prema
ovim podacima inhibicija receptora TLR2 rezultirala je odgodom gubitka tkiva u akutnoj fazi
mozdanog udara. Zatim je gledana promjena volumena ipsilateralne (lijeve) hemisfere mozga
na kojoj se nalazila ishemijska lezija. Volumen ipsilateralne hemisfere se povecao nakon
mozdanog udara kod oba soja, slicno kao 1 ukupni volumen mozga. Prije izazivanja mozdanog
udara nije bila prisutna razlika u volumenu ipsilateralne hemisfere izmedu miseva Wt(TIr2-luc)
(160.00 + 6.89 mm®) i TIr2-/-(Tlr2-luc) (162.40 + 7.76 mm?®), medutim 4 i 7 dana nakon
mozdanog udara misevi TIr2-/-(TIr2-luc) (dan 4: 188.00 + 13.92 mm?; dan 7: 179.70 + 13.07
mm?) su imali zna¢ajno veéi (dan 4: P = 0.027; dan 7: P = 0.019) volumen ipsilateralne
hemisfere mozga u odnosu na miseve Wt(TIr2-luc) (dan 4: 171.20 + 13.91 mm?; dan 7: 154.60
+ 4.95 mm®) (Slika 21C). Ovakve razlike u volumenu ipsilateralne hemisfere su upuéivale na
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postojanje razlika u intenzitetu edema nakon mozdanog udara kod miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-
[-(TlIr2-luc).
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Slika 21: Rezultati volumetrijske analize T2 ponderiranih snimki. A) Reprezentativne T2
ponderirane snimke promjene volumena ipsilateralne hemisfere (ocrtano crvenom linijom)
tijekom 7 dana nakon tMCAO kod miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc). B) Promjena
ukupnog volumena mozga u ovisnosti o vremenu nakon tMCAO kod sojeva TIr2-/-(Tlr2-luc) i
Wi(TIr2-luc). C) Promjena volumena ipsilateralne hemisfere u ovisnosti o vremenu proteklom
nakon izazivanja ishemije. Nedostatak receptora TLR2 odgodio je gubitak tkiva mozga u
akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara. # - znacajno u odnosu na bazalne vrijednosti, * -
znaCajna razlika izmedu sojeva; #/* - P < 0.050, ##/** - P < 0.010, ###/*** - P < 0.001,
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izraCunato dvosmjernim ANOVA testom za ponovljena mjerenja i post hoc analizom prema
Sidaku (#) te prema Tukey-u (*).

U akutnoj fazi mozdanog udara hiperintenzivni signal na T2 ponderiranim snimkama je
posljedica ishemijske lezije i vazogenog edema te se ova dva procesa ne mogu razluciti na ovim
snimkama (Slika 22A), medutim njihovi zasebni efekti se mogu odvojiti koriStenjem
matematickih formula (133). Kod oba soja indeks edema bio je najveci 2 dana (Wt(TIr2-luc):
15.91 £+ 9.51%; Tlr2-/-(Tlr2-luc): 20.58 + 11.07%) nakon tMCAOQ, te se smanjio na bazalne
vrijednosti do dana 7 (Slika 22B). Gledajuéi sveukupni ucinak kroz tri vremenske to¢ke nakon
tMCAOQO, misevi s TLR2 deficijencijom imali su znacajno veci (P = 0.048) edem u odnosu na
miseve divljeg tipa, medutim nije uoCena znacajna razlika u pojedinim vremenskim tockama
izmedu sojeva. Kako bi se upotpunili rezultati raCunanja edema mozga nakon mozdanog udara,
odreden je prosje¢ni T2 signal u podruc¢ju ishemijske lezije koji predstavlja indirektnu mjeru
koli¢ine vode tkivu. Dinamika prosje¢nog T2 signala pratila je dinamiku edema. Najveéi signal
zabiljezen je 2 dana nakon tMCAO (Wt(Tlr2-luc): 73.68 + 5.89, TIr2-/-(Tlr2-luc): 75.36 £ 5.50)
te se postepeno smanjio do dana 7 (Slika 22C). Razlika izmedu sojeva uo¢ena je 7 dana nakon
tMCAO kada su misevi TIr2-/-(TIr2-luc) imali znacajno veci prosjeéni T2 signal u podrucju
ishemijske lezije u odnosu na Wt(TIr2-luc) (Wt(TIr2-luc): 59.14 + 3.76, Tlr2-/-(Tlr2-luc): 64.79
+5.59, P =0.012).

Volumen ishemijske lezije najprije je prikazan kao volumen hiperintenzivnog signala ocrtanog
na T2 mapi. Vremenska dinamika promjene volumena ishemijske lezije takoder je pratila
dinamiku edema. Najveci volumen lezije je zabiljezena 2 dana nakon tMCAO (Wt(TIr2-luc):
82.91 £ 37.91 mm?; TIr2-/-(TIr2-luc): 101.02 + 40.21 mm?) te se postepeno smanjio do dana 7
(Wt(TIr2-luc): 31.90 = 14.79 mm?3; TIr2-/-(TIr2-luc): 55.27 + 33.58 mmq) (Slika 22D).
Medutim, nije uocena znacajna razlika izmedu sojeva (P = 0.070). S obzirom na pokazane
razlike u edemu, volumen ishemijske lezije prilagoden je prema indeksu edema te prikazan kao
postotak volumena ipsilateralne hemisfere zahvacen lezijom. Vremenska dinamika razvoja
ishemijske lezije odgovarala je promjeni volumena hiperintenzivnog signala koja je prethodno
opisana. Najveca ishemijska lezija bila je prisutna 2 dana nakon mozdanog udara (Wt(TIr2-
luc): 36.76 + 15.96%; Tlr2-/-(TIr2-luc): 45.00 + 17.16%), smanjila se do dana 7 (Wt(TIr2-luc):
22.34 + 9.37%; TIr2-/-(Tlr2-luc): 34.43 £+ 16.77%), medutim lezija nije u potpunosti nestala

(Slika 22E). Nije uocena statisticki znacajna razlika u veli¢ini ishemijske lezije u pojedinim
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vremenskim to¢kama izmedu miSeva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc), ali gledajuéi sveukupni

efekt misevi TIr2-/-(TIr2-luc) su imali vecu ishemijsku leziju (P = 0.046).
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Slika 22: Rezultati volumetrijske analize veli¢ine ishemijske lezije na T2 mapama misjih
mozgova. A) Reprezentativne T2 mape evolucije ishemijske lezije (ocrtano crvenom linijom)
tijekom 7 dana nakon tMCAO kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) i Wt(Tlr2-luc). B) Promjena
indeksa edema tijekom 7 dana nakon tMCAO kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) i Wt(TIr2-luc). C)
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Prosjeéni T2 signal izratunat za T2 mape u podru¢ju ishemijske lezije. Ova vrijednost
predstavlja indirektnu mjeru koli¢ine vode u tkivu zahvacenom ishemijskom lezijom. D)
Promjena volumena ishemijske lezije (izrazenog u mm?®) bez korekcije na edem kod sojeva
TIr2-/-(TIr2-luc) i Wt(TIr2-luc). E) Volumen ishemijske lezije prilagoden prema indeksu
edema te prikazan kao postotak ipsilateralne hemisfere zahvacen lezijom. Misevi s
onemoguéenim receptorom TLR2 su imali veci edem i leziju u odnosu na miseve Wt(TIr2-luc).
* - razlika izmedu sojeva; * - P <0.050; ** - P <0.010; *** - P <0.001, dobiveno dvosmjernim

ANOVA testom za ponovljena mjerenja te post-hoc analizom prema Sidaku.

Ovi rezultati su pokazali da je nedostatak receptora TLR2 doveo do formiranja vece ishemijske
lezije i do izrazenijeg edema u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara. Edem i ishemijska
lezija bili su najveéi 2 dana nakon tMCAO kod oba soja te su postepeno smanjeni do dana 7.
Takoder, promijenila se vremenska dinamika trajanja edema. Kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc)
edem se razrijeSio kasnije u odnosu na Wt(TIr2-luc) Sto je u konacnici rezultirao kasnijim

pocetkom gubitka ukupnog volumena tkiva mozga nakon mozdanog udara.

5.4.2. Brizi funkcionalni oporavak miSeva TIr2-/-(Tlr2-luc) nakon ishemijskog
osSteenja mozga

Uz volumen ishemijske lezije testovi procjene neuroloskog deficita i funkcionalnog oporavka
Zivotinja su vazni alati za procjenu ishoda moZdanog udara u pretklinickim studijama.
Analizom rezultata procjene neuroloskog deficita pokazano je da nema razlike u apsolutnim
vrijednostima neuroloskog deficita izmedu miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc) (P = 0.474)
(Slika 23A). Oba soja imala su sli¢an obrazac promjene neuroloskog deficita, najveci
neuroloski deficit uocen je 2 dana nakon tMCAO zahvata, a smanjio se do dana 7 (Slika 23A).
Ovakav obrazac promjene neuroloskog deficita pratio je promjene u volumenu ishemijske
lezije. Medutim, uocene su razlike u vremenskoj dinamici smanjenja neurolos$kog deficita
izmedu sojeva. Kod miseva Wt(TIr2-luc) znac¢ajno smanjenje (P = 0.013) neuroloskog deficita
uoceno je izmedu dana 4 (10.17 + 4.31 bodova) i 7 (6.08 + 1.94 bodova) nakon tMCAO, dok
se kod miseva TIr2-/-(Tlr2-luc) neuroloski deficit znacajno smanjio (P = 0.048) ve¢ izmedu
dana 2 (12.00 = 4.87 bodova) i 4 (9.90 + 4.45 bodova) nakon tMCAO (Slika 23A).
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Slika 23: Rezultati procjene neuroloskog deficita i gubitka tjelesne mase nakon tMCAO. A)
Promjena apsolutne vrijednosti neurolo$kog deficita u ovisnosti o vremenu nakon tMCAO. B)
Postotak smanjenja neuroloskog oste¢enja u odnosu na maksimalni deficit izmjeren 2 dana
nakon tMCAOQ. Kako bi se izraGunao postotak smanjenja neuroloskog ostecenja, sve vrijednosti
neuroloskog deficita izmjerene u kasnijim vremenskim to¢kama (na dane 4 1 7) su prilagodene
prema vrijednostima dobivenim 2 dana nakon tMCAO. C) Gubitak tjelesne mase kod miseva
TIr2-/-(TIr2-luc) i Wt(Tlr2-luc) u ovisnosti o vremenu nakon tMCAO. Tjelesna masa u
vremenskim tockama nakon tMCAO prikazana je kao postotak u odnosu na bazalne vrijednosti.
Misevi s nedostatakom rceptora TLR2 su imali bolju stopu neurolo§kog oporavka u odnosu na
miSeve divljeg tipa. * - razlika izmedu sojeva, + - razlika izmedu vremenskih toc¢aka; */+ - P <
0.050; **/++ - P < 0.010; ***/+++ - P < 0.001, dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za
ponovljena mjerenja uz post-hoc analizu prema Sidaku (*) ili prema Tukey-u (+).

Kako bi se odredilo koji sve parametri oSte¢enja moduliraju neurolo§ko oSteCenje nakon
ishemijske ozljede, koristeno je statisticko modeliranje logistiCkom regresijom za kategoricke
varijable. Model je testirao utjecaj nedostatka receptora TLR2, vremena nakon tMCAO,
volumena ishemijske lezije te intenziteta bioluminiscencije na neurolosko oste¢enje. Gledajuci
sveukupni model, pseudo R? je iznosio 0.524 (P < 0.001) ¢ime je objasnjeno 52.4% varijance
neuroloskog deficita, a statisticki znacajni utjecaj na neuroloski deficit su pokazali vrijeme
nakon tMCAO (B = -0.220, P = 0.011), volumen lezije (B = 0.063, P < 0.001) i
bioluminiscencija (B =2.47x10-8, P
statistiCki znacajan (B = 0.344, P

0.022), dok utjecaj nedostatka receptora TLR2 nije bio

0.262). Negativna korelacija neuroloskog deficita s

vremenom nakon tMCAO i njezin nedostatak s alokacijom zivotinja prema soju (tj. S
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nedostatkom receptora TLR2) bili su u skladu s rezultatima ANOVA testa. S druge strane,
pozitivna korelacija neuroloskog deficita s intenzitetom bioluminiscencije upucivala je na

poveznicu izmedu upale posredovane receptorom TLR2 i neuroloskog deficita nakon tMCAO.

Longitudinalni dizajn studije nam je uz procjenu funkcionalnog oste¢enja omogucio i pracenje
oporavka odredivanjem dinamike/postotka smanjenja deficita izmedu uzastopnih vremenskih
to¢aka. U tu svrhu postotak smanjenja neurolo§kog oStec¢enja prikazan je kao udio deficita u
odnosu na vrijednosti dobivene 2 dana nakon tMCAOQ, kada je bio prisutan najveéi deficit.
Rezultati su pokazali da misevi Tlr2-/-(TIr2-luc) imaju ve¢i postotak smanjenja neuroloskog
oStec¢enja U akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara u odnosu na miseve divljeg tipa (P =
0.042), a najveca razlika izmedu sojeva je uocena 7 dana nakon tMCAO (58.50 + 18.03% za
TIr2-/-(TIr2-luc) i 83.91 + 31.87% za Wt(TIr2-luc); P = 0.049) (Slika 23B).

Nadalje, statistickim modeliranjem pomocu viSestruke linearne regresije testirano je koji
parametri oSte¢enja moduliraju postotak smanjenja neuroloskog oStec¢enja. Testiran je utjecaj
nedostatka receptora TLR2, vremena nakon tMCAO, volumena ishemijske lezije,
bioluminiscencije i postotka smanjenja bioluminiscencije. Sveukupni model je predvidio 25.4%
varijance u stopi smanjenja neuroloskog deficita. Nedostatak receptora TLR2 i vrijeme nakon
tMCAOQO objasnili su 5.3% (P = 0.007) i 18.1% (P < 0.001) varijance, dok ukljuéivanje
volumena ishemijske lezije (0.2%, P = 0.586), intenziteta bioluminiscencije (1.5%, P = 0.103)
i postotka smanjenja bioluminiscencije (0.2%, P = 0.516) nije znacajno povecalo prediktivnu
vrijednost modela. Medutim, gledaju¢i pojedinacni ucinak, sve varijable, osim volumena
ishemijske lezije, pokazale su znacajnu korelaciju sa stopom smanjenja neuroloskog deficita.
Nedostatak receptora TLR2 (R =-0.231, P = 0.003) i vrijeme nakon tMCAO (R =-0.426, P <
0.001) imali su negativni Pearsonov koeficijent korelacije, ukazujuci da su Tlr2-/-(TIr2-luc)
miSevi imali vec¢i postotak smanjenja neuroloSkog oSte¢enja koja se povecavala tijekom
vremena, $to je bilo u skladu s rezultatima ANOVA testa. Nadalje, volumen ishemijske lezije
(R = 0.114, P = 0.088), bioluminiscencija (R = 0.302, P < 0.001) i postotak smanjenja
bioluminiscencije (R = 0.382, P < 0.001) su imali pozitivni Pearsonov koeficijent korelacije,
ukazujuc¢i da miSevi s ve¢om ishemijskom lezijom i1 ve€im intenzitetom upale posredovane

receptorom TLR2 imaju sporiji neuroloski oporavak nakon tMCAO.

Procjena gubitka tjelesne mase jos je jedan vazan pokazatelj zdravstvenog stanja i
funkcionalnog oporavka zivotinja. Suprotno oc¢ekivanjima, dinamika gubitka tjelesne mase nije

pratila trend neurolo$kog deficita. Kod oba soja najveé¢i gubitak tjelesne mase u odnosu na
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bazalne vrijednosti uo¢en je 4 dana nakon mozdanog udara, a zivotinje su vratile dio izgubljene
mase do dana 7 nakon tMCAO (Slika 23C). Misevi soja Tlr2-/-(Tlr2-luc) imali su znacajno
veéi gubitak tjelesne mase u odnosu na miseve divljeg tipa (P < 0.001), a najveca razlika je
uocena 7 dana nakon tMCAO (79.40 + 13.03% za TIr2-/-(Tlr2-luc) i 93.00 + 4.22% za Wt(Tlr2-
luc); P = 0.005) (Slika 23C).

5.4.3. Korelacija volumena ishemijske lezije i neuroloskog deficita
Neuroloski deficit i volumen ishemijske lezije su imali sliénu vremensku dinamiku, takoder
logisticka regresija je pokazala znacajnu poveznicu izmedu volumena ishemijske lezije i
neuroloskog deficita. Kako bi se dodatno okarakterizirala ovisnost neuroloskog deficita o
volumenu ishemijske lezije, izracunat je Pearsonov koeficijent korelacije zasebno za oba soja

te za sve vremenske tocke.

