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Sazetak

U danasnje vrijeme traumatska ozljeda mozga (TBI) jedan je od glavnih
socioekonomskih i javnozdravstvenih problema. Zbog svoje velike smrtnosti i brojnih
poteskoca nastalih od same ozljede, TBI je potrebno pridati vise paznje. U ovom radu je
opisan utjecaj primjene pioglitazona na neurodegeneraciju i ekspresiju mikroglije u
parijetalnom korteksu i hipokampusu te utjecaj na ekspresiju ciklooksigenaze-2 (COX-2),
inducibilne oksidaze duSikovog oksida (iNOS) i proteina toplinskog Soka 70 (HSP70) u
hipokampusu nakon TBI uzrokovane modelom lateralne ozljede tlakom tekuéine (LPFI).
Pioglitazon je primijenjen u dozi od 1 mg/kg 10 min i 12 h nakon indukcije TBI. Kontrolna
grupa $takora je lazno operirana i primijenjeno im je otapalo. Stakori su dekapitirani 24 sata
nakon TBI te su parijetalni korteks i hipokampus analizirani biokemijskim 1 histoloskim
metodama. Analize su pokazale da nakon TBI nastaju neurodegenerativne promjene u
parijetalnom Kkorteksu i dentathom girusu (DG) hipokampusa, kao i znacajna reakcija
mikroglije u parijetalnom Kkorteksu i svim ispitivanim dijelovima hipokampusa. U
hipokampusu je zabiljezena i povecana ekspresija COX-2 i HSP70. Pioglitazon je znacajno
smanjio broj Ibal pozitivnih stanica u DG hipokampusa ozlijedenih Zivotinja, dok na ostale
ispitvane parametre nije imao ucinka. Ovim radom pokazano je da pioglitazon, primijenjen u
dvije doze nakon TBI uzrokovane s LPFI, djeluje na posttraumastku reaktivnu mikrogliozu u
odredenim mozdanim regijama, no toan mehanizam ovog djelovanja nije jasan te Su

potrebna daljnja istrazivanja u¢inaka ovog lijeka u tretmanu TBI.

Kljucéne rijeéi: traumatska ozljeda mozga, pioglitazon, parametri upale, neurodegeneracija



Summary

Today, traumatic brain injury (TBI) is one of the major socio-economic and public
health issues. Due to its high mortality and the many difficulties caused by the injury itself,
TBI needs more attention. This paper describes the effects of pioglitazone on the
neurodegeneration and expression of microglia in the parietal cortex and hippocampus, and
the effect on the expression of COX-2, iNOS, and HSP70 in the hippocampus, after TBI
caused by lateral fluid pressure injury (LPFI) model. Pioglitazone was administered at a dose
of 1 mg/kg 10 min and 12 h after TBI induction. The control group of rats was sham operated
and the vehicle was administered instead of the drug. Rats were decapitated 24 hours after
TBI and the parietal cortex and hippocampus were analyzed by biochemical and histological
methods. Analyzes revealed that after TBI, neurodegeneration occurs in the parietal cortex
and dentate gyrus (DG) of the hippocampus, as well as microglia reactions in the parietal
cortex and all the tested areas of the hippocampus. Expressions of COX-2 and HSP70 in the
hippocampus were significantly higher after brain trauma. Pioglitazone cause a reduction in
the number of Ibal positive cells in the DG hippocampus of the injured animals compared to
vehicle-treated, injured rats. This work demonstrates that pioglitazone, administered at two
doses after LPFI-induced TBI, can significantly reduce the number of Ibal positive cells in
certain brain regions, but the exact mechanism of this effect is not clear suggesting that

further studies on this drug in the treatment of TBI are needed.

Keywords: traumatic brain injury, pioglitazone, parameters of inflammation,

neurodegeneration.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Opcenito o traumatskoj ozljedi mozga

Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) je jedan od glavnih
socioekonomskih i javnozdravstvenih problema. Takoder se naziva ,tiha epidemija“ jer
problemi koji nastaju iz same ozljede ¢esto nisu prepoznatljivi te su takoder podcijenjeni od
strane dru$tva. TBI je uzrokovana sudarima u prometu, napadima, padovima itd. To je ozljeda
koja se zadobiva kada glava nasilno i iznenada udara od predmet ili kada predmet probija
lubanju i zahva¢a mozdano tkivo. Simptomi TBI mogu biti blagi, umjereni i teski, ovisno o
samom oSte¢enju mozga.

U 2009. godini TBI je bio vode¢i uzrok smrti u SAD-u za populaciju u dobi 1-44
godina, a u razdoblju od (2002-2006) priblizno 1,7 milijuna ozljeda na godinu, $to ukljucuje
sve tipove TBI ozljede. Broj slucajeva povezan s TBI u SAD-u iznosi 93,8 na 100 000 ljudi
(Faul i sur., 2015.). U istrazivanju koje ukljucuje podatke od 1990. do 2000. stopa
hospitalizacije u Europi iznosi 235 na 100 000 ljudi. Prosje¢na stopa smrtnosti u Europi je 15
na 100 000 ljudi, a omjer hospitaliziranih pacijenata je 22:1,5:1 za blage, umjerene i teske
(Tagliaferri i sur., 2006).

Glasgowska skala kome (engl. Glasgow Coma Scale, GCS) je naj¢e$ca i najrasirenija
metoda klinickog ocjenjivana ozljeda uzrokovanih s TBI. Osobe s GCS rezultatom od 3 do 8
su klasificirane kao teske, 9 do 12 kao umjerene i 13 do 15 kao blage TBI. lako blage TBI
predstavljaju 75 % od svih godisnjih TBI u SAD-u, one mogu imati daljnje komplikacije u
obliku invalidnosti ili neuropsihi¢kih komplikacija. Uz to, 43 % pacijenata koji zahtijevaju
hospitalizaciju nastavljaju imati kognitivne, socijalne i fizicke deficite u roku jedne godine
nakon ozljede (Nguyen R i sur., 2016.).

Medutim, ovi navedeni podatci znatno su nizi, te na taj nacin podcjenjuju TBI iz

nekoliko razloga. Prvi razlog je taj da ovi podatci ne ukljucuju sportske i rekreacijske ozljede,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27670907

koje nisu prac¢ene gubitkom svijest, te samim time nije bilo trazenja lije¢nicke pomoci kao ni
hospitalizacije. Drugi razlog je taj da ovi podatci ne ukljucuju TBI koje se lijeCe u vojnim
ustanovama. Zadnji razlog su osobe koje traze lije¢nicku pomo¢, ali im TBI nije
dijagnosticiran (Langlois i sur., 2006.).