Dobivena je pozitivna korelacije volumena ishemijske lezije i neuroloskog deficita u sve tri
vremenske tocke nakon tMCAQ. Porastom volumena ishemijske lezije povecao se neuroloski
deficit. Korelacija je uo¢ena neovisno o prisutnosti receptora TLR2. Misevi bez funkcionalnog
receptora TLR2 su 2 dana (R =0.75, P <0.001) i 4 dana (R =0.72, P <0.001) nakon moZdanog
udara imali visoki Pearsonov koeficijent korelacije, dok je na dan 7 bio prisutan umjereni
koeficijent korelacije (R = 0.66, P = 0.011) (Slika 24). Za razliku od njih, misevi Wt(TIr2-luc)
su imali umjereni Pearsonov koeficijent korelacije 2 dana (R = 0.56, P < 0.001) i 4 dana (R =
0.58, P =0.005) nakon tMCAO, dok nadan 7 (R = 0.48, P = 0.096) korelacija nije bila znacajna
(Slika 24). Ovi rezultati pokazuju da se primijenjeni protokol procjene neuroloskog deficita
pokazao kao dobar prediktor volumena ishemijske lezije u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog

udara.
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Slika 24: Korelacija izmedu volumena ishemijske lezije (izrazene u mm?®) i neuroloskog
deficita 2 (A), 4 (B) i 7 (C) dana nakon tMCAO kod miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc).
Za svaku vremensku tocku i soj je napisana jednadZba pravca linearne regresije, Pearsonov
koeficijent korelacije te statistiCka znacajnost korelacije. Punim crtama oznaceni Su pravci
linearne regresije, dok isprekidane krivulje predstavljaju 95%-tne intervale pouzdanosti. D)
Neuroloski deficit prilagoden prema volumenu ishemijske lezije izmjerenom 2 dana nakon
tMCAO kod miseva Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc). Vidljivo je kako miSevi s nedostatkom
receptora TLR2 imaju znac¢ajno manji neuroloski deficit prilagoden prema volumenu lezije u
odnosu na miSeve Wt(TIr2-luc). E) Postotak smanjenja neuroloSkog deficita prilagodenog
prema volumenu ishemijske lezije u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara kod miseva
Wi(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc). Postotak smanjenja izra¢unat je u odnosu na maksimalnu
vrijednost dobivenu 2 dana nakon tMCAO. * - razlika izmedu sojeva, + - razlika izmedu
vremenskih toc¢aka; */+ - P < 0.050; **/++ - P < 0.010; ***/+++ - P < 0.001, dobiveno
dvosmjernim ANOVA testom za ponovljena mjerenja uz post-hoc analizu prema Sidaku (*) ili

prema Tukey-u (+).
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Temeljem rezultata korelacije i logisticke regresije, neuroloski deficit je prilagoden prema
volumenu lezije dobivenom 2 dana nakon tMCAO. Cilj ovakvog prikaza bio je ustvrditi kako
nedostatak receptora TLR2 utjece funkcionalno oStec¢enje prilagodeno na volumen ishemijske
lezije. Gledajuéi sveukupni efekt, nedostatak receptora TLR2 doveo je do nastanka manjeg (P
=0.010) prilagodenog neuroloskog deficita po volumenu ishemijske lezije. Najvec¢i neuroloski
deficit prilagoden prema veli¢ini ishemijske lezije bio je prisutan 2 dana nakon tMCAO kod
oba soja (Wt(TIr2-luc): 0.137 + 0.050 mm™>; TIr2-/-(TIr2-luc): 0.123 + 0.038 mm=) te se
smanjio do dana 7 (Wt(TIr2-luc): 0.101 £ 0.038 mm3; Tlr2-/-(TIr2-luc): 0.075 £ 0.027 mm™)
(Slika 24D). Nisu uocene statisti¢ki znacajne razlike izmedu sojeva za pojedine vremenske
toc¢ke, medutim kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) se neuroloski deficit prilagoden prema volumenu
lezije smanjio izmedu dana 2 14 (P = 0.015), dok je kod miseva Wt(TIr2-luc) smanjenje uoc¢eno
tek izmedu dana 4 i 7 (P = 0.009) (Slika 24D). Kako bi se dodatno opisala uo¢ena dinamika,
izracunat je postotak smanjenja neuroloskog deficita prilagodenog prema volumenu ishemijske
lezije, dakle neuroloski deficit prilagoden prema volumenu lezije izracunat u kasnijom
vremenskim tockama izrazen je kao postotak vrijednosti dobivenih 2 dana nakon tMCAOQO. U
skladu s prethodnim opazanjima, miSevi TIr2-/-(TIr2-luc) su imali veéi postotak smanjenja (P
= 0.007) neuroloSkog deficita prilagodenog prema volumenu ishemijske lezije u odnosu na
Wi (TIr2-luc) miSeve, a najveca razlika je uo¢ena 7 dana nakon tMCAO (Wt(TIr2-luc): 80.20 £
21.62%, TIr2-/-(Tlr2-luc): 56.71 + 17.39%; P = 0.034) (Slika 24E). Ovakvi rezultati su
pokazali da je nedostatak receptora TLR2 doveo do razvoja manjeg neuroloSkog deficita po
volumenu ishemijske lezije te do brZzeg smanjenja neuroloSkog oSte¢enja prilagodenog prema

volumenu lezije u odnosu na miseve s funkcionalnim receptorom TLR2.

5.4.4. Korelacija upale posredovane receptorom TLR2 s parametrima oStecenja
mozga nakon moZdanog udara
S obzirom da je linearnom regresijom pokazana poveznica izmedu volumena ishemijske lezije,
neuroloskog deficita i ja¢ine upale mjerene metodom in vivo bioluminiscencije, napravljene su
dodatne korelacije bioluminiscencije s ishemijskim oSte¢enjem. Korelacije su izracunate

zasebno za oba soja te za sve 3 vremenske tocke: 2, 4 1 7 dana nakon moZdanog udara.

Uocena je pozitivna korelacija izmedu volumena ishemijske lezije i bioluminiscencije 2 i 4
dana nakon mozdanog udara. Porastom Vvolumena ishemijske lezije se povecavala

bioluminiscencija, tj. izrazaj gena TIr2. Korelacija je uocena kod oba soja, dakle nije ovisila o
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prisutnosti proteinskog produkta TLR2. Dva dana nakon mozdanog udara oba soja su imala
umjerenu korelaciju izmedu volumena ishemijske lezije i bioluminiscencije (R = 0.51 za Tlr2-
/-(TIr2-luc), P = 0.003; R = 0.53 za Wt(TIr2-luc), P = 0.002) (Slika 25A). Cetiri dana nakon
mozdanog udara miSevi Wt(TIr2-luc) su zadrzali umjerenu korelaciju (R = 0.59, P = 0.005) dok
je soj Tlr2-/-(TIr2-luc) pokazivao visoku korelaciju (R = 0.82, P < 0.001) izmedu volumena
ishemijske lezije i bioluminiscencije (Slika 25B). Sedam dana nakon tMCAO nije dobivena
korelacija izmedu volumena ishemijske lezije i bioluminiscencije (R = 0.25 za Tlr2-/-(TIr2-
luc), P =0.411; R =0.11 za Wt(TIr2-luc), P = 0.709). Razlog za ovakav rezultat je ¢injenica da
je na dan 7 bioluminiscencija bila usporediva s bazalnim vrijednostima, dok su misevi
istovremeno imali izraZzenu leziju. Takoder, usporedivani su nagibi pravaca linearne regresije,
ali nisu uoCene razlike izmedu sojeva. Intenzitet upale posredovane genom TIr2 pracen
bioluminiscencijom pokazao se kao dobar prediktor veli¢ine ishemijske lezije u akutnoj fazi

mozdanog udara, neovisno o prisutnosti funkcionalnog receptora TLR2.

S obzirom na pokazanu korelacija izmedu volumena ishemijske lezije i bioluminiscencije,
rezultati bioluminiscencije su prilagodeni prema volumenu ishemijske lezije izmjerenom 2
dana nakon tMCAO (izrazenom u mm?®). Cilj je bio odrediti utjecaj prisutnosti receptora TLR2
na intenzitet upale po volumenu ishemijske lezije. Sveukupno, misevi Tlr2-/-(TIr2-luc) su imali
manju bioluminiscenciju prilagodenu prema volumenu ishemijske lezije u odnosu na soj
Wit(TIr2-luc) (P = 0.031). Nije dobivena znacajna razlika izmedu sojeva na pojedinim
vremenskim tockama, medutim uocCene su razlike u dinamici razmjera smanjenja
bioluminiscencije prilagodene prema volumenu ishemijske lezije. Kod soja Wt(Tlr2-luc)
znacajni pad (P = 0.009) je uoden tek izmedu dana 2 (6.17x10° + 3.18x10° foton/s/mm?) i 7
(4.19x10° + 2.75x10° foton/s/mm?), dok je kod soja TIr2-/-(TIr2-luc) do znacajnog pada (P <
0.001) doglo izmedu dana 4 (3.66x10° + 1.43x105 foton/s/mm?) i 7 (2.34x10° + 1.12x10°
foton/s/mm?) nakon tMCAO (Slika 25C). Kako bi se istaknule razlike u postotku smanjenja
bioluminiscencije prilagodene prema volumenu ishemijske lezije, svi rezultati su normalizirani
na vrijednosti dobivene 2 dana nakon tMCAO. Gledajuc¢i sveukupni efekt, misevi TIr2-/-(TIr2-
luc) su imali vece smanjenje bioluminiscencije prilagodene prema volumenu ishemijske lezije
u odnosu na soj Wt(Tlr2-luc) (P < 0.001). Znacajne razlike su uocCene u Svim promatranim
vremenskim tockama: 4 (61.33 = 23.16% za TIr2-/-(TIr2-luc), 85.61 + 27.33% za Wt(TIr2-luc);
P = 0.021) i 7 dana nakon mozdanog udara (41.54 + 14.03% za TIr2-/-(TIr2-luc), 68.91 +
25.56% za Wt(TIr2-luc); P = 0.019) (Slika 25D). Ovi rezultati pokazuju da je nedostatak
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receptora TLR2 doveo do smanjene razine bioluminiscencije prilagodene prema volumenu

ishemijske lezije u akutnoj fazi mozdanog udara.
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Slika 25: Poveznica izmedu rezultata magnetske rezonancije i in vivo bioluminiscencije za
miseve Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc). Korelacija izmedu volumena ishemijske lezije (u mm?3)
i bioluminiscentnog signala (foton/s) 2 (A) i 4 (B) dana nakon tMCAO kod miseva Wt(Tlr2-
luc) i TIr2-/-(TIr2-luc). Za svaki soj je napisana jednadzba pravca linearne regresije te je
izraCunat Pearsonov koeficijent korelacije i Statisticka znacajnost korelacije. Pune linije
predstavljaju pravce linearne regresije, dok isprekidane linije pokazuju 95%-tne intervale
pouzdanosti. C) Bioluminiscencija prilagodena prema volumenu lezije dobivenom 2 dana
nakon tMCAO. Vidljivo je kako miSevi s nedostatkom receptora TLR2 imaju zna¢ajno manju
bioluminiscenciju prilagodenu prema volumenu lezije u odnosu na miseve Wt(TIr2-luc). D)
Postotak smanjenja bioluminiscencije prilagodene prema volumenu ishemijske lezije. # -
znacajno u odnosu na bazalne vrijednosti, * - znaajna razlika izmedu sojeva, + - znacajna

razlika izmedu vremenskih toc¢aka; #/*/+ - P < 0.050, ##/**/++ - P < 0.010, ###/***/[+++ - P <
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0.001, dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za ponovljena mjerenja i post-hoc analizom

prema Sidaku (*) i prema Tukey-u (#1i +).

Zatim, kako bi se upotpunili rezultati logisticke regresije kojom je pokazana poveznica izmedu
bioluminiscencije i1 neuroloSkog oStec¢enja, napravljena je korelacija izmedu neuroloskog
deficita i bioluminiscencije zasebno za miseve Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc) u svim
promatranim vremenskim tockama. Dobivena je pozitivha korelacija neuroloskog deficita i
bioluminiscencije, tj. pove¢anjem neuroloskog deficita istovremeno Se povecao izrazaj gena
Tlr2. Umjerena korelacija bioluminiscencije i neuroloskog deficita uo¢ena je 4 dana nakon
tMCAO kod oba soja (Wt(TIr2-luc): R =0.58, P = 0.011; TIr2-/-(TIr2-luc): R =0.63, P = 0.020)
(Slika 26A). Dva dana nakon tMCAQ misevi Wt(TIr2-luc) (R =0.38, P = 0.032) su imali slabu
korelaciju izmedu bioluminiscencije i neuroloskog deficita, dok kod miseva Tlr2-/-(TIr2-luc)
korelacija nije bila statisti¢ki znac¢ajna (R = 0.26, P = 0.147). Medutim, 7 dana nakon tMCAO
misevi Tlr2-/-(Tlr2-luc) (R = 0.70, P = 0.006) su imali visoki koeficijent korelacije izmedu
bioluminiscentnog i neuroloskog deficita dok kod miseva Wt(TIr2-luc) (R = 0.17, P = 0.585)
vise nije bilo korelacije (Slika 26B). Bioluminiscencija se pokazala kao dobar prediktor
neuroloskog deficita neovisno o prisutnosti funkcionalnog receptora TLR2 isklju¢ivo 4 dana
nakon tMCAO. U ostalim vremenskim to¢kama pouzdanost predikcije neuroloskog ostecenja
procjenom upale posredovane genom TIr2 uvelike je ovisila o prisutnosti samog receptora
TLR2.

Sljede¢i cilj bio je pokazati utjecaj receptora TLR2 na upalni odgovor prilagoden prema
neuroloskom ostecenju. U tu svrhu rezultati bioluminiscencije korigirani su na neuroloski
deficit izmjeren 2 dana nakon tMCAO. Sli¢no prethodnim rezultatima, bioluminiscencija
prilagodena prema neuroloskom deficitu bila je najveca 2 dana nakon tMCAO (Wt(TIr2-luc):
3.98x10° £ 1.46x10° foton/s, TIr2-/-(TIr2-luc): 3.98x10° + 1.84x10° foton/s) kod oba soja te se
postepeno smanjila do dana 7 (Slika 26C). Sveukupno gledajué¢i, misevi bez funkcionalnog
receptora TLR2 su imali manju (P = 0.004) bioluminiscenciju prilagodenu prema neuroloskom
deficitu u odnosu na miseve Wt(TIr2-luc), a razlike izmedu sojeva bile su prisutne 4 (Wt(TIr2-
luc): 3.37x10° £ 1.73x108 foton/s, TIr2-/-(TIr2-luc): 2.30x10° £ 1.13x10° foton/s; P = 0.017) i
7 (Wt(TIr2-luc): 3.53x10° + 1.93x10° foton/s, TIr2-/-(TIr2-luc): 1.55x10° + 7.07x10° foton/s;
P = 0.029) dana nakon tMCAO (Slika 26C). Zatim su rezultati normalizirani na vrijednosti

dobivene 2 dana nakon tMCAO kako bi se utvrdile razlike izmedu sojeva u postotku smanjenja
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bioluminiscencije prilagodene prema neuroloskom deficitu. MiSevi bez funkcionalnog
receptora TLR2 imali su ve¢i (P < 0.001) postotak smanjenja bioluminiscencije prilagodene
prema neurolo§kom deficitu u odnosu na zivotinje Wt(TIr2-luc), a razlike su bile prisutne 4
(Wt(TIr2-luc): 85.61 + 27.33%, Tlr2-/-(Tlr2-luc): 58.41 + 20.16%; P = 0.006) i 7 (Wt(Tlr2-
luc): 68.91 + 25.56%, TIr2-/-(Tlr2-luc): 41.42 + 14.65%; P = 0.020) dana nakon tMCAO (Slika
26D). Sveukupno gledajué¢i, nedostatak receptora TLR2 doveo je do smanjene upale
posredovane aktivacijom gena TIr2 prilagodene prema jacini neurolo$kog osStecenja te do
njenog veceg postotka smanjenja. Misevi s onemogucenim receptorom TLR2 imali su maniji

upalni odgovor nakon tMCAOQ u odnosu na miSeve Wt(TIr2-luc) s istim neurolo$kim deficitom.

A) Dan 4 B) R Dan 7
8107 ; = 8107
@ =
s o
= k<] 5
8 61071 5 10
@ g
: g
=] (= l
e a7 4107
ke 4-10 3 ]
° . <] ’
s ) a
T 2:107 §2-10 .
2 2
35 -]
0 1 T 1 1 1 0
0 5 10 15 200 25 0 5 10 15 20 25
Neuroloski deficit Neuroloski deficit
- TIr2-/- Y =940135"X + 14266640 R =0.58 P=0.011 - TIr2-/- ¥ = 3712973*X - 3611892 R =0.70 P=0.006
= Wt Y =2123818"X + 14333020 R = 0.63 P =0.002 - Wt Y =625387"X + 17833123 R=0.17 P =0.585
C) Bioluminiscencija prilagodena prema D) Postotak smanjenja bioluminiscencije
neuroloskom deficitu prilagodene prema neurolo$kom deficitu
10 6= P=0017 P=0.029 -
6-10 P>0099 * 150
5 - P=0.006
o X w  P=0020
5~ )
o 410°7 = c 100
I o3 = TIr2-/-(Tir2-luc)
§ I° = 0.69 -&-TIr2-/-(TIr2-luc) 2 g & WH(TIr2-luc)
1 =+ Wit(TIr2-luc 8 2
21 06_ ( ) o 8 50
w C
?3
e P <0.001
P=0.004
0= T T T 0= T T
Q o] Q"“‘I Qv Q/‘\ (:\J QV Q’.\
< I 3 o @ & &
Q g Q 9 q ¥ 9 4

Slika 26: Poveznica izmedu neuroloskog oste¢enja i rezultata in vivo bioluminiscencije za
misSeve WIt(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc). Korelacije izmedu neuroloskog deficita i
bioluminiscencije (ukupni protok fotona, foton/s) 4 (A) i 7 (B) dana nakon tMCAO kod miseva
Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc). Za svaku korelaciju napisana je jednadzba pravca linearne

regresije, Pearsonov koeficijent korelacije i statisticka znacajnost korelacije. Punom linijom
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prikazani su pravci linearne regresije, a isprekidane krivulje pokazuju 95%-tne intervale
pouzdanosti. C) Bioluminiscencija prilagodena prema ja¢ini neurolo§kog oste¢enja dobivena
korekcijom rezultata bioluminiscencije na neuroloski deficit izmjeren 2 dana nakon tMCAO.
Vidljivo je kako miSevi s nedostatkom receptora TLR2 imaju znacajno manju
bioluminiscenciju prilagodenu prema neuroloskom deficitu u odnosu na miseve Wt(TIr2-luc).
D) Postotak smanjenja bioluminiscencije prilagodene prema neuroloskom deficitu. * - znacajna
razlika izmedu sojeva; * - P < 0.050, ** - P < 0.010, *** - P < 0.001, dobiveno dvosmjernim

ANOVA testom za ponovljena mjerenja s post-hoc korekcijom prema Sidaku.
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5.5. Nedostatak receptora TLR2 dovodi do promjena u aktivaciji imunosnih

stanica nakon ishemijske lezije mozga

5.5.1. Nedostatak receptora TLR2 pospjeSuje smanjenje udjela aktivirane
mikroglije nakon moZdanog udara

Aktivacija mikroglije nakon ishemijskog mozdanog udara karakterizirana je promjenom
morfologije stanice, promjenom u izrazaju povrSinskih receptora i lu¢enjem citokina te ima
vaznu ulogu u pokretanju procesa upale sredi$njeg zivéanog sustava (22). U ovom istrazivanju
aktivacija mikroglije u mozgu nakon mozdanog udara pracena je metodom protocne
citometrije. Jedna od karakteristika aktivirane mikroglije je povecan izrazaj povrSinskog
receptora CDA45, stoga se taj biljeg primjenjuje se za razlikovanje aktivirane i mirujuée
mikroglije metodom proto¢ne citometrije. Miruju¢a mikroglija definirana je kao populacija
stanica koje imaju srednje jaki intenzitet fluorescentnog signala na proto¢nom citometru za
biljeg CD45, dok aktivirana mikroglija ima visoki intenzitet signala za CD45. Uz CD45 na
proto¢noj citometriji Koristi se jos i CD11b, biljeg mijeloidne linije, za definiranje populacije
stanica mikroglije (139). Stoga je mirujuc¢a mikroglija u ovim pokusima bila definirana kao
populacija stanica CD11b*CD45%°Mi g aktivirana mikroglija je definirana kao
CD11b*CD45"K Treba napomenuti da se u populaciji stanica aktivirane mikroglije nalaze i
makrofagi koji imaju isti ekspresijski profil (CD11b*CDA45") te se koristenjem antitijela
CD11b i CD45 ne mogu razlikovati ove dvije vrste stanica (140, 141).

Najprije je analizirana miruju¢a mikroglija (CD11b*CD45*’) a rezultati su prikazani kao
udio miruju¢e mikroglije u ukupnom broju stanica mikroglije. Prije izazivanja ishemijske lezije
prevladavala je miruju¢a mikroglija s udjelom ve¢im od 98%, a nedostatak receptora TLR2 nije
promijenio udio mirujuée mikroglije prije izazivanja ishemijske lezije (P > 0.999). Cetiri dana
nakon tMCAO kod oba soja je doslo do smanjenja (P < 0.001) udjela miruju¢e mikroglije na
ipsilateralnoj hemisferi (72.20 + 15.22% za TIr2-/-(TIr2-luc), 78.95 + 12.23% za Wt(TIr2-luc))
u odnosu na kontralateralnu (98.45 + 0.76% za Tlr2-/-(TIr2-luc), 98.72 + 0.75% za Wt(TIr2-
luc)), medutim nije bila prisutna razlika izmedu sojeva (P = 0.373) (Slika 27A). Do 8. dana
udio mirujuc¢e mikroglije na ipsilateralnoj hemisferi znacajno se povec¢ao u odnosu na dan 4 (P
< 0.001) kod miseva TIr2-/-(Tlr2-luc) (94.37 + 4.17%), ¢ime se vratio na bazalnu vrijednost
(98.70 + 0.54%), dok je na kontralateralnoj hemisferi (98.62 + 0.65%) ostao nepromijenjen.
Kod miseva Wt(Tlr2-luc) 8 dana nakon mozdanog udara udio mirujuée mikroglije na

ipsilateralnoj hemisferi (86.89 + 8.62%) ostao je znacajno smanjen u odnosu kontralateralnu
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hemisferu (97.87 = 0.90%; P = 0.009) te u odnosu na bazalnu vrijednost (98.55 + 0.76%; P <
0.001) (Slika 27A).
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Slika 27: Rezultati proto¢ne citometrije za udio mirujuce (A) i aktivirane mikroglije i
makrofaga (B). Analizirani su misji mozgovi sojeva Wt(Tlr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc) izolirani
prije operacije te 4 i 8 dana nakon tMCAO. Korelacije izmedu volumena ishemijske lezije
(izrazenog u mm?®) 4 dana nakon tMCAO i udjela aktivirane (C) i mirujuée mikroglije (D) u
cjelokupnom mozgu miseva Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(TlIr2-luc). Za svaku korelaciju napisana je
jednadzba pravca linearne regresije, Pearsonov koeficijent korelacije i statisticka znacajnost
korelacije. Punim crtama oznaceni su pravci linearne regresije, dok isprekidane krivulje
predstavljaju 95%-tne intervale pouzdanosti. # - znac¢ajno u odnosu na bazalne vrijednosti, * -
znacajna razlika izmedu sojeva ili hemisfera, + - znacajna razlika izmedu vremenskih tocaka;
#/*/+ - P < 0.050, ##/**/++ - P < 0.010, ###/***[+++ - P < 0.001, dobiveno dvosmjernim

ANOVA testom za neponovljena mjerenja uz post-hoc analizu prema Tukey-u.
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Udio aktivirane mikroglije i makrofaga pokazao je recipro¢ne rezultate. Bazalne vrijednosti su
bile manje od 1.50% za oba soja te nije bilo razlike izmedu sojeva (P > 0.999). Medutim, 4
dana nakon izazivanja ishemijske lezije uoceno je znacajno povecanje udjela aktivirane
mikroglije i makrofaga na ipsilateralnoj hemisferi u odnosu na kontralateralnu kod miseva
Wi(TIr2-luc) (21.05 £ 12.23% 1 1.28 + 0.75%; P < 0.001) i Tlr2-/-(TIr2-luc) (30.96 + 13.78% i
1.77 + 0.66%; P < 0.001) (Slika 27B). Udjeli aktivirane mikroglije i makrofaga na
kontralateralnoj hemisferi su i nakon mozdanog udara bile usporedive s bazalnim vrijednostima
kod oba soja (P > 0.999). Ovakvi rezultati su ukazivali da se aktivacija mikroglije i infiltracija
makrofaga u tkivo mozga odvija isklju¢ivo u hemisferi zahvacenoj ishemijskom ozljedom.
Misevi s onemogucenim receptorom TLR2 imali su vec¢i (P = 0.012) udio aktivirane mikroglije
na ipsilateralnoj hemisferi 4 dana nakon mozdanog udara u odnosu na soj Wt(TIr2-luc). Taj
udio se kod miseva Tlr2-/-(Tlr2-luc) znac¢ajno smanjio (P < 0.001) do 8. dana (5.90 + 4.02%),
kada je bio usporediv s bazalnom vrijednosti (1.30 £ 0.54%; P = 0.550) (Slika 27B). Kod soja
Wi(TIr2-luc) nije uoeno smanjenje udjela aktivirane mikroglije i makrofaga na ipsilateralnoj
hemisferi 8 dana (13.11 + 8.624%) nakon mozdanog udara u odnosu na 4. dan (P = 0.083).
Sukladno, kod miseva Wt(TIr2-luc) udio aktivirane mikroglije i makrofaga na ipsilateralnoj
hemisferi ostao je povecan u odnosu na vrijednosti kontralateralne hemisfere (2.13 + 0.90%; P
= 0.002) te u odnosu na bazalnu vrijednost (0.82 =+ 0.54%; P < 0.001) (Slika 27B). Na dan 8
vise nije bilo znacajne razlike izmedu sojeva (P = 0.124) u udjelu aktivirane mikroglije i

makrofaga.

Rezultati protocne citometrije pokazali su vecu inicijalnu aktivaciju mikroglije nakon
mozdanog udara kod miSeva s nedostatkom receptora TLR2, medutim ove vrijednosti su
Znacajno smanjene do 8. dana. Kod miSeva s funkcionalnim receptorom TLR2 nije doSlo do
ovako znafajnog pada aktivacije mikroglije, $to upucuje na potencijalnu ulogu TLR2 u

regulaciji procesa aktivacije mikroglije nakon mozdanog udara.

Kako bi se utvrdila povezanost aktivacije mikroglije i volumena ishemijske lezije, napravljena
je linearne regresija te je izraCunat Pearsonov koeficijent korelacije. Znacajne korelacije
dobivene su za udjele mikroglije 4 dana nakon tMCAQO, dok rezultati izmjereni 8 dana nakon
tMCAO nisu pokazali znacajnu korelaciju s volumenom lezije. Nadalje, korelacija je bila
prisutna samo za vrijednosti aktivirane mikroglije izraCunate za cjelokupni mozak, dok udio
aktivirane mikroglije i makrofaga iskljuCivo na ipsilateralnoj hemisferi nije korelirao s

volumenom ishemijske lezije. Ovakvi rezultati upucuju da je za optimalnu predikciju volumena
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ishemijske lezije potrebno promatrati vrijednosti za cjelokupni mozak, bez obzira Sto nije
uoceno znacajno povecanje aktivirane mikroglije na kontralateralnoj hemisferi. Udio mirujucée
mikroglije pokazao je negativnu korelaciju s volumenom lezije kod oba soja ukazujuci da se
porastom volumena lezije istovremeno smanjuje udio mirujuc¢e mikroglije (Wt(TIr2-luc): R = -
0.54, P = 0.069; TIr2-/-(Tlr2-luc): R = -0.67, P = 0.034) (Slika 27C). Sukladno ovim
opazanjima, udio aktivirane mikroglije pokazao je pozitivnu korelaciju s volumenom lezije kod
oba soja, te su Pearsonovi koeficijenti korelacije imali recipro¢ne vrijednosti u odnosu na
rezultate za mirujuc¢i mikrogliju (Wt(Tlr2-luc): R = 0.54, P = 0.069; TIr2-/-(TIr2-luc): R =0.67,
P =0.034) (Slika 27D). Povec¢anjem volumena ishemijske lezije istovremeno Se povecao udio
aktivirane mikroglije u mozgu. Sveukupno gledajuci, ovakvi rezultati pokazuju da je koli¢ina
mirujuce i aktivirane mikroglije 4 dana nakon mozdanog udara bila dobar prediktor volumena

ishemijske lezije, neovisno o prisutnosti funkcionalnog receptora TLR2.

5.5.2. Smanjeno nakupljanje limfocita nakon mozZdanog udara kod miseva Tlr2-
/-(TIr2-luc)

Osim imunoloskih stanica sredi$njeg ziv€anog sustava, metodom proto¢ne citometrije pracena
je infiltracija limfocita u tkivo mozga nakon ishemijskog mozdanog udara. Limfociti izrazavaju
biljeg pan-leukocita CD45, ali ne izrazavaju biljeg mijeloidne linije CD11b. Stoga je populacija
limfocita na proto¢noj citometriji bila definirana kao CD11b"CD45" (Slika 28A). Udio
limfocita u ukupnom broju stanica bio je normaliziran na vrijednosti prije intervencije pa su
konacni rezultati prikazani kao stopa povecanja udjela limfocita u mozgu nakon mozdanog

udara.

Najprije su analizirani rezultati udjela limfocita za svaku hemisferu zasebno. Nakupljanje
limfocita nakon mozdanog udara bilo je prisutno isklju¢ivo u ipsilateralnoj hemisferi soja
Wi(TIr2-luc). Sve vrijednosti stope povecanja limfocita za soj TIr2-/-(Tlr2-luc) i za
kontralateralnu hemisferu soja Wt(TIr2-luc) bile su usporedive s bazalnim rezultatima (Slika
28B). Cetiri dana nakon mozdanog udara udio limfocita u ipsilateralnoj hemisferi soja Wt(TIr2-
luc) povecao se 3.60 + 1.55 puta (P = 0.002), dok je do 8. dana udio limfocita bio 5.31 + 3.32
puta vec¢i u odnosu na vrijednosti prije mozdanog udara (P < 0.001) (Slika 28B). U obje
vremenske toCke povecanje limfocita u ipsilateralnoj hemisferi soja Wt(TIr2-luc) bilo je
znacajno vece u odnosu na vrijednosti kontralateralne hemisfere (P < 0.001) te u odnosu na

miseve TIr2-/-(Tlr2-luc) (P < 0.001).

109



Iz podataka za hemisfere izraCunato je povecanje limfocita u cijelom mozgu. Rezultati su
ponovno pokazali izrazeno nakupljanje limfocita nakon mozdanog udara iskljucivo kod soja
Wi(TIr2-luc). Na dan 4 misevi TIr2-/-(Tlr2-luc) su imali udio limfocita usporediv s bazalnom
vrijednosti (0.95 + 0.59 puta veci, P >0.999). Soj Wt(TIr2-luc) imao je nesto ve¢i udio limfocita
(1.80 + 1.03 puta veci) 4 dana nakon mozdanog udara, medutim ova vrijednost nije bila
znacajno veca (P = 0.254) u odnosu na soj TIr2-/-(Tlr2-luc) (Slika 28C). Osam dana nakon
mozdanog udara udio limfocita je ostao na razini bazalne vrijednosti kod miseva Tlr2-/-(TIr2-
luc) (0.62 + 0.45 puta veéi, P = 0.889). Kod soja Wt(TIr2-luc) doslo je do povecanja udjela
limfocita (2.66 + 1.38 puta veéi) koji je sada bio statisticki znac¢ajno veé¢i u odnosu na soj TIr2-
[-(TIr2-luc) (P < 0.001) i na bazalne vrijednosti (P = 0.01) (Slika 28C). Sveukupno gledajuci,
nedostatak receptora TLR2 doveo je do smanjene infiltracije limfocita u tkivo mozga nakon
ishemijske ozljede, ukazujuc¢i na njegovu vaznu ulogu u regulaciji imunolo§kog odgovora

posredovanog infiltriraju¢im limfocitima iz periferne krvi.
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Slika 28: Rezultati analize udjela limfocita metodom proto¢ne citometrije U mozgovima miseva
Wi(TIr2-luc) i TIr2-/-(Tlr2-luc). A) Prikaz strategije razvrstavanja imunosnih stanica na
proto¢noj citometriji. Limfociti su bili definirani kao populacija stanica pozitivnih za izrazaj
receptora CD45, ali negativnih za CD11b (CD11b"CD45"). Rezultati kvantifikacije limfocita
prikazani kao stopa poveéanja u odnosu na bazalne vrijednosti po hemisferama (B) te u cijelom
mozgu (C). Vidljivo je povecanje udjela limfocita 8 dana nakon tMCAO iskljucivo kod miSeva
WIt(TIr2-luc). # - znacajno u odnosu na bazalne vrijednosti, * - znacajna razlika izmedu sojeva
ili hemisfera; #/* - P < 0.050, ##/** - P < 0.010, ###/*** - P < 0.001, dobiveno dvosmjernim

ANOVA testom za neponovljena mjerenja te post-hoc analizom prema Tukey-u.
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5.6. Nedostatak receptora TLR2 smanjuje izrazaj biljega upale posredovane

mikroglijom nakon ishemijskog mozdanog udara

5.6.1. Nedostatak receptora TLR2 dovodi do smanjenog izrazaja CD68 nakon
ishemije

Osim povecanja izrazaja CD45, aktivirana mikroglija ima povecani izrazaj mnogih drugih
biljega upale, ukljucuju¢i i CD68. Udio mikroglije koja izrazava receptor CD68 nakon
mozdanog udara prac¢en je metodom proto¢ne citometrije. Podaci su prikazani kao udio ukupnih
stanica mikroglije koje izrazavaju receptor CD68, a njegov izrazaj je uocen na populaciji
miruju¢e mikroglije kao i na populaciji aktivirane mikroglije i makrofaga. Prije izazivanja
ishemijske lezije mozga izrazaj CD68 bio je minimalan, manje od 2% stanica mikroglije je
izrazavalo ovaj receptor ukazujuci na odsustvo procesa upale. Nije uocena razlika izmedu
sojeva u izrazaju CD68 prije izazivanja ishemijske lezije. Cetiri dana nakon ishemijske lezije
znacajno se povecao udio mikroglije koji izrazava CD68 kod oba soja, upucuju¢i na
diferencijaciju mikroglije iz mirujuceg u pro-upalni M1 fenotip. Aktivacija CD68 bila je vise
izrazena na ipsilateralnoj hemisferi, medutim doslo je i do povecanja udjela CD68" mikroglije
na kontralateralnoj hemisferi. Soj Wt(TIr2-luc) je 4 dana nakon tMCAO imao znacajno veci
udio CD68" mikroglije na ipsilateralnoj hemisferi u odnosu na soj TIr2-/-(TIr2-luc) (16.28 +
3.85% za Wi(TIr2-luc), 12.11 + 3.17% za Tlr2-/-(Tlr2-luc); P = 0.044) (Slika 29B). Udio
CD68* mikroglije na kontralateralnoj hemisferi iznosio je 5.52 + 2.54% kod soja Tlr2-/-(Tlr2-
luc), $to je znacajno vece u odnosu na bazalnu vrijednost (0.77 + 0.42%; P = 0.003). Povecanje
udjela CD68 na kontralateralnoj hemisferi 4 dana nakon mozdanog udara bilo je prisutno i kod
soja Wt(TIr2-luc) (4.33 + 2.62%), medutim ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna u odnosu
na bazalnu vrijednost (1.26 + 0.72%; P = 0.138) (Slika 29B). Osam dana nakon mozdanog
udara vrijednosti udjela CD68* mikroglije na ipsilateralnoj hemisferi bile su usporedive s
vrijednostima 4. dana (15.36 + 4.95% za Wt(TIr2-luc), 12.63 + 4.43% za TIr2-/-(TIr2-luc)), ali
se izgubila statisticki znacajna razlika izmedu sojeva (P = 0.498) (Slika 29B). Nadalje, uoc¢eno
je smanjenje udjela CD68 na kontralateralnoj hemisferi 8 dana nakon mozdanog udara kod oba
soja (1.56 + 0.65% za Wt(TIr2-luc), 4.40 + 3.22% za Tlr2-/-(Tlr2-luc)) s time da je udio CD68*
mikroglije kod TlIr2-/-(TIr2-luc) miseva ostao znacajno povecan u odnosu na bazalnu vrijednost
(P = 0.025) dok je kod soja Wt(TIr2-luc) bio usporediv s bazalnom vrijednosti (P > 0.999)
(Slika 29B).
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S obzirom da je CD68 biljeg pro-upalnog M1 fenotipa mikroglije i procesa fagocitoze
posredovane mikroglijom i makrofagima, ovi rezultati su potvrdili prisutnost upale u
srediSnjem Zziv€anom sustavu nakon mozdanog udara. Upalni procesi bili SU izraZeniji na
ipsilateralnoj hemisferi, ali do$lo je do znac¢ajne aktivacije pro-upalnog M1 fenotipa mikroglije
i na kontralateralnoj hemisferi. Takoder, upala posredovana CD68™ mikroglijom bila je prisutna
na ipsilateralnoj hemisferi tijekom svih 8 dana nakon mozdanog udara, neovisno o prisutnosti
receptora TLR2. Ipak, nedostatak receptora TLR2 je uzrokovao smanjenju aktivaciju M1
fenotipa mikroglije u akutnoj fazi mozdanog udara upucuju¢i na njegovu ulogu u regulaciji

M1/M2 polarizacije mikroglije.

Kako bi se objasnio utjecaj povecanja izrazaja CD68 nakon mozdanog udara, napravljena je
korelacija rezultata protocne citometrije i neuroloSkog deficita. Korelacija je bila znacajna
jedino za rezultate izmjerene 8 dana nakon tMCAO te isklju¢ivo za udio CD68" mikroglije u
cijelom mozgu. Dobivena je pozitivna korelacija udjela CD68" mikroglije i neurolos§kog
deficita za miseve TIr2-/-(TIr2-luc) uz umjereni Pearsonov koeficijent korelacije (R = 0.63, P
=0.037) (Slika 29C). Misevi s ve¢im deficitom imali su ve¢i udio CD68* mikroglije u mozgu.
Medutim, misevi s funkcionalnim receptorom TLR2 nisu imali znacajnu Kkorelaciju

neurolo$kog deficita i udjela CD68™ mikroglije (R = 0.16, P = 0.633) (Slika 29C).
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Slika 29: Izrazaj CD68 u stanicama mikroglije kod sojeva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TIr2-luc)
pra¢en metodom proto¢ne citometrije. A) Reprezentativni prikaz strategije razdvajanja CD68*
mikroglije proto¢nom citometrijom. B) Rezultati kvantifikacije udjela CD68* mikroglije nakon
mozdanog udara kod miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc). # - zna¢ajno u odnosu na bazalne

vrijednosti, * - znaCajna razlika izmedu sojeva ili hemisfera; #/* - P < 0.050, ##/** - P < 0.010,
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##H*** - P <0.001, dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za neponovljena mjerenja te post-
hoc analizom prema Tukey-u. C) Korelacije izmedu neurolo$kog deficita i udjela CD68"
mikroglije u cjelokupnim mozgovima miseva Wt(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc) izoliranim 8 dana
nakon tMCAO. Za svaku korelaciju napisana je jednadzba pravca linearne regresije, Pearsonov
koeficijent korelacije i statisticka znaCajnost korelacije. Punim crtama su oznaceni pravci

linearne regresije, dok isprekidane krivulje predstavljaju 95%-tne intervale pouzdanosti.