Muskarci su u dvostruko vecem riziku u odnosu na Zene za zadobivanje TBI. Djeca u
dobi od 0 do 4 godine i stariji adolescenti u dobi od 15 do 19 godina su pod vec¢im rizikom od
zadobivanja TBI nego osobe u drugim dobnim skupinama. Sto se ti¢e samo hospitalizacija,
odrasli stariji od 75 godina imaju najve¢i rizik zadobivanja TBI (Langlois i sur., 2006.).
Traumatska ozljeda mozga se zabrinjavajuc¢e povecava u pojedinim skupinama. Istrazivanja
su pokazala da 87 % osoba u zatvoru ima povijest ozljede mozga, ukljucujuéi i TBI. Takoder
vojno osoblje koje sluzi u Afghanistanu i Iraqu te Zrtve teroristi¢kih napada su takoder pod
povecanim rizikom od TBI (Langlois i sur., 2006.).

Glavni uzroci TBIl-a su padovi, nesre¢e s motornim vozilima i napadi. Eksplozije su
vodeci razlozi TBI kod vojnog osobolja u ratnim zonama. Sportske i rekreacijske ozljede su
takoder jedni od vodeé¢ih uzroka TBI-a, ukljucujuci nesvijesti koje su podcijenjene, te se za
njih ne trazi dodatna medicinska obrada (Langlois i sur., 2006.).

Mnoga istraZivanja su ispitala dugoro¢ni ishod nakon TBI. Promjene u neuroloskom,
fizickom, kognitivnom te bihevioralnom funkcioniranju su ve¢ od prije poznata, iako same
promjene variraju ovisno o stupnju ozljede mozga. Neke od ovih promjena se rijese u periodu
od Sest mjeseci nakon o0zljede, dok neke ostaju ¢ak i godinama (Ponsford i sur., 2014.).

TBI je glavni uzrok invalidnosti u SAD-u. Ovakav oblik invalidnosti moze se
manifestirati kao kognitivni deficit koji vodi ka nemoguénosti ili smanjenoj moguénosti
obavljanja posla ili svakodnevnih aktivnosti. Procjenjuje se da prevalencija invalidnosti
povezana sa TBI varira izmedu 2,5 do 6,5 milijuna ljudi u SAD-u. Sto u prosijeku iznosi da

1,1 % populacije SAD-a zivi s invaliditetom povezanim s TBI. Te osobe imaju smanjen



zivotni vijek za priblizno 8 godina. Ustanovljeno je da je rizik od smrti nakon TBI 7 puta veci
od zdrave populacije u prvoj godini nakon ozljede (Faul i sur., 2015.).

Povezanost izmedu TBI-a i Alzheimera je kontroverzna. lako je to¢an uzrok nastanka
Alzheimera nepoznat, brojne studije pokazuju da je TBI moguéi uzrok. Prema Lye i Shores
(2000.), postoji moguca povezanost, a to je da oStecenje krvozilne barijere mozga uzrokuje
ulijevanje plazmatskih proteina u mozak, oslobadanje slobodnih radikala Kisika, gubitak
mozdanih rezervi te taloZzenje amiloid-B (Ab) proteina. Takoder TBI se povezuje sa post-
traumatskom epilepsijom. U studiji od 4500 pacijenata s TBI, ustanovljeno je da su napadaji
jedan od vodecih rizika blage, umjerene i teSke TBI. Rizik od napada se pojavljuje kod 4 %
populacije koje su imale TBI, a rizik od epilepsije se povecava za 45-53 % kod penetrirajuéih

TBI (Faul i sur., 2015).

1.2. Patogeneza traumatske ozljede mozga
1.2.1. Primarna ozljeda mozga

Primarna ozljeda mozga je povezana s mehani¢kom silom koja djeluje na mozak te na
taj naCin uzrokuje fizikalna oSteenja moZdanog tkiva i vaskulature. Sile koje djeluju na
mozak rezultat su kombinacije akceleracije, deceleracije i rotacijskih sila (Lennon i sur.,
2018.). Smatra se da linearna akceleracijska sila dovodi do povrsinske ozljede mozga, dok
rotacijska sila, odnosno pokret, moze uzrokovati dublje mozdane lezije te potres mozga. S
obzirom da je mozak visokoelasti¢ni organ s minimalnom potporom, tesko moze pretrpjeti
utjecaj takve sile. Siva tvar koja je najbliza povrSinskom sloju mozga je ugrozena od linearne
sile, Sto moZe uzrokovati kortikalne kontuzije i hemoragije. Dok je bijela tvar, koja se nalazi
dublje u mozgu ugrozena sa rotacijskom silom (Greve i Zink, 2009.).

Kada glava udara u predmet poput vjetrobranskog stakla ili tlo, TBI moze nastati bez

prijeloma ili ozljede same lubanje. Takva ozljeda se naziva zatvorena ozljeda glave, iz tog



razloga Sto je barijera izmedu mozga i1 lubanje ostala netaknuta. Takoder fraktura lubanje koja
moze nastati udarcem glave od predmet moze rezultirati tim da je jedan dio kosti penetrira u
mozdano tkivo. Takve ozljede mogu nastati i penetracijom stranog tijela poput metka. Takva
ozljeda se naziva otvorena ili ubodna ozljeda, i one mogu izazvati daljnja osSteCenja mozga te

izazvati vec¢u Sansu od infekcije (Lennon i sur., 2018.).

1.2.2. Sekundarna ozljeda mozga

Nakon primarne ozljede mozga nastaje sekundarna faza ozljede mozga. Ona nastaje kao
rezultat kompleksnih slijedova dogadaja koji zapocinju prilikom primarne ozljede mozga.
Sekundarna ozljeda mozga nastaje pod razli¢itim faktorima, ukljucujuéi edem, ishemiju,
ekscitotoksi¢nosti i upalu (Hinskon i sur., 2015.).