5.6.2. Aktivacija CD68 nakon moZdanog udara prisutna je u cijelom mozgu
S obzirom da je metodom proto¢ne citometrije uoCena znacajna aktivacija CD68 na
ipsilateralnoj i kontralateralnoj hemisferi, sljedeci cilj bio je odrediti koje regije mozga
izrazavaju CD68, tj. u kojim regijama mozga dolazi do aktivacije upalnih procesa posredovanih
mikroglijom i makrofagima nakon mozdanog udara. U tu svrhu napravljeno je
imunohistokemijsko bojenje misjih mozgova izoliranih 4 1 8 dana nakon tMCAO antitijelom

za receptor CD68.

Na slikama dobivenim povecanjem 4x fluorescentni signal proteina CD68 bio je prisutan na
sva tri promatrana presjeka mozga, a isti rezultati su dobiveni za oba soja i za obje vremenske
tocke nakon tMCAO. Usporedivanjem snimki magnetne rezonancije i rezultata
imunohistokemije bio je vidljiv najveéi izrazaj receptora CD68 na ipsilateralnoj hemisferi u
podrucju ishemijske lezije. Medutim, manji dio signala na ipsilateralnoj hemisferi nalazio se u
okolnom tkivu, koje prema snimkama magnetske rezonancije nije zahvaceno ishemijom. CD68
je izvan podrucja ishemijske lezije bio izrazen po cijeloj ipsilateralnoj hemisferi, a nalazio se u
mozdanoj kori, strijatumu i hipokampusu (Slika 30). Isti rezultati su dobiveni za obje miSje
linijje ¢ime se moze zakljuciti da nedostatak receptora TLR2 nije imao utjecaj na prostorni

izrazaj receptora, tj. na prostornu aktivaciju upalnih procesa posredovanih mikroglijom.
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Slika 30: Reprezentativni rezultati imunohistokemijskog bojenja mi§jih mozgova antitijelom
za protein CD68 (crveno). Misji mozgovi prikazani na slici su izolirani 4 dana nakon tMCAO.
Na snimkama magnetske rezonancije crvenim kvadratom je oznac¢eno podrucje mozga u kojem
je posnimljen fluorescentni signal proteina CD68. Izrazaj receptora CD68 uocen je na obje

hemisfere, a signal je bio vidljiv objektivom 40x (desno), kao i objektivom 4x (lijevo).
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Na kontralateralnoj hemisferi bilo je manje fluorescentnog signala proteina CD68 u odnosu na
ipsilateralnu hemisferu. Medutim, signal na kontralateralnoj hemisferi svejedno je bio prisutan
na sva 3 promatrana presjeka mozga, kod oba soja i u obje vremenske tocke nakon tMCAO.
Inicijalna pretpostavka bila je da je izrazaj receptora CD68 na kontralateralnoj hemisferi
lokaliziran oko struktura koje povezuju hemisfere mozga: corpus callosum i comisura anterior.
Medutim, rezultati su pokazali podjednako rasporeden fluorescentni signal receptora CD68 po
cijeloj kontralateralnoj hemisferi, a povecéan izrazaj CD68 nije naden samo oko struktura corpus
callosum i comisura anterior (Slika 30). Suprotno o¢ekivanjima, najveca aktivacija CD68 na
kontralateralnoj hemisferi uoéena je u hipokampusu, a ovakvi rezultati su dobiveni za oba soja
i u obje vremenske tocke nakon tMCAO. Ishemijska lezija nije uvijek zahvatila podrucje

hipokampusa, medutim signal receptora CDG68 je svejedno bio prisutan (Slika 31A).

Navedeni rezultati imunohistokemije kvantificirani su mjerenjem povrSine fluorescentnog
signala receptora CD68, a prikazani su kao udio povrsine regije od interesa (cijele hemisfere ili
hipokampusa) koji je prekriven fluorescentnim signalom. Izmjerena je povrsina fluorescentnog
signala za cijelu hemisferu kako bi se validirali rezultati proto¢ne citometrije, a zasebno je
kvantificiran fluorescentni signal u hipokampusu s obzirom da je uoc¢eno povecanje signala

receptora CD68 na kontralateralnoj hemisferi.

Rezultati mjerenja povrsine signala proteina CD68 za cijele hemisfere potvrdili Su veci izrazaj
CD68 na ipsilateralnoj hemisferi u odnosu na kontralateralnu. Cetiri dana nakon mozdanog
udara soj Wt(TIr2-luc) je imao znacajno veéi postotak povrSine ipsilateralne hemisfere
prekriven sa signalom CD68 u odnosu na miseve Tlr2-/-(TIr2-luc) (14.17 + 5.71% za Wt(TIr2-
luc), 3.90 + 1.09% za TIr2-/-(Tlr2-luc); P = 0.034). Udio povrsine signala proteina CD68 na
kontralateralnoj hemisferi bio je nesto veé¢i kod miseva Wt(TIr2-luc) (4.18 + 3.68%) u odnosu
na TIr2-/-(Tlr2-luc) (0.38 = 0.19%), ali ova razlika nije bila statisticki znac¢ajna (P = 0.907)
(Slika 31B). Osam dana nakon tMCAO udio povrsine signala CD68 na ipsilateralnoj hemisferi
kod miseva TIr2-/-(Tlr2-luc) (11.21 £ 6.34%) se povecao u odnosu na 4. dan, ali razlika nije
bila znacajna (P = 0.250). Fluorescentni signal na ipsilateralnoj hemisferi kod miseva TIr2-/-
(TIr2-luc) bio je znacajno veci u odnosu na kontralateralnu hemisferu (1.11 +0.39%, P = 0.036)
8 dana nakon tMCAO. Isti trend veceg fluorescentnog signala na ipsilateralnoj (15.19 £ 8.55%)
u odnosu na kontralateralnu hemisferu (0.94 = 0.72%) uocen je i kod soja Wt(TIr2-luc) (P =
0.003) 8 dana nakon tMCAO (Slika 31B). Takoder, na dan 8 nije bilo razlike u udjelu povrsine

fluorescentnog signala CD68 na ipsilateralnoj hemisferi izmedu sojeva (P = 0.898). Navedene
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razlike izmedu eksperimentalnih skupina na imunohistokemiji skoro savrSeno odgovaraju

rezultatima dobivenim proto¢nom citometrijom, ¢ime su dodatno validirani navedeni rezultati.
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Slika 31: Rezultati kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja za protein CD68. A)
Reprezentativne slike izrazaja proteina CD68 (crveno) u ipsilateralnom i kontralateralnom
hipokampusu 4 dana nakon tMCAO snimljene koristenjem objektiva s povecanjem 4% (velika
slika) i 40x (manje slike). B) Kvantifikacija povrsine fluorescentnog signala receptora CD68 u
cijelim hemisferama mozga miseva Wit(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc). C) Udio povrsine
hipokampusa prekrivene fluorescentnim signalom receptora CD68 kod miseva Wt(Tlr2-luc) i
Tlr2-/-(Tlr2-luc). Rezultati kvantifikacije imunofluorescentnog signala prikazani su kao udio
povrSine hemisfere prekrivene fluorescentnim signalom proteina CD68. * - znaCajna razlika
izmedu sojeva ili hemisfera, + - zna¢ajna razlika izmedu vremenskih to¢aka; */+ - P < 0.050,
**[++ - P < 0.010, ***/+++ - P < 0.001, dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za

neponovljena mjerenja uz post-hoc analizu prema Tukey-u.
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Kvantifikacija povrSine fluorescentnog signala CD68 u hipokampusu pokazala je znacajno
povecan signal na ipsilateralnoj i kontralateralnoj hemisferi soja Wt(TIr2-luc) (16.73 + 0.38%
za ipsilateralnu, 9.26 + 4.59% za kontralateralnu hemisferu) u odnosu na T1r2-/-(TIr2-luc) (1.28
+ 1.15% za ipsilateralnu, 0.98 + 0.82% za kontralateralnu hemisferu; P < 0.001) 4 dana nakon
mozdanog udara (Slika 31C). Kod soja Wt(TIr2-luc) povrsina signala CD68 bila je znacajno
veca na ipsilateralnoj hemisferi u odnosu na kontralateralnu (P = 0.006), dok je kod miseva
TIr2-/-(TIr2-luc) povrsina signala bila podjednaka za obje hemisfere (P > 0.999). Do 8. dana
nakon tMCAO povrSina fluorescentnog signala CD68 kod soja Wt(TIr2-luc) znacajno se
smanjila na obje hemisfere (3.27 + 2.58% za ipsilateralnu, P < 0.001; 1.26 + 0.96% za
kontralateralnu hemisferu, P = 0.002) (Slika 31C). Kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) 8. dan je
zadrzana ista povrSina signala kao i na dan 4 (3.21 + 2.89% za ipsilateralnu, 1.31 + 0.95% za
kontralateralnu hemisferu). Osam dana nakon tMCAO visSe nije bilo razlike u udjelu povrsine
signala CD68 izmedu sojeva (P > 0.999) (Slika 31C). Ovi rezultati su pokazali manju aktivaciju
biljega upale nakon mozdanog udara kod miseva s nefunkcionalnim receptorom TLR2, stoga

su bili u skladu s prethodno opisanim rezultatima protoc¢ne citometrije.

5.6.3. Ko-ekspresija receptora CD68 i TLR2 na stanicama mikroglije nakon
moZdanog udara

S obzirom da su misevi Wt(TIr2-luc) izrazavali receptore TLR2 i CD68 na povrsini stanica
mikroglije, sljede¢i cilj bio je odrediti dinamiku promjene razli¢itih fenotipova mikroglije
nakon mozdanog udara kod Zivotinja Wt(TIr2-luc). Koristenjem antitijela TLR2 i CD68 na
proto¢noj citometriji su dobivene Cetiri populacije stanice, tj. Cetiri fenotipa mikroglije: TLR2"
CD68, TLR2'CD68", TLR2'CD68 i TLR2"'CD68* (Slika 32A). Populacija TLR2'CD68
predstavljala je mirujuée stanice mikroglije, koje nisu izrazavale niti jedan od promatranih
upalnih biljega. Populacije stanica TLR2'CD68"* i TLR2*CD68" izrazavale su samo jedan od
promatranih biljega upale (CD68 ili TLR2), a populacija stanica TLR2*CD68" je omogucila
kvantificiranje ko-lokalizacije CD68 i TLR2 na stanicama mikroglije, tj. kvantifikaciju udjela
receptora TLR2 povezanog s pro-upalnim M1 fenotipom mikroglije nakon mozdanog udara.
Rezultati su bili prikazani kao udio stanica mikroglije koje izrazavaju pojedini fenotip. Ovi
rezultati nisu se mogli kvantificirati i usporedivati kod soja TIr2-/-(TIr2-luc) s obzirom na

nedostatak izraZaja receptora TLR2.
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Prije izazivanja mozdanog udara dominirao je TLR2'CD68" fenotip mikroglije (>92%) koji
ukazuje na nepostojanje upalnih procesa prije intervencije. Od ostalih fenotipova znacajni udio
imao je TLR2'CD68" (6.72 + 1.69%), a fenotipovi TLR2'CD68" i TLR2*CD68" bili su
zastupljeni u manje od 1% stanica mikroglije (Slika 32). Nakon izazivanja ishemijske lezije
doslo je do smanjenja udjela anti-upalnog fenotipa TLR2°CD68" 4 i 8 dana nakon tMCAO.
Najveée smanjenje uoceno je na ipsilateralnoj hemisferi (26.74 + 5.27% za dan 4, 27.74 +
6.80% za dan 8; P < 0.001, znacajno U odnosu na bazalne vrijednosti), medutim udio se
znacajno smanjio i na kontralateralnoj hemisferi (65.71 + 13.47% za dan 4, P < 0.001; 82.08 +
5.10% za dan 8, P = 0.027, zna¢ajno u odnosu na bazalne vrijednosti) (Slika 32B). Istovremeno
se povecao udio fenotipova TLR2'CD68 i TLR2"CD68" na ipsilateralnoj i kontralateralnoj
hemisferi 4 i 8 dana nakon mozdanog udara. Najveci udio stanica mikroglije nakon tMCAO je
izrazavao fenotip TLR2*CD68". Udio ovih stanica na ipsilateralnoj hemisferi bio je podjednak
4 (58.14 + 6.47%) i 8 (61.10 = 4.82%) dana nakon mozdanog udara, ali na kontralateralnoj
hemisferi je doslo do znacajnog pada udjela TLR2"CDG68" fenotipa izmedu 4. i 8. dana nakon
tMCAO (30.35 = 10.76% za dan 4, 17.02 + 5.09% za dan 8; P < 0.002) (Slika 32C). Udio
fenotipa TLR2'CD68" nije se znacajno promijenio nakon mozdanog udara te je u sve 3
promatrane vremenske tocke iznosio manje od 1% (Slika 32D). Ko-lokalizacija receptora
CD68 i TLR2 (TLR2*CD68" populacija mikroglije) nakon mozdanog udara znacajno vise (P <
0.001) je bila zastupljena u ipsilateralnoj hemisferi (13.61 +2.72% za dan 4, 10.38 + 3.62% za
dan 8) nego na kontralateralnoj (3.51 + 2.92% za dan 4, 0.63 £+ 0.27% za dan 8) (Slika 32E).
Ovakvi rezultati pokazali su da je nakon mozdanog udara izrazaj receptora CD68 pretezito ko-
lokaliziran u stanicama mikroglije s izrazajem TLR2. S druge stane, samo manji dio stanica
mikroglije pozitivnih na TLR2 je istovremeno izrazavao receptor CD68. Takoder, udio
TLR2*CD68" fenotipa mikroglije imao je pozitivnu korelaciju s neuroloskim deficitom
izmjerenim 8 dana nakon tMCAO (R = 0.61, P = 0.044), ukazujuéi na njegovu Stetnu ulogu u
funkcionalnom oporavku nakon mozdanog udara (Slika 32F).
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Slika 32: Rezultati proto¢ne citometrije za analizu izrazaj receptora CD68 i TLR2 na stanicama
mikroglije miseva Wt(TIr2-luc) prije i nakon izazivanja mozdanog udara. A) Strategija
razvrstavanja stanica s prikazom razli¢itih fenotipova mikroglije. Udio pojedinih fenotipova je
izraCunat za sveukupnu mikrogliju, ukljucujuéi populacije mirujuce i aktivirane mikroglije.
Udio mikroglije koji izrazava fenotip TLR2°CD68" (B), TLR2*CD68 (C), TLR2'CD68" (D) i
TLR2'CD68" (E). Svi grafikoni osim (D) imaju istu skalu na Y-osi. # - zna¢ajno u odnosu na
bazalne vrijednosti, * - znacajna razlika izmedu hemisfera, + - znacajna razlika izmedu
vremenskih toGaka; #/*/+ - P < 0.050, ##/**/++ - P <0.010, ###/***/+++ - P < 0.001, dobiveno
dvosmjernim ANOVA testom za neponovljena mjerenja uz post-hoc analizu prema Tukey-u.
F) Korelacije izmedu neuroloSkog deficita i udjela TLR2*CD68" mikroglije u cjelokupnom
mozgu miseva Wt(TIr2-luc) izoliranom 8 dana nakon tMCAO. Punom crtom oznacen je pravac
linearne regresije, dok isprekidane krivulje predstavljaju 95%-tni interval pouzdanosti. Za
korelaciju napisana je jednadzba pravca linearne regresije, Pearsonov koeficijent korelacije i

statisticka znacajnost korelacije.
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Nakon mozdanog udara dominirala je zasebna populacija mikroglije koja je izrazavala samo
receptor TLR2 bez izrazaja CD68 (TLR2'CD68"), a znatno povecanje udjela ovog fenotipa
mikroglije uoceno je i na kontralateralnoj hemisferi. S obzirom da je receptor CD68 povezan
iskljucivo s pro-upalnim procesima posredovanim M1 fenotipom mikroglije (142) ovi rezultati
bi mogli ukazivati na dvojaku ulogu receptora TRL2 i na razli¢it u¢inak pojedinih fenotipova
mikroglije na patofizioloske procese u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara. Stoga je
izmjereno koliki udio TLR2" mikroglije istovremeno izraZava receptor CD68 (Tablica 9).
Najveci udio TLR2" mikroglije koja istovremeno izrazava receptor CD68 bio je prisutan 4 dana
nakon tMCAO, te se njezin udio znac¢ajno smanjio do 8. dana (P < 0.001). Nadalje, ipsilateralna
hemisfera je u obje vremenske to¢ke imala veéi udio TLR2* mikroglije koja istovremeno

izrazava receptor CD68 (Tablica 9).

Tablica 9: Rezultati procjene udjela TLR2" mikroglije koji istovremeno izrazava receptor
CD68 metodom proto¢ne citometrije. Mozgovi miseva Wt(TIr2-luc) izolirani su prije tMCAO
te 4 i 8 dana nakon tMCAO. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. * - znacajna razlika izmedu hemisfera. * - P < 0.050, ** - P < 0.010, *** - P <0.001,

dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za neponovljena mjerenja uz post-hoc analizu prema

Tukey-u.
Hemisfera
Ipsi Kontra P vrijednost
Prije tMCAO | 4.99+0.90% 3.80 £ 1.53% 0.994
Dan 4 20.62+4.71% | 13.06 +£6.94% ***0.001
Dan 8 13.54 + 1.60% 3.63+£1.60 ***0.001
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5.7. Nedostatak receptora TLR2 poveéava koncentracije citokina u krvnoj

plazmi nakon ishemijske ozljede mozga
Nakon $§to je opisan proces upale u srediSnjem ziv€anom sustavu nakon mozdanog udara,
okarakterizirani su i biljezi upale prisutni u krvnoj plazmi kako bi se pokazao utjecaj receptora
TLR2 na aktivaciju upalnih procesa u cijelom tijelu nakon mozdanog udara. U tu svrhu je
metodom visSestruke ELISA reakcije odredena koncentracija 13 citokina u krvnoj plazmi
miSeva u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara: IFN-f, IFN-y, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-10,
IL-12p70, IL-17A, 1L-23, IL-27, MCP-1 i TNF-a. Citokini su vazni za reguliranje upalnog
odgovora i komunikaciju izmedu razli¢itih upalnih stanica, a nakon mozdanog udara njihova
koncentracija se povecava u mozgu te u krvnoj plazmi (50). Takoder, pokazana je povezanost

koncentracija mnogih citokina s ishodom mozdanog udara (53, 56, 59, 62, 65).

5.7.1. Postavke proto¢ne citometrije za analizu sustava LEGENDplex"™
Koncentracije citokina u krvnoj plazmi su odredene sustavom LEGENDplex™ koji se temelji
na viSestrukoj ELISA reakciji, medutim rezultati se ocitavaju proto¢nim citometrom. Stoga je
za analizu koncentracija citokina bilo neophodno uspostaviti adekvatnu strategiju razvrstavanja
kuglica sa zarobljavajuc¢im antitijelima na proto¢énom citometru. Populacije kuglica su najprije
odvojene na grafikonu direktnog i postrani¢nog rasprSenja. Na tom grafikonu se po veli€ini
razlikuju dvije populacije kuglica: populacija A koju ¢ine kuglice manje veli¢ine i populacija
B sastavljena od vecih kuglica (Slika 33). Zatim su obje populacije kuglica zasebno odvojene
prema intenzitetu APC signala, s obzirom da se fluorescentna boja nalazila unutar kuglica.
Populacija A imala je 6 sub-populacija koje su se razlikovale prema udjelu fluorescentne boje
APC. Ovih 6 sub-populacija predstavljalo je 6 razli¢itih citokina: IFN-y, IL-1a, IL-12p70 IL-
23, MCP-1i TNF-a. Populacija B je takoder prema intenzitetu APC-posredovane fluorescencije
odvojena na 7 sub-populacija koje su predstavljale citokine GM-CSF, IFN-f, IL-1p, IL-6, IL-
10, IL-17A i IL-27 (Slika 33). Nadalje, koli¢ina analita vezanih na kuglice sa zarobljavajué¢im
antitijelima se odredila mjerenjem fluorescencije boje PE, s obzirom da je ona konjugirana na
streptavidin koji je u ovom sustavu bio vezan na detekcijska antitijela konjugirana s biotinom.
Za svaku sub-populaciju je odreden medijan intenziteta fluorescencije u kanalu za PE, koji je
odgovarao koli¢ini pojedinih analita vezanih za kuglice (Slika 33), tj. koncentraciji citokina u

uzorku krvne plazme.
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Slika 33: Strategija razvrstavanja kuglica na protoénom citometru prilikom propustanja
uzoraka pripremljenih kitom LEGENDplex™. Na grafikonu direktnog 1 postrani¢nog
rasprsenja su odvojene dvije populacije kuglica (A i B). Zatim je svaka populacija razdvojena
prema koli¢ini signala u kanalu za APC i PE. Sub-populacije kuglica razdvojene u kanalu APC
su predstavljale razliite analite, a intenzitet fluorescentnog signala u kanalu za PE je bio mjera

koncentracije pojedinih analita u uzorku.

5.7.2. Mozdani udar poveéava koncentracije citokina u krvnoj plazmi
U ovom istrazivanju misevi su bili podvrgnuti opetovanom vadenju krvi prije tMCAO te 41 8
dana nakon zahvata §to je omogucilo longitudinalno prac¢enje promjena koncentracije citokina
u krvnoj plazmi. Najprije su odredene koncentracije 6 pro-upalnih interleukina: IL-1a, IL-1p,
IL-12p70, IL-17A, IL-23 i IL-27. Kod soja TIr2-/-(Tlr2-luc) doslo je do povecanja svih
promatranih pro-upalnih interleukina 4 dana nakon tMCAO, dok povecanje nije bilo prisutno

kod zivotinja Wt(TIr2-luc). Misevi TIr2-/-(TIr2-luc) su imali znacajno poveéane koncentracije
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pro-upalnih interleukina IL-1a (P = 0.045), IL-12p70 (P = 0.041), IL-17A (P = 0.026), 1L-23
(P =0.021) i IL-27 (P = 0.020) nakon mozdanog udara u odnosu na miseve Wt(TIr2-luc) (Slika
34). Jedino za IL-1f nije bilo razlike izmedu sojeva (P = 0.118). Statisticki znacajno povecanje
koncentracije citokina u krvnoj plazmi miseva TIr2-/-(Tlr2-luc) nakon mozdanog udara je bilo
prisutno 4 (IL-23 i IL-27) i 8 (IL-1a, IL-12p70) dana nakon tMCAO u odnosu na soj Wt(TIr2-
luc), ovisno o vrsti interleukina. Najveca razlika izmedu sojeva je uocena za IL-17A Kkoji je bio
povisen kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) 4 (99.74 + 53.76 pg/mL za TIr2-/-(Tlr2-luc), 57.03 +
30.58 pg/mL za Wt(TIr2-luc); P = 0.045) i 8 dana (76.97 + 33.28 pg/mL za Tlr2-/-(Tlr2-luc),
39.52 + 16.81 pg/mL za Wt(TIr2-luc); P = 0.014) nakon mozdanog udara (Slika 34F). lako je
prethodnim rezultatima pokazano da nedostatak receptora TLR2 dovodi do smanjenog upalnog
odgovora posredovanog mikroglijom, koncentracije pro-upalnih interleukina u krvnoj plazmi
su bile povecane u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara uslijed nedostatka receptora
TLR2. Paradoksalno, doslo je i povecanja protektivnog interleukina IL-27 ukazujuci na dvojaku
ulogu receptora TLR2 u procesima upale nakon mozdanog udara. Nisu uocene statisti¢ki
znacajne razlike izmedu sojeva u koncentraciji pro-upalnih interleukina prije izazivanja

mozdanog udara.

Zatim su odredene koncentracije anti-upalnih interleukina IL-6 i IL-10 u krvnoj plazmi miseva
Wit(TIr2-luc) i Tlr2-/-(TlIr2-luc). Koncentracije IL-6 i IL-10 u krvnoj plazmi nakon mozdanog
udara su bile znatno vece kod miseva TIr2-/-(TIr2-luc) u odnosu na soj Wt(TIr2-luc) (Tlr2-/-
(TIr2-luc) vs Wt(TIr2-luc): P =0.006 za IL-6 i P =0.009 za IL-10) (Slika 34C). Za IL-6 najveca
razlika izmedu sojeva je bila prisutna 8 dana nakon tMCAO (77.82 £ 37.47 pg/mL za Tlr2-/-
(Tlr2-luc), 30.71 = 19.61 pg/mL za Wt(TIr2-luc); P = 0.010), dok je za IL-10 najveca razlika
uocena na dan 4 (919.20 + 564.50 pg/mL za TIr2-/-(TIr2-luc), 446.90 + 300.30 pg/mL za
Wit(TIr2-luc); P = 0.025) (Slika 34D). Nedostatak receptora TLR2 je doveo do povecanja
koncentracija anti-upalnih interleukina u krvnoj plazmi miSeva tijekom akutne i sub-akutne faze

mozdanog udara.
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Slika 34: Koncentracije interleukina IL-1a (A), IL-1B (B), IL-6 (C), IL-10 (D), IL-12p70 (E),
IL-17A (F), IL-23 (G) i IL-27 (H) u krvnoj plazmi miseva Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(Tlr2-luc) prije
izazivanja ishemijske ozljede mozga te 4 i 8 dana nakon tMCAO. Nedostatak receptora TLR2
doveo je do povecanja koncentracija interleukina u krvnoj plazmi miseva podvrgnutih tMCAO
zahvatu. Koncentracije interleukina su izmjerene metodom viSestruke ELISA reakcije
koristenjem kita LEGENDplex™. * - znacajna razlika izmedu sojeva; * - P < 0.050, ** - P <

0.010, *** - P <0.001, dobiveno dvosmjernim ANOVA testom za ponovljena mjerenja s post-
hoc korekcijom prema Sidaku.
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Nadalje, analizirane su koncentracije interferona IFN-p i IFN-y u krvnoj plazmi misSeva
Wit(TIr2-luc) i Tlr2-/-(Tlr2-luc). Medutim, nakon mozdanog udara nije uocena razlika izmedu
sojeva u koncentracijama IFN-B i IFN-y u krvnoj plazmi miSeva (Slika 35). Nedostatak
receptora TLR2 nije znac¢ajno utjecao na koncentracije interleukina u krvnoj plazmi. Na kraju
su analizirane koncentracije kemokina GM-CSF i MCP-1 te citokina TNF-a. MiSevi Tlr2-/-
(Tlr2-luc) su nakon mozdanog udara imali znacajno veéu koncentraciju GM-CSF u krvnoj
plazmi u odnosu na miseve Wt(Tlr2-luc) (P = 0.004), a najveca razlika je bila prisutna 4 dana
nakon tMCAO (101.80 £ 62.16 pg/mL za TIr2-/-(TIr2-luc), 38.69 + 15.49 pg/mL za Wt(TIr2-
luc); P = 0.003) (Slika 35A). Nedostatak receptora TLR2 rezultirao je povecanjem
koncentracije protektivnog kemokina GM-CSF u krvnoj plazmi miSeva tijekom akutne faze
mozdanog udara. Nakon mozdanog udara doslo je do povecanja koncentracije MCP-1 i TNF-

a u krvnoj plazmi miSeva, medutim nisu bile prisutne statisticki znacajne razlike izmedu sojeva

Wi(TIr2-luc) i TIr2-/-(TlIr2-luc) (Slika 35).

Sveukupno gledajuéi, rezultati visestruke ELISA reakcije su pokazali da nedostatak receptora
TLR2 mijenja izrazaj nekih citokina u krvnoj plazmi miseva nakon mozdanog udara. Nakon
inhibicije receptora TLR2 je doSlo do povecanja pro-upalnih kao i anti-upalnih citokina u
krvnoj plazmi ukazujuéi na kompleksnu dvojaku ulogu receptora TLR2 u regulaciji procesa
upale nakon mozdanog udara. Ovakvi rezultati su upucivali na promijenjenu dinamiku upalnih
procesa u krvi u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara uzrokovanu nedostatkom receptora
TLR2.
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Slika 35: Koncentracije citokina GM-CSF (A), IFN-B (B), IFN-y (C), MCP-1 (D) i TNF-a (E)
u krvnoj plazmi Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc) miseva prije izazivanja ishemijske ozljede
mozga te 4 i 8 dana nakon tMCAO. Koncentracije interleukina su izmjerene metodom
viSestruke ELISA reakcije koriStenjem kita LEGENDplex™. * - znaCajna razlika izmedu

sojeva; * - P < 0.050, ** - P < 0.010, *** - P < 0.001, dobiveno dvosmjernim ANOVA testom
za ponovljena mjerenja s post-hoc korekcijom prema Sidaku.
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6. RASPRAVA

Glavni cilj ove disertacije bio je odrediti obiljezja 1 vremensku dinamiku upale posredovane
receptorom TLR2 nakon mozdanog udara te definirati njihovu povezanost s volumenom
ishemijske lezije kod miSeva. Ovim istrazivanjem pokazano je da nedostatak receptora TLR2
mijenja dinamiku upalnih procesa nakon mozdanog udara kod miSeva, tj. nedostatak receptora
TLR2 doveo je do brZzeg smanjenja upale u mozgu nakon mozdanog udara kod odraslih miseva.
Nadalje, izrazaj gena TIr2, mjeren in vivo bioluminiscencijom, pokazao se kao pouzdan
prediktor volumena ishemijske lezije, neovisno o prisutnosti samog receptora TLR2.
Navedenim rezultatima postignut je glavni cilj istrazivanja te je potvrdena hipoteza o
povezanosti izrazaja gena TIr2 s obiljezjima i dinamikom upale nakon ishemijske ozljede
mozga kod miSeva. Takoder, pokazano je da nedostatak receptora TLR2 dovodi do brzeg
funkcionalnog oporavka nakon mozdanog udara. Prednost ovog istrazivanja predstavljalo je
koriStenje multimodalnog oslikavanja misjeg mozga nakon mozdanog udara ¢ime je
omoguceno longitudinalno pradenje razvoja ishemijske lezije zajedno s upalnim procesima
posredovanim receptorom TLR2. Rezultati in vivo snimanja bili su dodatno upotpunjeni
testovima neuroloskog deficita te molekularnim metodama analize upalnih biljega u mozgu.
Osim upalnih procesa u srediSnjem Ziv€anom sustavu, odreden je i utjecaj receptora TLR2 na
razine citokina u perifernoj krvi nakon mozdanog udara. S obzirom da su upalni procesi nakon
mozdanog udara najviSe izraZeni u akutnoj i sub-akutnoj fazi, ovo istrazivanje se fokusiralo na

analizu upalnih biljega tijekom prvih 8 dana nakon mozdanog udara.

127



6.1. Nova transgeni¢na miSja linija pouzdan je model za pracenje upale

posredovane TLR2 receptorom in vivo bioluminiscencijom

Novo-dobivena misja linija potvrdena je kao dobar model za prou¢avanje izrazaja TIr2 gena u
zivotinjama bez funkcionalnog proteina TLR2. Metodama imunohistokemije i protocne
citometrije potvrden je nedostatak receptora TLR2, a izrazaj luciferaze u misjem mozgu
dokazan je in vitro imunohistokemijom te in vivo snimanjem bioluminiscencije. Izrazaj
luciferaze na histoloSkim presjecima misjeg mozga bio je prisutan samo u stanicama mikroglije,
Sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala specificnu ko-lokalizaciju
receptora TLR2 s biljezima mikroglije (80, 81). Sli¢ni obrazac izrazaja luciferaze dobiven je |
za kontrolnu skupinu miSeva s funkcionalnim receptorom TLR2 ukazuju¢i da nedostatak
receptora TLR2 nije uzrokovao dodatnu aktivaciju promotora gena TIr2 u ostalim stanicama
sredi$njeg zivéanog sustava. Takoder, u kontrolnoj skupini fluorescentni signal receptora TLR2
u potpunosti je ko-lokalizirao sa signalom luciferaze. Time je potvrdeno da se izrazaj luciferaze
doista moze koristiti kao molekularni biljeg izrazaja receptora TLR2. Ovakvi rezultati bili su u
skladu s prethodnim istraZivanjem koje je dizajniralo 1 okarakteriziralo mi§ju liniju C57BL/6-
TyreBr-Tg(TIr2-luc/gfp)<Cd. U tom istrazivanju nisu koristena antitijela za luciferazu, ali je
receptor TLR2 na histoloskim presjecima misjeg mozga ko-lokaliziran s GFP-om, koji se u
ovoj transgeni¢noj misjoj liniji izrazava zajedno s luciferazom (81). Karakterizacija misje linije
C57BL/6-TyreBd-Tg(TIr2-luc/gfp)<®¥  primjenom antitijela za luciferazu je dodatno

upotpunila prethodno istraZivanje.

Snimanje in vivo bioluminiscencije omogucava longitudinalno praenje izrazaja gena od
interesa te je ova metoda primijenjena u mnogobrojnim pretklini¢kim istrazivanjima mozdanog
udara (119, 121, 124, 125). Razvijena je transgeni¢na misja linija koja pod promotorom gena
TIr2 izrazava luciferazu te sluzi kao molekularni biljeg izrazaja gena TIr2 (81). Prethodna
istrazivanja pokazala su da je izrazaj gena TIr2 pracen metodom in vivo bioluminiscencije
pouzdan model za procjenu intenziteta upale posredovane mikroglijom nakon mozdanog udara
kod miSeva (81, 122, 123). Medutim, ova strategija je primijenjena iskljuc¢ivo za pracenje
upalnih procesa nakon mozdanog udara u miseva divljeg tipa, a misje linije s nedostatkom
funkcionalnog receptora TLR2 i istovremenim izrazajem transgena Tlr2-luc/gfp do sada nisu
bile dostupne. Stoga je za potrebe ovog istrazivanja dizajnirana i napravljena nova misja linija
TIr2-/-(TIr2-luc) koja uz nedostatak receptora TLR2 izrazava luciferazu pod kontrolom

promotora gena Tlr2. Ovakav pristup je omogucio longitudinalno praé¢enje upalnih procesa
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posredovanih genom TIr2 uz odsutnost funkcionalnog receptora TLR2, tj. analizu posljedica
nedostatka receptora TLR2 na aktivnost vlastitog promotora i posljedi¢nih upalnih procesa.
Promotor gena TIr2 ostaje aktivan unato¢ nedostatku funkcionalnog receptora TLR2 (82), te je
u ovom miSjem modelu TIr2-/-(TIr2-luc) pokretao izrazaj luciferaze. Usporedbom s veé
opisanom linijom miSeva Wt(TIr2-luc) definirane su vremenske promjene aktivnosti promotora
gena TIr2 nakon mozdanog udara uslijed nedostatka funkcionalnog receptora TLR2 te su

povezane s ishodom mozdanog udara.

Izrazaj i aktivnost luciferaze dodatno su potvrdeni snimanjem in vivo bioluminiscencije. Prije
izazivanja ishemijske lezije bioluminiscentni signal kod Tlr2-/-(TIr2-luc) miseva bio je nesto
manjiu odnosu na zivotinje s funkcionalnim receptorom TLR2. S obzirom da unato¢ nedostatku
receptora TLR2 nije doslo do povecanja aktivnosti gena TIr2, rezultati su ukazivali da prije
izazivanja ishemijske lezije nije prisutna kompenzacija nedostatka receptora TLR2 pomocu
prekomjerne aktivacije promotora gena. Do sli¢nog zakljucka doslo je i prethodno istraZivanje
u kojem je primijenjena metoda qPCR za pracenje izrazaja gena TIr2 uz nedostatak
funkcionalnog receptora (82). Autori su zakljucili da aktivnost gena Tlr2 ne ovisi o prisutnosti
samog proteinskog produkta, ve¢ o izrazaju komponenata nizvodnog signalnog puta receptora
TLR2: Myd88, Irakl, Irak3, Irak4, Ixbkp (inhibitor kB kinaze B, engl. inhibitor of xB kinase ),
Tollip (protein koji veze toll, engl. toll interacting protein), Tnf-a, 11-6 i Casp8 (kaspaza 8).
Zivotinje s nedostatkom receptora TLR2 imaju smanjeni izrazaj navedenih gena signalne
kaskade prije izazivanja ishemijske ozljede mozga te posljedi¢éno smanjeni bazalni izrazaja
gena TIr2 (82), sto je u skladu s rezultatima karakterizacije nove misje Tlr2-/-(Tlr2-luc) linije
opisane u ovoj disertaciji. MiSevi koristeni u navedenom istrazivanju su imali istu vrstu
nedostatka receptora TLR2 kao i miSevi primijenjeni u ovoj disertaciji, Stovise isti soj je
koriSten za parenja prilikom dobivanja i kasnije uzgoja nove TIr2-/-(Tlr2-luc) linije opisane u
ovoj disertaciji. MiSevima ove linije nedostaje dio gena TIr2 koji kodira za izvanstani¢nu,
transmembransku i dio unutarstanicne domene receptora TLR2. Promotor gena TIr2 nije
uklonjen te je pokazana transkripcija skracene mRNA koja ne daje funkcionalni proteinski
produkt, ali svejedno se moze Kkoristiti za procjenu aktivnosti promotora gena TIr2 metodom
gPCR kod miseva s nedostatkom funkcionalnog receptora TLR2 (82). Ovakav nedostatak
funkcionalnog receptora TLR2 uz o¢uvan promotor gena TIr2 se pokazao kao dobar model za
promatranje upalnih procesa u mozgu posredovanih genom TIr2 nakon izazivanja mozdanog
udara kod miseva (82). Isti princip pracenja aktivnosti promotora gena TIr2 primijenjen je i u

ovom istrazivanju, s time da je ugradnja bioluminiscentnog molekularnog biljega pod
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kontrolom promotora gena Tlr2 omogucila primjenu metode in vivo bioluminiscencije umjesto
gPCR-a. Prednost ovog pristupa bila je moguc¢nost longitudinalnog pracenja izrazaja gena TIr2,
§to je uz procjenu jacine upalnog odgovora, omogucilo pracenje vremenske dinamike i
odredivanje postotka Smanjenja upale posredovane receptorom TLR2 nakon mozdanog udara.
Nadalje, primjena metoda longitudinalnog multimodalnog oslikavanja miSjeg mozga nakon
mozdanog udara omogucila je simultano odredivanje i povezivanje volumena ishemijske lezije

s upalnim procesima posredovanim receptorom TLR2.