Ozljeda se moZe pojaviti satima ili danima nakon ozljede mozga. Ozljeda mozZe biti
posljedica ostecenja ili lokalnog smanjenja mozdanog protoka krvi (engl. cerebral blood flow,
CBF) nakon TBI. Smanjenje CBF-a moze rezultirati s lokalnim edemom, hemoragijom ili
povecanim intrakranijalnim tlakom. Kao rezultat neadekvatne perfuzije, ionske pumpe mogu
zakazati §to dovodi do poremecaja izmjene kalcija i natrija (Percival, 2018.). Sami poremecaj
natrij-kalij pumpe prisutne u membranama neurona, Sto rezultira prolaznom depolarizacijom
staniéne membrane. Depolarizacija izaziva oslobadanje glutamata, $to moze dovesti do
ekscitotoksicne smrti neurona. Ekscitotoksicnost je povezana s porastom unutarstanicnog
kalcija (Ca®"), koji aktivira brojne enzime (npr. proteaze, fosfolipaze i endonukleaze) koji
Mogu ostetiti samu stanicu. Porast (Ca?") takoder povecéava i stvaranje slobodnih radikala $to
moze dovesti do daljnjih ostecenja, ukljucujuéi oste¢enja mitohondrija koje moze dodatno

pogorsati oksidativni stres (Hammad i sur., 2018.).



1.2.2.1. Oksidativni stres

Slobodni radikali su atomi ili skupine atoma s nesparenim elektronima i mogu nastati
procesom oksidacije, tj. uklanjanjem jednog elektrona iz para. Na taj na¢in sama molekula
postaje destruktivna i nestabilna. Kada se jednom formiraju, reaktivni radikali mogu zapoceti
lancane reakcije. Kako bi se sprijeCilo djelovanje slobodnih radikala, tijelo mora imati
obrambeni sustav antioksidansa. Antioksidanski su molekule koje mogu reagirati sa
slobodnim radikalima i prekinuti lan¢ane reakcije prije nego $to dode do oStecenja vitalnih
molekula (Cornelius i sur., 2013.).

Odredeni oksidansi i njegovi derivati nastaju nakon TBI, ukljucujuéi radikale: ((O2*)
superoksidni anion; (eOH) hidroksilni radikal, (HO2¢-) hidroperoksilni radikal; (CO3*)
karbonat, (NO) dusikov (IT) oksid, (NO2) dusikov (IV) oksid, (NO3’) nitrat) i ne-radikali
((H202) vodikov peroksid, (HOCI) hipoklorna kiselina, (ONOO") peroksinitrit, (ONOOH)

peroksinitritna kiselina, (ROOR) organski peroksidi) (Slika 1.).

Superoksidni anioni se formiraju kada je kisik reduciran za jedan elektron. O2* je
formiran u mitohondriju, a za to se upotrebljava 2-5 % kisika koji se ina¢e koristi u
proizvodnji  energije. Pojaana proizvodnja reaktivnih kisikovih/duSikovih jedinki
(ROS/RNS) izaziva oksidativi/dusi¢ni stres, koji vodi do oStecenja lipida, proteina i
nukleinskih kiselina (Cornelius i sur., 2013.). Oksidativno/nitrozativno oSte¢eni neuroni od
strane slobodnih radikala mogu biti prisutni, ali ne i funkcionalni. Kao posljedica
oksidativnog stresa, funkcija 1 transport mitohondrija do sinapticke regije je smanjena, §to
dovodi do neurodegeneracije nakon ozljede mozga (Ansari i sur., 2008.).

Nakon TBI, produkcija mikrovaskularnog superoksidnog aniona (O2*") je povecana.
Unutar oziljedenog ziv€anog sustava, postoji niz mogucih izvora O2*  koji se pojavljuju

unutar nekoliko minuta ili sati nakon ozljede. U kasnijem razdoblju aktivirana mikroglija i
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Slika 1. Mehanizam nastajanja reaktivnih spojeva kisika i dusika kod ozlijedene stanice mozga.
Zelenom bojom oznaceni su ne-radikalni spojevi, dok su crvenom bojom oznaceni radikalni reaktivni
spojevi kisika, odnosno dusika. Skracenice: O,*, superoksidni anion; H202, vodikov peroksid; OH",
hidroksil; *OH, hidroksilni radikal; NOe, duSikov monoksid; ONOO", peroksinitrit; ONOOCO;
nitrozoperoksikarbonat; ONOOH, peroksinitritna kiselina; *NO2, dusikov dioksid; CO3* , karbonat;
SOD, superoksid dizmutaza; CAT, katalaza; GSH-Px, glutation peroksidaza, GSH, reducirani
glutation; GSSG, oksidirani glutation; Arg, arginin; NOS, sintaza dusikovog oksida. Preuzeto uz
dozvolu iz Pilipovi¢ K. Traumatska ozljeda mozga u Stakora: mehanizmi oste¢enja i oporavka te

ucinci pioglitazona i enoksaparina (2011).

direktna reaktivnost prema bioloskim supstratima u vodenom okruZenju je relativno slaba.
Ako je i formirana, O2*" prolazi spontanu reakciju dismutacije kako bi formirao H.O> u

reakciji koja je ubrzana enzimom superoksid dismutaza (SOD):

20,° + 2HY - H,O, + Oy



U otopinama, O2*" se nalazi u ravnotezi sa hidoksilnim radikalom (HO-e):
02* + H" — HOye

koji je viSe topljiv u mastima i znatno jaci oksidacijski ili redukcijski agens (14).

Centralni ziv€ani sustav je iznimno bogat izvor Zeljeza i njegova distribucija ovisi o
osjetljivosti razliCitih regija na oksidativno o$teéenje. U normalnim okolnostima redoks -
aktivno zeljezo, male molekulske mase, je prisutno u izrazito niskim koli¢inama. U plazmi,
transportni protein Zeljeza transferin ¢vrsto veze Zeljezo u obliku Fe3*. Unutarstani¢no feritin,
globularni protein, veze Fe®" te ga odrzava u topljivom i netoksi¢nom stanju. Feritin i
transferin imaju veliki afinitet prema Zeljezu i odrzavaju ga u nekatalitickom stanju pri
neutralnom pH. Kada pH vrijednost iznosi 6,0 ili manje (Sto je vrijednost koja se javlja nakon
ozljede mozga) dolazi do otpusStanja zeljeza od strane feritina i transferina. Jednom kada je
zeljezo otpusteno, moze katalizirati reakciju kisikovih radikala (Hall i sur., 2010.).