Osim za istrazivanja mozdanog udara, novo-dobivena Tlr2-/-(TIr2-luc) misja linija bi se mogla
primijeniti u buduéim istrazivanja koja proucavaju upalne procese u mozgu povezane S
infekcijama ili neurodegenerativnim bolestima. Takoder, pracenje upalnih procesa na ovom
modelu koriStenjem in vivo bioluminiscencije moze se u budu¢im istraZivanjima upotrijebiti za
procjenu efikasnosti novih terapijskih pristupa kojima je cilj moduliranje upalnih procesa u

srediSnjem ziv€anom sustavu.
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6.2. Primjena in vivo bioluminiscencije za longitudinalno praéenje upalnog

odgovora nakon mozZdanog udara

S obzirom da receptor TLR2 ima klju¢nu ulogu u pokretanju procesa upale (79, 80), u ovoj
disertaciji detaljno su proucene posljedice njegovog nedostatka na upalne procese u miseva
nakon mozdanog udara. Povecanje izrazaja gena Tlr2 nakon mozdanog udara mjereno in vivo
bioluminiscencijom uoceno je u ipsilateralnoj i kontralateralnoj hemisferi, neovisno o
prisutnosti funkcionalnog receptora TLR2. Ovakav rezultat upucuje da aktivacija upalnog
odgovora nakon mozdanog udara nije strogo specifi¢éna samo za hemisferu zahvac¢enu lezijom
ve¢ se aktivira u cijelom mozgu tijekom akutne faze. Medutim, pokazano je da miSevi s
nedostatkom receptora TLR2 imaju manji izrazaj gena TIr2 nakon mozdanog udara u odnosu
na Wt(Tlr2-luc) miseve, ukazujuci na manji opseg upale. Nakon mozdanog udara kod miseva
s ne-funkcionalnim receptorom TLR2 svejedno dolazi do povecanja aktivnosti promotora gena
TIr2 u odnosu na bazalne vrijednosti. Ovakva opazanja ukazuju da se nedostatak receptora
TLR2 nakon mozdanog udara pokuSava kompenzirati prekomjernom aktivacijom promotora
gena, dok ista kompenzacija nije bila prisutna prije izazivanja ishemijske lezije. Kao rezultat
kompenzacije koja se odrazava prekomjernom aktivacijom promotora, misevi bez
funkcionalnog receptora TLR2 su inicijalno, 2 dana nakon moZzdanog udara, imali izraZaj gena
Tlr2 usporediv s Wt(TIr2-luc) zivotinjama. Medutim, u kasnijim vremenskim tockama
kompenzacija viSe nije bila prisutna $to je rezultiralo brZom stopom smanjenja upale
posredovane genom TIr2 u odnosu na Zzivotinje s funkcionalnim receptorom TLR2. Veci
postotak smanjenja upale bio je prisutan na ipsilateralnoj i na kontralateralnoj hemisferi.
Dobiveni rezultati su bili u skladu s prethodnim istrazivanjem koje je metodom qPCR pokazalo
smanjenu aktivaciju promotora gena Tlr2 nakon mozdanog udara kod miseva s nedostatkom
receptora TLR2 (82). U tom radu se takoder znac¢ajno povecala aktivnost promotora nakon
ishemije u odnosu na bazalne vrijednosti kod Tlr2-/- miSeva, a pokazana je aktivacija promotora
na ipsilateralnoj i kontralateralnoj hemisferi (82). Ovo istrazivanje nadopunilo je prethodno
opisane rezultate jer je odredilo dinamiku smanjenja upale posredovane genom TIr2.
Zakljuceno je da je aktivacija upalnog odgovora slabija uslijed nedostatka receptora TLR2, a

istovremeno je smanjenja intenziteta upale nakon mozdanog udara brze.

Vremenska dinamika aktivacije gena TIr2 nije se promijenila nedostatkom proteinskog
produkta, oba soja miSeva imala su najve¢i signal 2 dana nakon izazivanja ishemijske lezije te

se intenzitet postepeno smanjio do 7. dana. Ovakva dinamika izrazaja gena TIr2 bila je u skladu
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s prethodnim istrazivanjem koje je in vivo bioluminiscencijom pratilo misSeve divljeg tipa.
Izrazaj gena Tlr2 kod miseva s funkcionalnim receptorom TLR2 ostao je znacajno povisen u
odnosu na lazno operirane zZivotinje i do 3 mjeseca nakon mozdanog udara (81). Isti u¢inak bio
je vidljiv u ovom istrazivanju gdje su miSevi s funkcionalnim receptorom TLR2 imali povec¢anu
bioluminiscenciju 7 dana nakon mozdanog udara u odnosu na bazalne vrijednosti. Za razliku
od njih, miSevi bez funkcionalnog receptora TLR2 na istoj Su vremenskoj tocki imali
bioluminiscenciju usporedivu s bazalnim vrijednostima. Nedostatak receptora TLR2 je do kraja
sub-akutne faze mozdanog udara doveo do utiSavanja upalnog odgovora posredovanog genom
TIr2, dok kod miSeva s funkcionalnim receptorom TLR2 aktivnost upalnih procesa
posredovanih genom TIr2 perzistira tijekom kroni¢ne faze mozdanog udara (81). Ovakvi podaci
bili su u skladu s ve¢im postotkom smanjenja upale posredovane genom TIr2 kod misSeva s

nedostatkom receptora TLR2.

Metodom in vivo bioluminiscencije pracen je izrazaj gena Tlr2 iskljuéivo na razini izrazaja
mRNA. Kako bi se potvrdilo da su dobiveni rezultati ujedno i dobar prediktor izrazaja proteina
TLR2, napravljeni su dodatni pokusi na miSevima s funkcionalnim receptorom TLR2. IzraZaj
receptora TLR2 u mozgu tih miSeva kvantificiran je metodom proto¢ne citometrije. Kada su
usporedeni rezultati dobiveni proto¢nom citometrijom s rezultatima in vivo bioluminiscencije
za istu grupu Wt(TIr2-luc) miseva, uocena je konzistencija u rezultatima. Time je jo§ jednom
potvrdeno da je luciferaza dobar molekularni biljeg izrazaja receptora TLR2. Nadalje, proto¢na
citometrija pokazala je najveci izrazaj receptora TLR2 na stanicama mikroglije, medutim manji
dio izrazaja bio je prisutan i na ostalim ne-imunoloskim stanicama sredi$njeg zivéanog sustava.
Imunohistokemijom je pokazana ko-lokalizacija luciferaze, kao molekularnog biljega izrazaja
receptora TLR2, iskljucivo s biljezima mikroglije, a nije uoc¢ena ko-lokalizacije luciferaze s
astrocitima. Na prvi pogled ove dvije metode su pokazale oprecne rezultate, medutim izrazaj
receptora TLR2 na ne-imunoloskim stanicama sredi$njeg zivéanog sustava bio je izrazito mali.
S obzirom da je metoda proto¢ne citometrije mnogo osjetljivija po pitanju razine detekcije,
imunohistokemijom nije bilo moguce vizualizirati tako malu koli¢inu proteina. Ovakvi rezultati
bili su u skladu s prethodnim istrazivanjima, koja su metodom qPCR pokazala izrazaj mRNA
gena TIr2 u stanicama astrocita i oligodendrocita, ali imunohistokemijskim bojenjem izrazaj

proteina TLR2 je dokazan iskljuéivo za stanice mikroglije (79, 80, 81).
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6.3. Signali koje prenosi TLR2 moduliraju ishemijsko oSte¢enje kod misSeva

Dobiveni rezultati pokazali su da nedostatak receptora TLR2 dovodi do razvoja vece ishemijske
lezije i do izraZenijeg edema u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara. Edem je uzrokovao
znacajno povecanje volumena ipsilateralne hemisfere nakon mozdanog udara kod miseva s
nedostatkom receptora TLR2. Nadalje, kao posljedica veceg edema, bilo je potrebno dulje
vremensko razdoblje za povlacenje edema, stoga je gubitak ukupnog volumena tkiva mozga
bio odgoden kod miSeva bez funkcionalnog receptora TLR2. Odgoda gubitka tkiva mozga
nakon mozdanog udara uslijed nedostatka receptora TLR2 ve¢ je opisana u literaturi (80).
Medutim, ovaj proces je povezan s ve¢im gubitkom tkiva kod miseva s nedostatkom receptora
TLR2 u kroni¢noj fazi mozdanog udara zajedno s poveéanom aktivacijom procesa apoptoze
(80, 88). Moguce je da su navedena zbivanja posljedica izrazenijeg edema u akutnoj fazi, S
obzirom da edem ima citotoksi¢ni ucinak na stanice. Osim odgode povlacenja edema,
nedostatak receptora TLR2 doveo je do veceg T2 signala na MRI snimkama 7 dana nakon
mozdanog udara, upucujuci na veéu koli¢inu vode u samom tkivu lezije. Ovakvi rezultati bili
su u skladu s ve¢im volumenom ipsilateralne hemisfere kod miSeva s nedostatkom receptora

TLR2, kao i s izrazenijim indeksom edema.

Veca ishemijska lezija kod miseva s nedostatkom receptora TLR2 uocena je tek u manjem broju
prethodnih istrazivanja (80, 87), dok su ostala pokazala manju ishemijsku leziju u akutnoj fazi
mozdanog udara za miSeve s onemogucenim receptorom TLR2 (79, 83 - 86). Rezultati dobiveni
ovim istrazivanjem nisu bili u skladu s ve¢inom prethodnih spoznaja, s obzirom da su miSevi s
nedostatkom receptora TLR2 razvili vece ishemijske lezije u akutnoj fazi mozdanog udara.
Razlog ovih odstupanja lezi u metodologiji odredivanja volumena ishemijske lezije. Navedene
prethodne studije su za procjenu volumena ishemijske lezije koristile isklju¢ivo histoloske
metode, dok uzastopno in vivo snimanje lezije nije bilo uvrsteno u njihove pokuse. Posljedi¢no,
volumen ishemijske lezije procijenjena je isklju¢ivo za zivotinje koje su dozivjele kraj pokusa,
arezultati za zivotinje uginule prije kraja pokusa nedostaju. S obzirom da je u ovom istrazivanju
koriStena metoda MRI za snimanje i1 procjenu volumena lezije, prikazani podaci su sadrzavali
zivotinje koje su dozivjele kraj pokusa, kao i one koje su uginule. Nadalje, u prethodnim
istrazivanjima volumen ishemijske lezije nije longitudinalno pracen, vec je za svaku vremensku
tocku koriStena zasebna eksperimentalna skupina. Stoga ovo istrazivanje upotpunjuje prijasnja
saznanja. Zapravo, do sada je objavljeno samo jedno istrazivanje koje je longitudinalno pratilo

volumen ishemijske lezije kod miseva s nedostatkom receptora TLR2, ali nije uo¢en znacajan
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utjecaj receptora TLR2 na volumen ishemijske lezije u akutnoj niti u kroni¢noj fazi mozdanog
udara (88). Stoga se ukazuje potreba za daljnjom primjenom metoda in vivo oslikavanja za
longitudinalno pracenje razvoja volumena ishemijske lezije. Dobiveni rezultati bili su u skladu
s jo§ ne objavljenim istrazivanjem nase istrazivacke skupine koje je takoder longitudinalno
pratilo veli¢inu ishemijske lezije MRI-em, a pokazuje nesto vecu ishemijsku leziju u akutnoj i
sub-akutnoj fazi kod miseva s nedostatkom receptora TLR2, uz veéi gubitak tkiva u kroni¢noj

fazi mozdanog udara.

UnatoC razvoju vece ishemijske lezije uslijed nedostatka receptora TLR2, nisu uocene razlike
u stopi prezivljenja u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara. Gledajuéi trend prezivljenja,
miSevi bez funkcionalnog receptora TLR2 imali Su nesto manje prezivljenje, ali nije dobivena
statistiCka znacajnost. Ovakvi podaci su u skladu s prethodnim istrazivanjem koje takoder
pokazuje da nedostatak receptora TLR2 ne mijenja prezivljenje (87), a do istog zakljucka je

doslo i ve¢ spomenuto ne objavljeno istrazivanje nase istrazivacke skupine.

Fokusiranjem isklju¢ivo na volumen ishemijske lezije moze se zakljuditi da receptor TLR2 ima
protektivnu ulogu u akutnoj fazi mozdanog udara. Medutim, kada se uz volumen lezije
usporede i rezultati neuroloskog deficita, utjecaj receptora TLR2 na ishod mozdanog udara vise
nije toliko ocigledan. Nedostatak receptora TLR2 nije pogorSao neuroloski deficit u akutnoj
fazi mozdanog udara usprkos razvoju vece ishemijske lezije, a nije uoCena niti razlika u
prezivljenju. Jedini parametar koji je ukazivao na neSto loSije stanje miSeva s nedostatkom
receptora TLR2 bila je sporija kompenzacija gubitka tjelesne mase nakon mozdanog udara.
Prijasnji podaci o utjecaju receptora TLR2 na neuroloski deficit nakon mozdanog udara su
veoma oskudni. U dva istrazivanja nije uocen utjecaj receptora TLR2 na neuroloski deficit
nakon mozdanog udara (87, 88), dok je jedno istrazivanje pokazalo manju ishemijsku leziju uz
smanjeni neuroloski deficit u akutnoj fazi mozdanog udara kod miSeva s nedostatkom receptora
TLR2 (86). Glavni problem kod procjene neuroloskog deficita predstavlja Cinjenica da
nedostaju standardizirani protokoli napravljeni specificno za pretklini¢ka istraZivanja
mozdanog udara na mi$jem modelu. Posljedi¢no, protokoli i podaci iz razli¢itih studija su
veoma heterogeni te ih je teSko medusobno usporediti. Novitet ovog istrazivanja je odredivanje
postotka smanjenja neuroloskog deficita nakon mozdanog udara koji je bio izrazeniji kod
miSeva s nedostatkom funkcionalnog receptora TLR2, upucujuci na njihov bolji oporavak

nakon mozdanog udara. Ovakvi rezultati pokazuju da je, sveukupno gledaju¢i, u ovom
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istrazivanju receptor TLR2 imao Stetnu ulogu u akutnoj i sub-akutnoj fazi nakon mozdanog
udara kod miSeva.

U prijasnjim istrazivanjima koja su radila procjenu neuroloskog deficita i volumena ishemijske
lezije nakon mozdanog udara nije pokazana korelacija ova dva parametra. Nedostatak
navedenih istrazivanja je koristenje oskudnog protokola za procjenu neuroloskog deficita koji
je imao jednu ili tek nekoliko procjenskih kategorija (86, 87). Samo je jedno istrazivanje
primijenilo opsezniji protokol za procjenu neuroloskog deficita kod miseva, medutim nije
napravljena korelacija s volumenom ishemijske lezije (88). Protokol za procjenu neuroloskog
deficita koriSten u ovom istrazivanju pokazao se kao dobar i pouzdan prediktor volumena
ishemijske lezije u cijeloj akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara. Pove¢anjem volumena
ishemijske lezije proporcionalno se povecavao i neuroloski deficit, neovisno o prisutnosti
funkcionalnog receptora TLR2. Dokazivanje korelacije izmedu volumena ishemijske lezije i
neuroloskog deficita za sve promatrane vremenske tocke omogudilo je prilagodavanje
neuroloskog deficita prema volumenu lezije. Pokazano je da su misevi s nedostatkom receptora
TLR2 imali zna¢ajno manji neuroloski deficit prilagoden prema volumenu ishemijske lezije, te
je istovremeno ovako prilagodeni deficit imao veéu stopu smanjenja do kraja sub-akutne faze
u odnosu na miseve s funkcionalnim receptorom TLR2. Ovakvi rezultati upucuju na Stetnu
ulogu receptora TLR2 na neuroloski deficit u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara.
MiSevi s nedostatkom receptora TLR2 bili su zastiCeni od razvoja velikog neuroloskog
oStec¢enja U akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara te su imali brzi oporavak. Buduci da je
nedostatak receptora TLR2 istovremeno bio povezan sa smanjenim upalnim odgovorom nakon
mozdanog udara, moguce je da smanjenje upalnih procesa pozitivno utjece na stopu smanjenja

neuroloSkog deficita.
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6.4. Multimodalnim pristupom u pretklinickom istraZivanju moZdanog udara

pokazana je povezanost upale i ishemijskog oStecenja

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je povezati upalne procese posredovane receptorom TLR2 s
volumenom ishemijske lezije i neuroloskim deficitom u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog
udara. Primjena i kombiniranje razli¢itih metoda in vivo snimanja mi§jeg mozga omogucila je
simultano prikupljanje sva tri parametra za istu eksperimentalnu skupinu zivotinja te
longitudinalno pracenje njihove vremenske progresije. KoriStenjem visestruke linearne i
logisticke regresije pokazano je da su sva 3 parametra medusobno povezana te su promjene u
2 parametra znatno utjecale na varijancu tre¢eg parametra. Medutim, uo¢ene su poneke razlike

u korelaciji kada su analizirani podaci zasebno za divlji tip 1 miSeve s nedostatkom receptora

TLR2.

Pokazano je da volumen ishemijske lezije pozitivno korelira s izraZzajem promotora gena TIr2
mjerenog metodom in vivo bioluminiscencije, neovisno o prisutnosti samog receptora. Ovakvi
rezultati opazeni su 2 1 4 dana nakon mozdanog udara, dok 7. dan nije bilo korelacije. Time se
intenzitet upale u ranoj akutnoj fazi ishemije pokazano kao dobar prediktor volumena
ishemijske lezije. Ako se pogleda vremenska dinamika razvoja ishemijske lezije te aktivnosti
gena TIr2, uoceno da oba soja miSeva 7 dana nakon ishemije imaju dosta izrazenu leziju, dok
se intenzitet upale posredovane genom Tlr2 smanjio gotovo na bazalnu razinu. Moguée je da
zbog ovih razlika nije bila prisutna korelacija izmedu veli¢ine lezije i aktivnosti gena TIr2 7
dana nakon tMCAQO. Linearnom regresijom je pokazano da volumen lezije znacajno utjeCe na
jacinu upalnog odgovora mjerenog bioluminiscencijom te obja$njava 17.8% varijance.
Takoder, volumen ishemijske lezije je predvidio 9.8% varijance u stopi smanjenja upale
mjerene bioluminiscencijom ¢ime se dodatno potvrdila poveznica ishemijskog oSteéenja i

upale.