Drugi izvor kataliticki aktivnog Zeljeza je hemoglobin. Mehanicka ozljeda koja
uzrokuje hemoragiju dovodi do pojave hemoglobina na tom podru¢ju. Zeljezo se otpusta iz
hemoglobina od strane H20: ili od lipidnih peroksida LOOH, i to otpustanje je povecano kada
je pH manji od 6.5 Slobodno Zeljezo ili kelati Zeljeza sudjeluju u reakcijama slobodnih
radikala u dvije razine (Cornelius i sur., 2013.) :

Prvo, autooksidacija Fe?* dovodi do formiranja O2*-
Fe?* + O — Fe** + 0,
Drugo, Fe?* oksidira u prisutnosti H2O2 i formira @ OH (Fentonova reakcija)

Fe?* + H,0, — Fe®* + ¢ OH + OH-

Lipidna peroksidacija se moze definirati kao proces u kojem nezasiceni lipid ulazi u
reakciju s hidroksilnim radikalom. Visestruko nezasicene masne kiseline (engl.

polyunsaturated fatty acids, PUFA) prisutne u glikolipidima, fosfolipidima i kolesterolu su



najceS¢e meta peroksidacije. PUFA su masne kiseline koje se sastoje od dvije ili vise
dvostrukih veza. Njihova sveprisutnost, veliko obilje te osjetljivost ka oksidaciji, ¢ini ih
jednim od glavnih meta oksidativhog stresa kroz proces lipidne peroksidacije
(Anthonymuthua i sur., 2016.).

Kod TBI, lipidna peroksidacija je obiljezena s dva glavna puta : enzimatski i ne-
enzimatski. Enzimatski put ukljucuje aktivaciju fosfolipaze A2 (PLAZ2), ciklooksigenaze
(COX), lipooksigenaze (LOX), citokrom c i ostale peroksidaze. Ne-enzimatski put ukljucuje
interakciju prijelaznih metala i reaktivnih kisikovih spojeva (ROS). Akumulacija brojnih
produkata lipidne peroksidacije je poznata po svojoj toksicnosti za samu stanicu. Lipidni
medijatori nastali iz oksidacije viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina su uklju¢eni u procese
disregulacije cerebralnog protoka krvi, oste¢enja krvno mozdane barijere, aktiviranje upalnog

odgovora te programiranje smrti stanice (Anthonymuthua i sur., 2016.).

1.2.2.2. Upala

Nakon primarne mehanicke ozljede kod TBI, slijedi sekundarni proces, odnosno razvoj
upalnog odgovora. Upala je reakcija tkiva na ozljedu. Cetiri su glavna klini¢ka znaka upale
koje je opisao A. K. Celzo kao: crvenilo (rubor), toplinu (calor), oteklinu (tumor) i bol (dolor)
ito prije vise od 1800 godina.

Pocetna upalna reakcija dolazi nakon ekstravazacije krvnih produkata te oslobadanja
komponenti koji se nalaze unutar stanice. Takoder, upalne stanice koje su prisutne u tkivu
mozga, astrociti i mikroglije, dovode do stvaranja ROS i RNS (Mathew i sur., 1994.; Rock i
sur., 2008.).

Daljni tijek upale je aktivacija urodenog imunoloskog odgovora, ¢ime se izaziva upalni
odgovor posredovan od strane domacina unutar intrakranijalnog odjeljka. Medu vaznijim

endogenim medijatorima neuroupale su proupalni citokini, kemokini te komplemente



anafilatoksina. Ove upalne stanice dodatno pridonose razvoju sekundarne ozljede mozga
pogorsanjem upalnog odgovora u oStecenom mozgu kroz oksidacijski nalet neutrofila koji
oslobadaju proteoliticke i neurotoksi¢ne enzime. Nadalje, iako se dugo vremena smatralo da
sredi$nji ziv€ani sustav zaSticen od sustavnog imunoloS$kog odgovora (zbog same svoje
odvojenosti s krvno mozdanom barijerom), znanstvenici su proteklih godina otkrili kako je
zapravo SZS bogat izvor upalnih medijatora. Takoder je ustanovljeno da su stanice koje su
prisutne u tkivu mozga (astrociti, neuroni i mikroglija) sposobne sintetizirati sve upalne
medijatore iz perifernog imunoloskog sustava (Schmidt i sur., 2005.).

Nakon TBI, djelovanjem fosfolipaza dolazi do oslobadanja arahidonske kiseline iz
membrana ozlijedenih stanica. Arahidonska kiselina se pod utjecajem enzima ciklooksigenaze
(engl. cyclooxygenase, COX) pretvara u prostaglandin (PG). Ciklooksigenaza je vazan enzim
u stvaranju upalnog odgovora. Postoje dva oblika ciklooksigenaze, a to su konstituivna COX-
1 i inducibilna COX-2.

COX-1 je pretezno prisutan u mikrogliji kod glodavaca i u ljudskom mozgu, te se
njegova ekspresija povecava sa starenjem organizma (Choi i sur., 2013.).

COX-2 utjeCe na regulaciju brojnih metabolickih koraka u sintezi prostanoida, te ima
brojne vazne uloge poput npr. dugotrajne potencijacije hipokampusa te regulacija tjelesne
temperature (Saper i sur., 1992.). Cinjenica da je COX-2 okarakteriziran kao predstavnik gena
ranog odgovora (IEG), koji mogu izravno utjecati na stani¢nu funkciju, naglasava njegovu
potencijalnu vaznost u nizu patofizioloskih procesa. COX-2 ima snaZne ucinke na mozak
putem sloZenih uc¢inaka prostanoida koji, izmedu ostalog, ukljuuju: modulaciju oslobadanja
glutamata, cerebralnu vazokonstrikciju, indkuciju oslobadanja ROS-a i utjecaj na
neuroendokrinu funkciju. Stoga je mogucée da povecani broj COX-2 u ozlijedenim neuronima

moze pridonijeti smrti neurona nakon ozljede mozga. Takoder, dokazano je da inhibicija



aktivnosti COX-2 stiti od oSte¢enja uzrokovanih ishemijom te neurotoksi¢nosti uzrokovanom
kroni¢nom neuroupalom (Cernak i sur., 2002.).