Osim s volumenom ishemijske lezije, jacina upale korelirala je i s neuroloskim ostec¢enjem.
Logistickom regresijom je pokazano da se povecanjem bioluminiscencije, tj. povecanjem upale
posredovane genom TIr2 povecavalo Se neuroloSko o$teéenje nakon mozdanog udara.
Medutim, jacina upale mjerena in vivo bioluminiscencijom se nije pokazala kao pouzdan
prediktor neuroloskog ostecenja tijekom cijele akutne i sub-akutne faze mozdanog udara.
Korelacija ova dva parametra mijenjala se ovisno o vremenskoj toc¢ki nakon ishemije te o

prisutnosti funkcionalnog receptora TLR2. Sli¢no dinamici razvoja ishemijske lezije,
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neuroloski deficit bio je najveci 2 dana nakon tMCAO te se postepeno smanjio do 7. dana, a
oba soja miSeva su svejedno imala znacajni deficit na kraju pokusa. U ranoj akutnoj fazi, dva
dana nakon tMCAO, kada je bio vrhunac upale posredovane genom TIr2 i najveée neurolosko
oSte¢enje, nije uoCena znacajna Kkorelacija ovih parametara. Najbolja korelacija
bioluminiscencije i neuroloskog deficita dobivena je 4 dana nakon tMCAO kada su oba soja
imala umjereni Pearsonov koeficijent korelacije. Na dan 7 uocena je visoka korelacija izmedu
bioluminiscencije i neuroloskog ostecenja, ali samo za miSeve s nedostatkom receptora TLR2.
Takoder, u svim promatranim vremenskim to¢kama povec¢anjem intenziteta upale posredovane

genom TIr2 istovremeno se povecao neuroloski deficit.

Gledaju¢i zajedno korelacije intenziteta upale s neuroloskim oSteéenjem i1 volumenom
ishemijske lezije, moze se zakljuditi da je povecanje neuroloskog deficita i volumena lezije
udruzeno s vecom aktivacijom upalnih procesa posredovanih genom TIr2 u akutnoj i sub-
akutnoj fazi mozdanog udara. Nadalje, linearnom regresijom dodatno je pokazano da se

povecanjem intenziteta upalnih procesa usporava neuroloski oporavak kod oba soja.

Ovo nije bilo prvo istrazivanje koje je promatralo korelaciju volumena ishemijske lezije i
patofiziolo§kog procesa nakon mozdanog udara kod miSeva. Pokazano je da volumen
ishemijske lezije ima pozitivnu korelaciju s biljegom oporavka aksona te s biljegom apoptoze,
a oba parametra su mjerena metodom in vivo bioluminiscencije (88). Sveukupno gledajuéi,
prethodno istrazivanje zajedno s rezultatima ovog istrazivanja ukazuje na veliki potencijal in
Vivo bioluminiscencije za promatranje i dokazivanje korelacije izmedu raznih patofizioloskih
procesa s ishodom mozdanog udara kod miSeva. Prednost ovog pristupa je ¢injenica da su
razvijene i opisane mnoge transgeni¢ne misje linije koje izrazavaju luciferazu pod kontrolom
promotora gena relevantnih za procese ishemijske kaskade (88, 119, 120, 121, 125). Nadalje,
razvijeni su i raznovrsni zato¢eni bioluminiscentni supstrati koji omogucavaju proucavanje

specifi¢nih molekularnih zbivanja u tkivu (143, 144).

Prethodna istrazivanja pokazuju smanjenu aktivaciju biljega upale nakon mozdanog udara kod
misSeva s nedostatkom receptora TLR2 (80, 82, 85). S obzirom da nije koriSten multimodalni
pristup, procjena volumena ishemijske lezije i izrazaja biljega upale nisu napravljeni na istim
zivotinjama. Stoga su autori pretpostavili da je smanjenje upalnih biljega kod miSeva s
nedostatkom receptora TLR2 direktna posljedica manje ishemijske lezije. Medutim, ovO
istrazivanje pokazalo je suprotan u¢inak. MiSevi s nedostatkom receptora TLR2 imali su ve¢u

ishemijsku leziju udruzenu s manjim upalnim odgovorom posredovanim aktivacijom gena Tir2.
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Ovi rezultati su dodatno potvrdeni korigiranjem bioluminiscentnog signala za volumen
ishemijske lezije ¢ime je pokazano da su miSevi s nedostatkom receptora TLR2 imali manju
aktivaciju upale posredovane genom TIr2 po volumenu ishemijske lezije. Takoder, miSevi s
nedostatkom receptora TLR2 imali su znacajno manji intenzitet bioluminiscentnog signala
korigiranog za vrijednosti neuroloskog deficita. Nadalje, upalni procesi korigirani za volumen
ishemijske lezije i neuroloski deficit su imali ve¢i postotak smanjenja u akutnoj i sub-akutnoj
fazi mozdanog udara kod misSeva s nedostatkom funkcionalnog receptora TLR2. Gledajuci
sveukupne procese nakon mozdanog udara uklju¢uju¢i volumen ishemijske lezije, neurolosko
oSte¢enje i jacinu upale posredovane genom TIr2, nedostatak funkcionalnog receptora TLR2
doveo je do razvoja vece ishemijske lezije u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara.
Medutim, istovremeno su atenuirane negativne posljedice razvoja vece ishemijske lezije.
Nedostatak receptora TLR2 nije promijenio prezivljenje miseva nakon mozdanog udara, a bio
je povezan s ve¢im postotkom smanjenja neuroloskog deficita i upale u srediSnjem Zivéanom
sustavu u akutnoj i sub-akutnoj fazi mozdanog udara. Dakle, sveukupni rezultati su upucivali

na Stetnu ulogu receptora TLR2 na ishod mozdanog udara u akutnoj i sub-akutnoj fazi.
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6.5. Utjecaj TLR2 na nakupljanje limfocita u mozgu nakon ishemijske ozljede

Metodom protocne citometrije proucavano je nakupljanje limfocita u tkivu mozga miseva
nakon mozdanog udara. Nakupljanje limfocita nakon mozdanog udara bilo je prisutno
isklju¢ivo kod zivotinja s funkcionalnim receptorom TLR2, a najveca koli¢ina limfocita
zabiljezena je 8 dana nakon tMCAO. Ovakvi rezultati upuéuju da su miSevi s nedostatkom
receptora TLR2 na neki nacin bili zaSti¢eni od ulaska limfocita nakon mozdanog udara.
Leukocitoza je jedan od glavnih biljega upale sredis$njeg ziv¢anog sustava nakon mozdanog
udara. Leukociti uzrokuju sekundarna oStecenja izlué¢ivanjem pro-upalnih faktora, ROS-ova,
proteaza i MMP-ova koji dodatno oStecuju endotelne stanice ¢ime se narusava integritet krvno-
mozdane barijere (145). Medutim, u kroni¢noj fazi limfociti utiSavaju upalne procese
proizvodnjom anti-upalnih ¢imbenika (145). Istovremeno, miSevi bez funkcionalnog receptora
TLR2 su imali veéu stopu smanjenja neuroloskog deficita Sto je bilo u skladu s prethodnim
istrazivanjem koje povezuje infiltraciju limfocita s ve¢im neuroloSskim deficitom nakon
mozdanog udara (146). Jedan od mogucih razloga za ovakvu opservaciju su razlike u oStecenju
krvno-mozdane barijere. Ne postoje radovi koji su proucavali utjecaj receptora TLR2 na
propusnost krvno-mozdane barijere nakon ishemijske ozljede, medutim istrazivanje koje je
proucavalo intracerebralnu hemoragiju pokazuje da se nedostatkom receptora TLR2 smanjuje
oste¢enje krvno-mozdane barijere (147). Moguce je da su isti mehanizmi zastite kod miSeva s
nedostatkom receptora TLR2 aktivni i nakon ishemijskog moZdanog udara. Posljedi¢no, miSevi
s nedostatkom receptora TLR2 bi imali manje oSte¢enje krvno-mozdane barijere $to je
rezultiralo nemoguénoscu infiltracije limfocita u tkivo mozga nakon mozdanog udara. Drugo
objasnjenje za ovakav rezultat je potencijalna klju¢na uloga receptora TLR2 u procesu ulaska
limfocita u tkivo mozga. Pokazan je izrazaj receptora TLR2 na endotelnim stanicama krvnih
zila u mozgu te na infiltrirajuéim imunosnim stanicama, ukljuéuju¢i i limfocite (68).
Proucavanjem traumatske ozljede entorinalne mozdane kore uoceno je smanjeno nakupljanje
limfocita kod miSeva s nedostatkom receptora TLR2 (148), a aktivacija ovog mehanizma nakon
mozdanog udara mogla bi objasniti dobivene razlike izmedu sojeva u nakupljanju limfocita u

tkivu mozga.
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6.6. Nedostatak receptora TLR2 smanjuje aktivaciju mikroglije nakon

moZdanog udara

Nakon mozdanog udara udio populacije aktivirane mikroglije i makrofaga (CD11b*CD45vis°ki
se povecao iskljucivo na ipsilateralnoj hemisferi, a sukladno se smanjio udio mirujuce
mikroglije (CD11b*CD45%¢") kod oba soja. Misevi s nedostatkom receptora TLR2 imali su
povecani udio aktivirane mikroglije 4 dana nakon tMCAO u odnosu na miseve divljeg tipa.
Medutim, do 8. dana doslo je do znaCajnog smanjenja te vise nije bila prisutna razlika izmedu
sojeva. Uz ove rezultate, miSevi s funkcionalnim receptorom TLR2 su imali smanjeni udio
mirujuce mikroglije na dan 8. Ovakvi podaci su ukazivali da nedostatak receptora TLR2
inicijalno povecava aktivaciju mikroglije nakon moZdanog udara, medutim u kasnijim
vremenskim toCkama dolazi do brzeg smanjenja aktivacije mikroglije. Povecanje udjela
aktivirane mikroglije kod miseva s nedostatkom receptora TLR2 bilo je u skladu s uoc¢enim
veéim volumenom ishemijske lezije u akutnoj fazi mozdanog udara. Isto tako, udio aktivirane
mikroglije imao je pozitivhu Kkorelaciju s volumenom ishemijske lezije, dok je mirujuca
mikroglija pokazivala negativnu korelaciju. Ove korelacije dobivene su neovisno o prisutnosti
funkcionalnog receptora TLR2, a uocene su isklju¢ivo 4 dana nakon tMCAO kada je udio

aktivirane mikroglije bio zna¢ajno povecan kod oba soja u odnosu na bazalne vrijednosti.

Glavna karakteristika upalnih procesa nakon mozdanog udara je aktivacija mikroglije.
Aktivirana mikroglija ima sposobnost fagocitoze ¢ime uklanja ostatke oSte¢enih stanica te
proizvodi citokine i MMP, a posljedi¢no dolazi do oste¢enja krvno-mozdane barijere. Za razliku
od nje, mirujuc¢a mikroglija ima ramificirani oblik s malim tijelom stanice i mnogobrojnim
citoplazmatskim ograncima te ne izlucuje Stetne faktore (149, 150). Ipak, pokazano je da
aktivirana mikroglija ima dvojaku ulogu nakon mozdanog udara. Smanjenje aktivacije
mikroglije u ranoj akutnoj fazi moZdanog udara rezultira smanjenim volumenom lezije,
medutim druga istrazivanja su isti proces povezala s pove¢anom apoptozom neurona (151, 152).
S obzirom da je TLR2 jedan od glavnih receptora odgovornih za aktivaciju mikroglije nakon

mozdanog udara, za ocekivati je da ¢e nedostatak TLR2 promijeniti aktivaciju mikroglije.

Aktivacija mikroglije dodatno je okarakterizirana putem biljega fagocitoze receptora CD68. U
ovom istrazivanju izrazaj receptora CD68 pracen je metodama protocne citometrije i
imunohistokemije. Dinamika izrazaja CD68 bila je sliéna kao u prethodnom istrazivanju,

receptor je bio prisutan tijekom svih 8 dana nakon mozdanog udara, a izrazaj je bio veci kod
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miSeva s funkcionalnim receptorom TLR2. Ovakvi rezultati upucuju da nedostatak receptora
TLR2 rezultira smanjenom aktivacijom pro-upalnog M1 fenotipa mikroglije u akutnoj fazi
mozdanog udara. Pred kraj akutne faze nije doslo do smanjenja izrazaja receptora CDG68,

ukazujuc¢i da bi CD68 mogao biti potencijalni biljeg upale i u kroni¢noj fazi mozdanog udara.

Protein CD68 je membranski receptor, a nalazi se na membrani lizosoma i na stani¢noj
membrani (153). Ukoliko na stani¢noj membrani dode do prekomjernog izrazaja CD68
endocitozom se uklanja viSak receptora CD68 sa stanitne membrane te Se pomocu
endosomalnih vezikula prenesu na membranu lizosoma. Time se omogucava precizna
regulacija izrazaja CD68 na povrSini stanice i recikliranje receptora bez nepotrebne degradacije
samog proteina (153). CD68 je najvise izraZzen na stanicama mijeloidne linije te se koristi kao
biljeg prisutnosti upalnih procesa posredovanih mikroglijom i makrofagima (142). Ne zna se
koja je to¢no uloga ovog receptora u upalnim procesima, medutim postoje dokazi da je povezan
s procesom fagocitoze. Takoder, CD68 je jedan od biljega pro-upalnog fenotipa mikroglije M1
nakon mozdanog udara (154, 156). Prethodno istrazivanje pokazalo je povecanje izrazaja CD68
kod miSeva s funkcionalnim receptorom TLR2, a aktivacija je prisutna tijekom cijele akutne
faze (80). Trenutno neobjavljeni rezultati nase istrazivacke skupine pokazuju poveéani izrazaj
CD68 na ipsilateralnoj hemisferi 28 dana nakon mozdanog udara. Ovakvi podaci indiciraju
kako je CD68 dobar pokazatelj prisutnosti upalnih procesa u mozgu u svim fazama mozdanog
udara te bi se u budu¢im istrazivanjima mogao Kkoristiti kao molekularni biljeg upale sredi$njeg

Ziv€anog sustava.

MisSevi s funkcionalnim receptorom TLR2 su 7 dana nakon moZzdanog udara imali izrazeniji
gubitak volumena tkiva mozga u odnosu na miseve s nedostatkom receptora TLR2. Ovaj proces
moze biti posljedica povecanog izrazaja CD68 kod miSeva s funkcionalnim receptorom TLR2,
s obzirom na poveznicu CD68 s fagocitozom (154). Moguce je da su misevi s funkcionalnim
receptorom TLR2 nakon mozdanog udara imali vecu aktivaciju fagocitoze posredovane
stanicama mikroglije, Sto je rezultiralo ranijim uklanjanjem ostecenih stanica i posljedi¢no
smanjenjem volumena mozga 7 dana nakon tMCAO. Za razliku od njih, miSevi s
onemogucenim receptorom TLR2 nisu imali toliko izrazen proces fagocitoze u akutnoj fazi
mozdanog udara, $to je dovelo do odgode smanjenja volumena mozga u sub-akutnoj fazi
mozdanog udara. Prema prethodnim istrazivanjima, kod miseva s onemogucenim receptorom

TLR2 smanjenje volumena mozga vidljivo je tek u kroni¢noj fazi mozdanog udara (80).
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Proto¢nom citometrijom pokazano je znacajno povecanje izrazaja receptora CD68 na
ipsilateralnoj kao i na kontralateralnoj hemisferi, neovisno o prisutnosti receptora TLR2.
Nadalje, pokazano je da CD68 nije lokaliziran isklju¢ivo u mjestu ishemijske lezije. CD68 bio
je izrazen po cijeloj ipsilateralnoj hemisferi, dok je signal u kontralateralnoj hemisferi bio
slabiji. Ovakvi rezultati, zajedno s izrazajem gena TIr2 u kontralateralnoj hemisferi, ukazuju da
upala nakon mozdanog udara nije strogo ograni¢ena na podrucje lezije, ve¢ je u smanjenom
intenzitetu prisutna u cijelom mozgu. Imunohistokemijom je znatno povecanje signala
receptora CD68 nakon mozdanog bilo zabiljeZeno u regiji hipokampusa, a signal se povecao na
ipsilateralnoj i na kontralateralnoj hemisferi. Time je ukazana potencijala uloga hipokampusa
u procesima upale nakon mozdanog udara. Takoder, nedostatak receptora TLR2 doveo je do

utiSavanja izrazaja CD68 u hipokampusu.