Poznato je da mikroglija moZe migrirati na mjesto ozljede s ciljem da uspostavi sigurno
okruZenje te na taj nacin ublazili Stetne posljedice ozljede. Akutna funkcija mikroglije kao
odgovor na TBI je eradicirati stani¢ne 1 molekularne krhotine. Taj proces uklanjanja oStecenih
stanica je veoma vazan za uspostavljanje normalnog mozdanog stanja. Takoder, aktivirana
mikroglija je sposobna osloboditi supstance poput proupalnih citokina, ROS, RNS, te
glutamate koji mogu dodatno pogorsati stanje (Donat i sur., 2017.).

Sto se ti¢e morfologije mikroglije, ona se kao odgovor na ostecenje tkiva ili invaziju
patogena moze promijeniti u amoeboidni oblik, prvenstveno ponasajuci se kao fagocit tj.
makrofag $to dovodi do toga da ju je tesko razlikovati od infiltriraju¢ih makrofaga. Opéenito
se ta stanja aktiviranja klasificiraju kao M1-klasi¢no aktiviran, na jednom kraju i M2-
alternativno aktiviran, na drugom Kkraju. Proupalni M1 fenotip pogoduje proizvodnji i
otpustanju citokina koji mogu pogorSati neuralnu ozljedu. Suprotno tome, M2 je povezan s
oslobadanjem neurotrofi¢nih ¢imbenika koji poti¢u popravak te ulogu fagocita. Stoga je tesko
pronaci jasan mikroglijalni fenotip kod kroni¢nih bolesti te TBI gdje su mnoge studije na
zivotinjama pokazale mjeSovitu ekspresiju razliCitth markera povezanih sa M1 1 M2

fenotipom (Donat i sur., 2017.).

1.2.2.3. Transkripcijski ¢imbenici

Nuklearni ¢imbenik kapa B (engl. nuclear factor kappa B, NFxB) je proteinski
kompleks identificiran prije vise od 30 godina kao transkripcijski ¢imbenik koji moze
stimulirati ekspresiju imunoglobulin k svjetlosni lanac u B stanicama. Nadalje, studije su
pokazale da se NFkB veze za DNA kao dimer koji je formiran kombinacijom nekoliko
proteina koji sadrzavaju RhD na N-terminalnom kraju. Ovi proteini su ¢lanovi NF«B obitelji i

u sisavcima oni ukljucuju: podjedinicu p50 i njegov prekursor p105 (kodirani od strane
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NF«kB1 gena); podjedinicu p52 i njegov prekursor p100 (kodirani od strane NFxkB2 gena);
podjedinicu p65 (koja se takoder naziva RelA); c-Rel; i RelB (Giuliani i sur., 2018.).

lako je prvo opisan u B limfocitima, NFkB je gotovo sveprisutan. On regulira ekspresiju
tisuce gene, od kojih veéina sudjeluje u upalnim i imunim reakcijama. NF«xB ima temeljnu
ulogu u nastajanju i aktivaciji limfocita, i vazan je za urodenu i steCenu imunost. Pored
njegove uloge kod upale i imuniteta, NFkB regulira ostale gene koji su ukljueni u
prezivljavanje stanice te njihovu proliferaciju te diferencijaciju (Giuliani i sur., 2018.).

Mehanizam kojim NF«B regulira transkripciju moze biti opisan na sljedeé¢i nacin. U fazi
mirovanja, NF«B dimeri su lokalizirani u citoplazmi u neaktivnoj formi, tako §to su vezani za
inhibitorske proteine poznate kao inhibitori kB (IkB). Sirok spektar podrazaja moze aktivirat
NFkB razgradnjom IkB. Ovo vodi do translokacije dimera u jezgru, gdje dolazi do
posljedicnog djelovanja na ekspresiju mnogih gena (Slika 2.). Kao S$to je receno, u fazi
mirovanja NFkB dimeri su lokalizirani u citoplazmi tako $to su vezani na IkB. Medutim,
ustanovljeno je da se kompleks graden od IxBa i p50/p65 dimera, moze prebacivati iz
citoplazme u nukleus i obrnuto iako ostaje transkripcijski neaktivan. Tek nakon degradacije
IkB proteina, ovaj dimer se lokalizira u jezgri gdje se veze za DNA. IxB obitelj proteina je
karakterizirana prisustvom pojedinih fragmenata ankirinskih ponavljanja (ANK), koji su
odgovori za vezanje 1kB za NFkB dimere. Pojedini proteini kB su identificirani, uklju¢ujuci
IxBa, IkBp, IkBg, IkB(, i Bcl-3. Prekursori proteina p100 i p105 imaju nekoliko fragmenata
ANK u njihovom C-terminalnom dijelu, koji rade kao 1kB proteini i samim time su poznati
kao IxBéd i IxBy (Giuliani i sur., 2018.).

Proteini obitelji NFkB pronadeni su I u srediSnjem ziv€anom sustavu. | njegova
aktivacija u srediSnjem zivéanom sustavu moze biti potaknuta ne-patoloskim signalima (poput
npr. neurotransmitera), za razliku od ostalih stanica koje nisu povezane sa SZS-om, gdje je

veé¢inom potaknuta patoloskim dogadajem (Grilli i sur., 1999.). S obzirom da su istrazivanja
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pokazala da aktivacija NFkB ima vaznu ulogu u neurodegenerativnim bolestima, aktivacija
NFkB je zabiljeZena u neuronima i ne-neuralnim stanicama u mozgu, te nakon TBI. Nakon
ozljede NFkB se pojavljuje ve¢ nakon jednog sata, a u nekim stanicama i do jedne godine

nakon TBI (Nonaka i sur., 1999.).
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Slika 2. Aktivacija NFkB signalnog puta. U citoplazmi stanice NFxB se nalazi vezan za IkB protein,
kojeg aktiviraju razliiti signali, te uzrokuju degradaciju i fosforilaciju IkB proteina. Dolazi do
oslobadanja NFkB te njegove translokacije u jezgru. Skracenice: IKK-IkB kinaza, IkBa-inhibitorni
protein NFkB signalnog puta, NFxB-nuklearni ¢imbenik kapa B, P-fosfatna skupina, DNA i
deoksiribonukleinska kiselina. Preuzeto uz dozvolu iz Pilipovi¢ K. Traumatska ozljeda mozga u

Stakora: mehanizmi oSte¢enja i oporavka te ucinci pioglitazona i enoksaparina (2011).
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1.2.3. Protektivni ¢imbenici u traumatskoj ozljedi mozga
1.2.3.1. Proteini toplinskog Soka

Proteini toplinskog Soka (engl. heat-shock proteins, HSPS) ili proteini stresa, su prisutni
u svim organizmima i svim stanicama organizama (Liz i sur., 2001.). Hipertermija, izloZenost
metalima, uvjeti koji dovode do praznjena glutationa, te ishemijske i reperfuzijske ozljede,
samo su neke od razliCitih aktivatora stanicnog stresa koji dovodi do pojacane ekspresije
HSP-a. Akumulacija HSP-a daje zastitu stanici, osobito kada dolazi do iste povrede. Ovaj
fenomen, nazvan prekondicioniranje, omogucuje tkivima, organima, ¢ak i organizmima da
prezive povrede koje bi inace bile smrtonosne (Welch, 2001.). Odredeni HSP-ovi, poznati i
pod nazivom Saperoni, imaju kljuénu ulogu u savijanju, tj. rastavljanju proteina, sastavljanju
multiproteinskih kompleksa, transportu/sortiranju proteina u ispravne subcelularne odjeljke,
kontrolu i signalizaciju stani¢nog ciklusa te zastitu stanica od stresa tj. apoptoze. Takoder,
izvanstani¢éni HSP-ovi mogu potaknuti imunoloske stanice poput makrofaga i dendriti¢kih
stanica. HSP-ovi ¢ine veliku obitelj proteina koja se Cesto klasificira na temelju njihove
molekularne tezine, pa imamo: HSP10, HSP40, HSP60, HSP70, HSP9O, itd. (Liz i sur.,
2003.).

Obitelj proteina toplinskog Soka od 70-kDa tj. HSP70 it molekularnih Saponera,
predstavljaju jednu od najprisutnijih i evolucijski najo¢uvanijih u svim organizmima. Clanovi
obitelji HSP70 kontroliraju sve aspekte stani¢ne proteostaze, kao $to je: savijanje lanca, unos
proteina u organele, oporavak proteina od agregacije te sastavljanje multiproteinskih
kompleksa. Ovi Saponeri povecavaju prezivljavanje i dugovjecnost organizma koji su suoceni
sa proteotoksiénim stresom. Izvanstanicni HSP70 imaju brojne citoprotektivne i
imunomodulacijske funkcije (Radons, 2016.). lako se c¢esto nazivaju unutarstani¢nim
proteinima, otkriveno je da HSP-ovi mogu i napustiti stanicu. Preciznije, HSP70 je pronaden

u plazmi zdrave osobe. U mozgu, HSP70 je induciran raznim patoloSkim podrazajima koji
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ukljucuju ishemiju, ekscitotoksi¢nost povrede te upalne reakcije, tj. glavne uzroke TBI.
HSP70 se moze inducirati u veéini tipova stanica, ukljuc¢ujuci neurone, astrocite, mikrogliji te
endotelu u SZS. Nagada se da poveéana ekspresija HSP70 ima ulogu u preZivljavanju stanica
te njihovom oporavku nakon cerebralnih ozljeda. Samim time, osim specifi¢nih
unutarstani¢nih uloga HSP70, on takoder moze modulirati neuroendokrine i imunoloske

odgovore koji utjecu na ishod u teskih TBI (Rocha i sur., 2005.).

1.2.3.2. Neurotrofini

Neurotrofini su prepoznati kao promotori prezivljavanja neurona, ali zapravo oni mogu
regulirati mnoge aspekte razvoja neurona i1 njegovih funkcija, ukljucujuéi stvaranje sinapse i
sinapticku plasti¢nost. Cetiri neurotrofina se pojavljuju kod sisavaca: NGF, BDNF,
neurotrofin-3 i neurotrofin-4. Prvi neurotrofin koji je pronaden je ¢imbenik rasta neurona
(engl. nerve growth factor, NGF). Drugi koji je pronaden je neurotrofni ¢cimbenik rasta (engl.
brain-derived neurotrophic factor, BDNF), koji je izoliran iz mozga svinje (Reichardt i sur.,
2006.).

BDNF igra vaznu ulogu u moduliranju sinapticke funkcije neurona. Jedan je od
najproudavanijih neurotrofina u SZS-u, i zadobio je iznimnu paZnju zbog njegove vaznosti u
razvoju i odrzavanju normalne mozdane funkcije. Ustanovljeno je da BDNF posreduje
prezivljavanju i diferencijaciji neurona tako da veze i aktivira tropomiozin receptor kinaze B
(engl. tropomyosin receptor kinase B, TrkB), ¢lana velike obitelji Trk receptora, koji se nalaze
na presinaptickoj i postsinaptickoj membrani (Cattaneo i sur., 2016.).

Nekoliko studija je pokazalo povezanost izmedu polimorfizma BDNF-a i razli¢itih
neuropatoloskih stanja poput Alzheimerove bolesti, opsesivno-kompulzivnog poremecaja,

poremecaja prehrane, a tako i povezanost s krajnjim funkcijama kod osoba koje su zadobile
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TBI. Studije kod eksperimentalne TBI su pokazale poja¢anu ekspresiju BDNF u hipokampusu

nakon ZzariS$ne ozljede (Rostami i sur., 2011.).

1.3. Eksperimentalni modeli traumatske ozljede mozga

Eksperimentalni modeli TBI omoguc¢avaju proucavanje dinamiéne ozljede mozga u
kontroliranim uvjetima. Ti modeli su nuzni za daljnje proucavanje visoko kompleksne
patologije TBI. U eksperimentalnim modelima se najceS¢e upotrebljavaju mali glodavci,
najviSe zbog njihove cerebralne fiziologije koje su sli¢ne onoj ljudskoj. Postoji viSe modela
eksperimentalne TBI, onaj koji ¢e se koristiti ovisi o znanstveniku, jer jedan model ne moze

pokriti cijeli spektar dogadaja nakon TBI.

1.3.1. Modeli ZariSne traumatske ozljede mozga

Za istrazivanje promjena kod zariSne ozljede, koriste se dva najpoznatija modela TBI, a
to su: model pada utega (engl. weight drop model) i model kontroliranog kortikalnog udara
(engl. controlled cortical impact, CClI).