Kako bi se razjasnila uloga receptora TLR2 u upalnim procesima nakon mozdanog udara,
proucavana je ko-lokalizacija receptora TLR2 i CD68 kod miSeva divljeg tipa. Receptor CD68
je nakon mozdanog udara u potpunosti ko-lokalizirao s TLR2. Za razliku od njega, receptor
TLR2 je u vec¢ini mikroglije bio izrazen zasebno od CD68. Ovakvi rezultati upucuju da je samo
manji dio izraZaja receptora TLR2 povezan s procesom fagocitoze i pro-upalnim M1 fenotipom
mikroglije nakon mozdanog udara. S obzirom da je prethodnim istrazivanjima veé¢ pokazana
dvojaka uloga receptora TLR2 na ishod mozdanog udara (80, 88), mogucée je da fenotip
mikroglije CD68TLR2" ima drugaiju ulogu u post-ishemijskim procesima. Daljnjim
istrazivanjem trebalo bi provjeriti ko-lokalizaciju receptora TLR2 s biljezima anti-upalnog
fenotipa mikroglije M2. Nadalje, ko-lokalizacija CD68 i TLR2 bila je prisutna gotovo
iskljucivo u ipsilateralnoj hemisferi te je perzistirala tijekom cijele akutne faze. S druge strane,
na kontralateralnoj hemisferi je, uz fenotip mirujuc¢e mikroglije (CD68 TLR2"), prevladavao
fenotip CD68TLR2", upucuju¢i na smanjenu aktivaciju M1 fenotipa mikroglije na

kontralateralnoj hemisferi.
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6.7. Povezanost upalnih ¢imbenika s funkcionalnim oporavkom nakon

moZdanog udara

Klinic¢ka istrazivanja povezuju dugotrajnu 1 intenzivnu aktivaciju upalnih procesa u akutnoj fazi
mozdanog udara s ve¢om smrtno$¢u i ve¢im neuroloskim oste¢enjima u kroni¢noj fazi ishemije.
Ukupni broj bijelih krvnih stanica, specifi¢no neutrofila i limfocita te koncentracija reaktivnog
proteina C (CRP, engl. C reactive protein) u krvi identificirani su kao glavni prediktori
neuroloskog ishoda nakon mozdanog udara (157, 158). Sukladno navedenim istraZivanjima,
upalni procesi u mozgu nakon mozdanog udara su U Ovom istrazivanju korelirali s neuroloskim
oste¢enjem kod miSeva. Medutim, nisu svi biljezi upale bili pouzdan prediktor za sve
vremenske tocke, a uocene su i razlike uzrokovane prisutnoséu ili nedostatkom funkcionalnog
receptora TLR2. U ranoj akutnoj fazi nije uoc¢ena korelacija izmedu neuroloskog deficita i
upalnih procesa posredovanih genom TIr2. Medutim, u sub-akutnoj fazi intenzitet upale
pokazao kao dobar prediktor neuroloskog ostec¢enja. Opcenito gledajuci, miSevi sa smanjenim
izrazajem upalnih biljega u mozgu mjerenih in vivo bioluminiscencijom i proto¢nom
citometrijom pokazivali su manji neuroloski deficit. Izrazaj gena TIr2 pokazao se kao pouzdan
prediktor za procjenu neuroloskog oStec¢enja 4 dana nakon mozdanog udara kada se intenzitet
oba parametra ponesto smanjio. Osam dana nakon mozdanog udara izrazaj receptora TLR2 i
ko-lokalizacija TLR2 s CD68 na stanicama mikroglije pokazani su kao dobri pokazatelji
neuroloskog deficita. Oba receptora bila su povecano izraZena na ipsilateralnoj 1 na
kontralateralnoj hemisferi, a korelacija je uoCena jedino kada se promatrao izrazaj u
cjelokupnom mozgu. Kod miseva s nedostatkom receptora TLR2 biljeg fenotipa mikroglije M1,
CD68, pokazao se kao dobar prediktor neuroloskog deficita 8 dana nakon tMCAO. S druge
strane, miSevi s funkcionalnim receptorom TLR2 nisu pokazali korelaciju izmedu izraZaja
CD68 i neuroloskog deficita. Kod njih je puno bolji prediktor bila razina ko-lokalizacije
receptora CD68 1 TLR2 unato¢ ¢injenici da samo mali udio mikroglije pozitivne na CD68
istovremeno nije izrazavao receptor TLR2. Takoder, kod Wt(TIr2-luc) miSeva se izrazaj
receptora TLR2 pokazao kao dobar prediktor neuroloskog ostecenja u sub-akutnoj fazi
mozdanog udara. Sveukupno gledajuci, promatrani biljezi upale u mozgu povezani su s

pogorSanjem neuroloskog deficita u sub-akutnoj fazi mozdanog udara.
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6.8. Povecanje upalnih biljega u perifernoj krvi nakon moZdanog udara

Sveukupno gledaju¢i, misSevi s nedostatkom receptora TLR2 imali Su povisene razine svih
promatranih citokina u krvnoj plazmi 4 i 8 dana nakon tMCAO u odnosu na miSeve divljeg
tipa. Nadalje, ve¢ina promatranih citokina kod miseva s funkcionalnim receptorom TLR2 je
nakon mozdanog udara imala razine usporedive s bazalnim vrijednostima. Ovakvi rezultati
mogu se objasniti ¢injenicom da se imunoloski odgovor u krvi aktivira unutar nekoliko sati
nakon mozdanog udara te nakon 24h uslijedi imunodepresija, koja je kod pacijenata povezana
s razvojem respiratornih i urinarnih infekcija nakon mozdanog udara (41, 149). S obzirom da
su u ovom istraZzivanju mjerene razine citokine tek 4 dana nakon tMCAOQO, moguce da se u tom
periodu kod miSeva s funkcionalnim receptorom TLR2 razina citokina ve¢ smanjila na bazalnu
razinu, stoga nije bio detektiran vrhunac razine citokina u krvi. Medutim, naglo smanjenje
upalnih procesa ne mora nuzno imati pozitivni utjecaj na ishod mozdanog udara s obzirom da
se pove¢ava moguénost pojave imunodepresije i posljediénih komplikacija (149). Cini se da su
misevi s nedostatkom receptora TLR2 bili zasti¢eni od imunodepresije jer su 4 i 8 dana nakon
mozdanog udara uoéene povecane razine pro-upalnih i anti-upalnih citokina u krvnoj plazmi.
Moguce je da kod njih tek kasnije, u kroni¢noj fazi, dolazi do smanjenja razine citokina u krvnoj
plazmi ili se razine citokina postepeno smanjuju tijekom sub-akutne i kroni¢ne faze mozdanog

udara.

Aktivacija receptora TLR2 pokrece signalni put koji direktno rezultira proizvodnjom pro-
upalnih citokina TNF-a, IL-6, IL-1p (78). Medutim, prethodna istrazivanja mozdanog udara
pokazala su da inhibicija receptora TLR2 ne rezultira smanjenjem svih pro-upalnih citokina,
upucujuci na postojanje kompenzacijskih mehanizama koji pokrecu proizvodnju pro-upalnih
citokina usprkos nedostatku receptora TLR2 (80, 82). Misevi s nedostatkom receptora TLR2
imaju poviSene razine IL-6 u mozgu nakon ishemije, dok se izrazaj TNF-a 1 IL-1p ne mijenja
(80, 82). Nadalje, povisene razine pro-upalnih citokina u mozgu perzistiraju i do mjesec dana
nakon izazivanja mozdanog udara (82). Rezultati viSestruke ELISA reakcije bili su u skladu s
navedenim podacima iz literature. MisSevi s nedostatkom receptora TLR2 imali su povisene
razine IL-6 u krvnoj plazmi, dok nije uoc¢en utjecaj receptora TLR2 na promjenu koncentracija
TNF-a 1 IL-1B nakon mozdanog udara. Dodatno, usporedbom ovih rezultata s prethodnim
istrazivanjima pokazano je kako dinamika promjene razine citokina u krvnoj plazmi prati

promjene citokina u mozgu. S obzirom da su do sada okarakterizirani citokini isklju¢ivo u
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mozgu, ovim istraZivanjem su prosSirena navedena saznanja proucavanjem razine citokina u

krvnoj plazmi nakon mozdanog udara.

Mnoga pretklinicka i klini¢ka istrazivanja su povezala razine pojedinih citokina s volumenom
ishemijske lezije i/ili neuroloskim deficitom nakon mozdanog udara. U skupinu pro-upalnih
interleukina analiziranih metodom viSestruke ELISA reakcije pripadalo je 6 analita: IL-1a, IL-
1B, IL-12p70, IL-17A, IL-23 i IL-27. Svi navedeni interleukini, osim IL-27, su u prethodnim
istrazivanjima povezani s ve¢om ishemijskom lezijom i gorim neurolos§kim ishodom nakon
mozdanog udara (56, 159 - 161). lako IL-27 pripada u skupinu pro-upalnih interleukina (162),
pokazana je njegova protektivna uloga nakon mozdanog udara. Tretman miSeva s IL-27
uzrokuje razvoj manje ishemijske lezije i bolji funkcionalni oporavak nakon mozdanog udara
(163). Od analiziranih citokina, jedino je IL-10 pripadao u skupinu anti-upalnih interleukina.
Medutim, istrazivanja pokazuju da IL-6 moze imati pro-upalnu i anti-upalnu funkciju, ovisno
o tome na koji se stani¢ni receptor veze (164). Poveéane koncentracije interleukina IL-6 i IL-
10 doprinose boljem ishodu nakon mozdanog udara uzrokuju¢i razvoj manje ishemijske lezije
uz smanjeni neuroloski deficit (59, 65). Interferoni imaju vaznu ulogu u regulaciji urodenog
imunoloskog sustava te su pokreta¢i aktivacije adaptivnog imunoloskog odgovora (165).
Glavni izvor IFN-B i IFN-y u krvi su NK stanice. IFN-f3 nakon mozdanog udara ima protektivnu
ulogu te dovodi do smanjenog upalnog odgovora posredovanog upalnim stanicama iz periferne
krvi (166). S druge strane, IFN-y ima Stetan utjecaj na ishod mozdanog udara te zajedno s IL-
17A doprinosi ostec¢enju krvno-mozdane barijere nakon mozdanog udara (167). GM-CSF je
hematopoetski faktor rasta koji stimulira diferencijaciju progenitora u koStanoj srzi u
granulocite i makrofage. Takoder, odgovoran je za aktivaciju makrofaga, neutrofila i eozinofila
te za sazrijevanje dendritickih stanica. Makrofagi, endotelne stanice i limfociti T izluc¢uju GM-
CSF kao odgovor na stimulaciju pro-upalnim citokinima IL-1 i TNF-o (168). Mnoga
istrazivanja dokazala su njegovu protektivnu ulogu u mozdanom udaru (169). MCP-1 je
odgovoran za infiltraciju limfocita 1 makrofaga u podrucje ishemijske lezije. Prethodna
istrazivanja pokazuju njegov dvojaki utjecaj na ishod mozdanog udara. Povecanje izrazaja
MCP-1 korelira s razvojem vece ishemijske lezije u akutnoj fazi (62), ali infiltracija monocita
u podrucje lezije posredovana kemokinom MCP-1 ima neuroprotektivni u¢inak u kroni¢noj fazi
mozdanog udara (63). Izlu¢ivanje citokina TNF-a je direktno povezano s aktivacijom signalnog
puta receptora TLR2, a TNF-a je ujedno i glavni pokreta¢ proizvodnje ostalih pro-upalnih
citokina nakon mozdanog udara (78). Takoder, povezan je s razvojem vece ishemijske lezije

(53).
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Temeljim tih studija, citokini proucavani u ovoj disertaciji mogu se podijeliti na
neuroprotektivne (GM-CSF, IFN-B, IL-6, IL-10 i IL-27), koji su povezani S razvojem manje
ishemijske lezije i boljim neuroloskim oporavkom, te na Stetne za koje je dokazano da dovode
do vece ishemijske lezije uz pogorsanje neuroloskog deficita (IFN-y, IL-1a, IL-1p, IL-12p70,
IL-17A, IL-23, MCP-1 i TNF-a). Misevi s nedostatkom receptora TLR2 su nakon mozdanog
udara imali poviSene razine neuroprotektivnih citokina GM-CSF, IL-6, IL-10 i IL-27, kao i
Stetnih citokina IL-1a, IL-12p70 i IL-17A, u odnosu na miseve divljeg tipa. Za citokine IFN-f3,
IFN-y, IL-1B, MCP-1 i TNF-a nije uocena razlika izmedu sojeva. PoviSene razine pro-upalnih
citokina bile su u skladu s vecom ishemijskom lezijom kod miseva s nedostatkom receptora
TLR2, medutim nije doslo do pogorSanja neuroloskog deficita. S druge strane, moguce je da su
povecane razine anti-upalnih citokina pridonijele brzem neuroloSkom oporavku miSeva s
nedostatkom receptora TLR2. Sveukupno gledajuci, nedostatak receptora TLR2 uzrokovao je
znatne promjene u razinama pro-upalnih i anti-upalnih citokina u krvnoj plazmi nakon
mozdanog udara ukazuju¢i da TLR2 ima utjecaj na upalne procese u cijelom tijelu, a ne samo
u mozgu. Time je jo$ jednom potvrdena kompleksna dvostruka uloga receptora TLR2 u upalnim

procesima nakon mozdanog udara kod miSeva.
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6.9. Prednosti primjene longitudinalnog pristupa wu pretklinickim

istrazivanjima

Inovativnost eksperimentalnog dizajna opisanog u ovoj disertaciji temelji se na nekoliko
C¢imbenika. Primjena ne-invazivnih metoda molekularnog oslikavanja omogudila je
longitudinalno pracenje vremenske dinamike ishemijskog oste¢enja. Takoder, stupnjevanje
podataka u odnosu na bazalne vrijednosti 1 maksimalno oSte¢enje omogucilo je definiranje 1
pracenje parametara oporavka kao §to suU postotak smanjenja neuroloskog deficita i postotak
smanjenja upale. Unato¢ €injenici da su neki tretmani ve¢ pokazali korelaciju s oporavkom,
pretklini¢ka istrazivanja mozdanog udara nisu posvecena detaljnom proucavanju vremenske
dinamike pojedinih procesa (170, 171). Nadalje, u ovom istrazivanju kombinirane Su metode
in vivo snimanja razvoja ishemijske lezije pomoc¢u magnetske rezonancije te snimanje upale in
vivo bioluminiscencijom. Tim multimodalnim snimanjima omoguceno je simultano pracenje
razvoja ishemijske lezije te upale koja nastaje kao posljedica same lezije. Iste zivotinje bile su
podvrgnute preostalim neinvazivnim metodama kojima se procijenio neuroloski deficit i
odredila koncentracija citokina u krvnoj plazmi. U konacnici zivotinje su Zrtvovane za potrebe
stani¢ne analize. Ovakav pristup omogucio nam je integrativno prikupljanje i procjenu
raznovrsnih parametara oSte¢enja i oporavka, a istovremeno je smanjen broj Zivotinja u
eksperimentalnim skupinama, $to je u skladu s 3R smjernicama o koriStenju Zivotinja u
eksperimentalne svrhe (172). Zatim, prilikom obrade podataka primijenjeno je statistiCko
modeliranje metodama linearne i logisticke regresije koje su omogucile pokazivanje poveznice
izmedu razli¢itih parametara oStec¢enja i oporavka. Znatne varijabilnosti u volumenu lezije i
anatomskom polozaju uocene su nakon izazivanja ishemije metodom MCAO, $to posljedi¢no
uzrokuje varijabilnosti u preostalim procesima aktiviranim nakon ishemije (173). Dokazivanje
korelacije ujedno nam je omogucéilo normaliziranje pojedinih podataka na jacinu ostecenja.
Time su detaljnije analizirane posljedice nedostatka receptora TLR2, a neke razlike su ispoljene
tek nakon prilagodbe parametara. Stoga, primjena longitudinalnog dizajna studije,
multimodalno oslikavanje, statisticlko modeliranje i prilagodba parametara prema jacini
oStecenja omogucila je integrativno proucavanje posljedica nedostatka receptora TLR2 na
razvoj ishemijskog ostecenja i parametre oporavka nakon mozdanog udara. Time je razvijen
sustav prikupljanja i obrade podataka koji se moze jednostavno implementirati u pretklini¢ke
studije ¢ime bi se omogucilo detaljnije proucavanje utjecaja pojedinih terapija na ishod

mozdanog udara.
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7.

ZAKLJUCAK

Glavni zaklju€ak ovog istrazivanja glasi:

Nedostatak receptora TLR2 promijenio je vremensku dinamiku upalnog odgovora nakon

ishemijske lezije uzrokujuéi brze smanjenje opsega upale, povezan je s razvojem vece

ishemijske lezije, ali istovremeno pospjeSuje neuroloski oporavak miseva.

Specifi¢ni zakljucei ovog istrazivanja su:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Novo-dobivena misja linija C57BL/6-Tyr¢Bd-Tg(TIr2-luc/gfp)K/Cal.T|r2tmi-KirGaj g
bioluminiscentnim biljegom prikladna je za longitudinalno pracenje upale posredovane
receptorom TLR2 nakon ishemijskog mozdanog udara.

Nedostatak receptora TLR2 dovodi do brzeg smanjenja upale posredovane genom TIr2 u
akutnoj (2 i 4 dana nakon tMCAO) i sub-akutnoj fazi (7 dana nakon tMCAQ) mozdanog
udara.

Nedostatak receptora TLR2 uzrokuje nastanak vece ishemijske lezije, ali ne pogorsava
prezivljenje te doprinosi smanjenju neuroloskog deficita u akutnoj i sub-akutnoj fazi
mozdanog udara.

Aktivacija mikroglije u akutnoj fazi mozdanog udara povecana je u nedostatku receptora
TLR2, ali je izrazaj upalnih biljega mikroglije na kraju sub-akutne faze (8 dana nakon
tMCAO) usporediv s bazalnim vrijednostima.

Smanjenje razina upalnih biljega u perifernoj krvi nakon mozdanog udara odgodeno je
nedostatkom receptora TLR2 te su povecane koncentracije citokina u krvi prisutne 4 i 8
dana nakon tMCAO.

Izrazaj gena TIr2 mjeren in vivo bioluminiscencijom pozitivno korelira s volumenom
ishemijske lezije 1 neuroloskim deficitom nakon ishemijske ozljede, a nedostatak receptora
TLR2 dovodi do smanjene aktivacije upalnog odgovora prilagodenog prema volumenu

ishemijske lezije 1 neuroloSkom deficitu.
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8. SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je okarakterizirati upalu posredovanu receptorom TLR2 te korelirati
izrazaj gena Tlr2 s volumenom ishemijske lezije kod odraslih miseva.

Ishemijska lezija kod Wt(TIr2-luc) i TIr2-/-(TIr2-luc) miseva bila je izazvana metodom
tMCAO. Misevi su snimani MRI-em i BLI-em tijekom 7 dana nakon tMCAO kako bi se
longitudinalno pratio razvoj ishemijske lezije te posljedi¢ni upalni odgovor. Rezultati snimanja
upotpunjeni su procjenom neurolo$kog deficita, analizom upalnih biljega mikroglije te
odredivanjem razine citokina u krvnoj plazmi.

Aktivnost promotora gena Tlr2 odredena in vivo bioluminiscencijom pokazala se kao odli¢an
model za pracenje intenziteta upalnog odgovora nakon mozdanog udara. Nedostatak receptora
TLR2 uzrokovao je nastanak vece ishemijske lezije i izrazeniji edem, ali nije utjecao na
prezivljenje, doveo je do brzeg smanjenja upalnog odgovora te je potaknuo brzi neuroloski
oporavak. Nadalje, volumen ishemijske lezije je pokazao pozitivnu korelaciju s neuroloskim
deficitom i ja¢inom upale, neovisno o prisutnosti receptora TLR2. Nedostatak receptora TLR2
smanjio je izrazaj upalnih biljega mikroglije, a u Krvi su povecane razine pro-upalnih i anti-
upalnih citokina, ukazujuci na njegovu dvojaku ulogu.

Sveukupno gledajué¢i, ovo istrazivanje je pokazalo kako je nedostatak receptora TLR2
promijenio dinamiku upalnih procesa nakon ishemijske ozljede mozga te pospjesio neuroloski

oporavak u akutnoj fazi mozdanog udara kod miSeva.
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9. SUMMARY

Features of TLR2 receptor-mediated inflammation after ischemic lesion of mouse brain

Sanja Srakoci¢, 2023

The aim of this study was to characterize TLR2-mediated inflammation and correlate TIr2 gene
expression with the volume of ischemic brain lesions in adult mice.

Ischemic lesions in Wt(TIr2-luc) and Tlr2-/-(TIr2-luc) mice were induced by the tMCAO
method. Mice were imaged by MRI and BLI throughout 7 days after tMCAO to longitudinally
monitor the progression of the ischemic lesion and the associated inflammation. Imaging results
were complemented by neurological deficit assessment, analysis of microglial inflammation
markers, and determining cytokine levels in blood plasma.

The activity of the Tlr2 gene promoter, monitored by in vivo bioluminescence, proved to be a
great model for monitoring inflammation intensity following a brain stroke. TLR2 deficiency
caused the formation of a larger ischemic lesion and increased edema; however, survival was
not affected. Inflammation reduction was quicker with more prominent neurological recovery.
Additionally, the volume of the ischemic lesion positively correlated with the neurological
deficit and the inflammation intensity, regardless of TLR2 presence. TLR2 deficiency caused a
reduction in inflammatory microglial markers and increased levels of pro-inflammatory and
anti-inflammatory cytokines in blood, indicating its dual role.

Overall, this research showed that TLR2 deficiency changed the dynamics of inflammatory
processes after ischemic brain injury and facilitated neurological recovery in the acute phase of

brain ischemia in mice.
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