Model pada utega, kako mu ime samo govori, je model u kojem uteg slobodno pada
kroz aparaturu koja ga navodi te udara od lubanju zivotinje, metalnu plocicu fiksiranu za
lubanju ili kroz otvor na lubanji direktno na mozak (O'Connor i sur., 2011.). Ovdje se teZina
ozljede regulira tako da se poveca ili smanji masa utega, te promjenom visine pada samog
utega.

CCI model je invazivna metoda koja koristi udara¢ koji stvara mehani¢ku energiju
koja zatim djeluje na neoste¢enu ovojnicu mozga. U ovom slucaju kompresirani zrak je izvor
mehanic¢ke energije koja djeluje na mozak. Ovaj model ima brojne prednosti zbog same
moguénosti kontroliranja razliCitih parametara poput vremena, brzine te dubine ozljede

(O'Connor i sur., 2011.).
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1.3.2. Modeli difuzne traumatske ozljede mozga

Kako bi reproducirali difuznu aksonalnu ozljedu, koristi se model akceleracijskog
udarca (engl. impact acceleration model). U ovom modelu se Koristi kaciga koja je
napravljena od nehrdajuceg Celika koja je zacementirana za lubanju pomocu tankog sloja
dentalnog akrilata. Zivotinja se postavlja na pjenastu povrsinu i ¢eli¢na kaciga se namjesti
tocno ispod pada utega. Udarac se zadobiva tako Sto se uteg otpusSta s odredene visine na

¢eli¢nu kacigu (Marmarou i sur., 1994.).

1.3.3. Kombinirani model Zari$ne i difuzne traumatske ozljede mozga.

Model lateralne ozljede tlakom tekuéine (engl. lateral fluid percussion injury, LFPI) je
najzastupljeniji i najcesce koristen model za procjenu Zari$ne i difuzne ozljede mozga. To je
model koji se sastoji od uredaja koji uzrokuje ozljedu kroz otvor u lubanji tako da primjenjuje
kratak pritisak teku¢ine na tvrdu mozgovnicu. Standardiziran je kako bi se omogucila

manipulacija samih parametara ozljede (Alder i sur., 2011.).

1.4. Farmakoterapija traumatske ozljede mozga
1.4.1. Sadas$nje stanje

Bez obzira na velika ulaganja zadnjih par desetlje¢a, TBI i dalje ostaje glavni izvor
invalidnosti i smrti u razvijenom drustvu.

lako se smatra da neuroupala ima Stetne posljedice na sam mozak, prethodna
istrazivanja su pokazala da visoke doze protuupalnih lijekova koristene nakon TBI vode ka
vec¢im posljedicama (Mashkouri i sur., 2016.).

Minociklin je derivat tetraciklina koji ima neuroprotektivna i protuuplana svojstva. Ovaj
lijek smanjuje otpustanje proupalnih citokina i kemokina. Ispitivanja na animalnim modelima

su pokazala smanjenje upale u ozlijedenom tkivu, ali ostala ispitivanja drugih istrazivaca
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dokazuju suprotno. Takoder, melatonin je hormon kojeg proizvodi epifiza i trenutno se
istrazuje njegov samostalni uéinak zbog njegovih neuroprotektivnih karakteristika. To je
enzim, koji lako prolazi kroz stanicnu membranu. Njegov mehanizam djelovanja je inhibicija
mikroglijalne aktivacije i smanjenje sekrecije citokina. Efekti melatonina na TBI varira te su
potrebna daljnja istrazivanja. Nadalje, statini su poznata grupa lijekova koji se Kkoriste za
smanjenje kolesterola u krvi, imaju neuroprotektivna i protuupalna djelovanja na animalnim
modelima. Statini inhibiraju signalni put TLR4 proteina, aktivaciju NFkB i G-proteine, $to
sve skupa dovodi do redukcije mikroglijalne aktivacije. Statini su lijekovi koji su dobro
tolerirani od strane pacijenata uz blage nuspojave. Oni pokazuju obecavajuce pretklini¢ke
rezultate za ostala stanja povezana s neuroloskim ostecenjima (Mashkouri i sur., 2016.).

Mati¢ne stanice su neidentificirane stanice koje imaju potencijal za regeneraciju
oSte¢enog tkiva. Pretklini¢ka ispitivanja su pokazala izuzetnu regenerativnu sposobnost
maticnih stanica da se transformiraju u nove diferencirane neurone nakon TBI. Takoder,
maticne stanice su pokazale znaCajan potencijal u sekvenciraju smrti neuronskih stanica te
produljenjem upalnog odgovora, §to rezultira pove¢anjem oporavka kognitivnih i motorickih
funkcija (Mashkouri i sur., 2016.).

Kod ozljeda poput TBI, primjena samo jednog lijeka nije najbolja opcija. Kombinacija
lijekova 1 mati¢nih stanica bi mogla poboljsati rezultate lijeCenja. Kombinacija lijekova poput
faktor stimulacije granulocita (G-CSF), eritropoetina i statina, mogu poboljsati funkcije

mati¢nih stanica prema popravku mozdanog tkiva (Mahkouri i sur., 2016.).

1.4.2. Pioglitazon
Peroksisom proliferator-aktivirani receptori (PPAR) su proteini koji pripadaju
superobitelji proteina koji se nazivaju nuklearni receptori. PPAR su otkriveni u glodavcima

1990. i pripadaju superobitelji proteina koja sadrzi 48 ¢lanova. Strukturno PPAR su sli¢ni
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steroidnim hormonskim receptorima. Oni djeluju kao heterodimeri zajedno sa koaktivnim
kompleksom koji se vezu za peroksisom proliferator elemente odgovora (engl. peroxisome
proliferator response elements, PPRE) na molekuli DNA, $to dovodi do transaktivacije i
transrepresije razlicitih gena (Tyagi i sur., 2011.).

PPAR postoji u tri razli¢ite forme, a, /0, i v, od kojih je izoforma PPARYy najbolje
proucena. PPARy se dijeli na: yl-koji se nalazi u svim tkivima, ukljucujuéi srce, misice,
crijeva, bubrege, gusteraca i jetra. y2—koji se nalazi ve¢inom u adipoznom tkivu, y3—Kkoji se
nalazi u makrofagima, debelom crijevu i bijelom adipoznom tkivu, te y4—koji se nalazi u
endotelu (Tyagi i sur., 2011.).

Tiazolidindioni (TZD) tj. glitazoni su najviSe istrazivani PPARYy ligandi. To je lijek koji
se koristi kao antidijabetik, a nakon njega su uslijedili roziglitazon i pioglitazon. Otkriveno je
kako PPARy ima bitnu ulogu u imunom odgovoru nakon upale. Oni imaju sposobnost
inhibirati ekspresiju upalnih citokina te usmjeriti diferencijaciju imunoloskih stanica prema
protuupalnim fenotipovima. Znaéajka PPARY je strukturna raznolikost njegovih liganda koje
obuhvacaju endogene metabolite, dijetalne spojeve i sinteticke lijekove. Sve veca ucestalost
pojave upalnih i alergijskih bolesti, zajedno sa ohrabruju¢im rezultatima nedavnih klinic¢kih
ispitivanja, ukazuju na to da prirodni agonisti PPARY koji se nalaze u hrani mogu biti korisni
za ljudsko zdravlje djelujuci kao protuupalne molekule. Agonisti PPARy takoder su pokazali
djelotvornost kod Parkinsonove bolesti, Alzheimerove bolesti, Amiotrofi¢ne lateralne
skleroze te kod ozljeda mozga. Oni djeluju na mikroglija stanice i inhibiraju aktivaciju
mikroglija stanica (Tyagi i sur., 2011.).

Uloga PPAR-a u moduliranju metabolizma lipida i glukoze je dobro utvrdena. U novije
se vrijeme dokazalo da PPAR modulira i upale. Npr. agonisti PPAR-a inhibiraju proizvodnju
proupalnih molekula perifernim imunoloskim stanicama kao 1 rezidentnim glijalnim

stanicama. Nadalje, agonisti PPAR receptora su pokazali efikasnost u suzbijanju razvoja upale
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S7S-a i neurodegenerativnih poremecaja. Oralna primjena PPARYy agonista pioglitazona
smanjila je aktivaciju glija i nakupljanje AP pozitivnih plakova u hipokampusu i korteksu

(Mclntosh i sur., 1989.).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Iz svega navedenog u Uvodu i pregledu podrugja istrazivanja ovog rada razvidno je da
su sadasnja znanja o mehanizmima oSte¢enja i oporavka mozga nakon TBI nisu cjelovita, te
da ucinci primjene pioglitazona u eksperimentalnoj TBI nisu u cijelosti razjasnjeni.
Stoga, ciljevi ovog istrazivanja u modelu TBI u Stakora su:
1. istraziti ucinke pioglitazona na neurodegeneraciju u razli¢itim regijama mozga Stakora
(parijetalni korteks i hipokampus) nakon TBlI,
2. evaluirati utjecaj primjene istrazivanog PPARY agonista na reakciju mikroglije u gore
navedenim mozdanim strukturama, te

3. istraziti u¢inke pioglitazona na razine ekspresija proteina od interesa.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Pokusne Zivotinje i tretman

Eksperimentalni pokusi ucinjeni su na odraslim jedinkama Wistar Stakora muskog
spola, tjelesne mase 350-450 g. Zivotinje su drzane u nastambi za pokusne Zivotinje Zavoda
za farmakologiju u kontroliranim uvjetima s pravilnim izmjenjivanjem razdoblja 12-satne
svjetlosti i tame, uz sobnu temperaturi 20-24 °C i vlagu 45-65 %. Zivotinje su hranjene
standardnom hranom za Stakore i pile su vodu ad libitum. Svi su se eksperimentalni postupci
izvodili izmedu 10 h i 14 h. Postupci sa Zivotinjama odobreni su od Fakultetskog eti¢kog
povjerenstva i izvedeni u skladu sa odredbama Republike Hrvatske (NN 135/06; NN 37/13,
NN 50/1), kao i europskim smjernicama sukladno direktivama Vijec¢a Europe (86/609/EEC).
Ispitivanja su bila provedena te u skladu s osnovama tzv. 3R pristupa: Replacement =
nadomjestanje zivotinja, Reduction = smanjenje broja zivotinja, Refinement = oplemenjivanje
postupaka prema zivotinjama.

TBI je uzrokovana primjenom LFPI modela (39). Ukratko, Zivotinje su anestezirane
izofluranom (4 % prilikom indukcije, 2 % prilikom odrzavanja anestezije) u smjesi dusikovog
oksida i kisika u omjeru 2:1. Nakon nastupa anestezije, Zivotinje su smjesStene na aparat za
stereotaksiju, koza im je dezinficirana te s.c. ubrizgana 0,5 %-tna otopina bupivakaina. Potom
je ucinjen otvor u lubanji veli¢ine 5 mm nad lijevim parijetalnim korteksom, pazeci da se
o¢uva tvrda ovojnica mozga. Na mjesto otvora smjestena je te dentalnim cementom fiksirana
plasti¢na spojnica tipa Luer-Lock (Slika 4.) kojom su zivotinje spojene na LFPI aparat (VCU
Biomedical Engineering Facility, Richmond, VA, SAD) (Slika 5.). Ozljeda mozga je
inducirana naglim injiciranjem fizioloSke otopine u kranijalnu Supljinu pod tlakom od 1,8-2,2
atm. U analizu su ukljucene samo one zivotinje kod kojih je prestanak disanja nakon ozljede
trajao manje od 60 sekundi. Nakon indukcijske ozljede, Luer-Lock je uklonjen, a koza je

zaSivena. Potom je na ranu stavljena antibiotska mast te su Zivotinje vra¢ene u svoje kaveze sa
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slobodnim pristupom vodi i hrani. Stakori su sludajnim odabirom dodijeljeni trima
eksperimentalnim grupama. Lazno operirani $takori koji su tretirani i.p. otapalom (dimetil-
sulfoksidom) 10 min i 12 sati nakon lazne TBI, su sluzili kao kontrolna skupina. Oni su
tretirani identi¢no kao i takori koji su zadobili TBI, ali bez same ozljede mozga. Stakori koji
su zadobili ozljedu mozga iz druge dvije grupe su tretirane i.p. sa 1 mg/kg pioglizatona ili

otapala 10 min i 12 sati nakon indukcije TBI.

Slika 3. Zivotinja koja je anestezirana te postavljena na uredaj stereotaksiju. Na mjesto otvora lubanje
je fiksirana dentalnim cementom spojnica tipa Luer — Lock, nad lijevim parijetalnim korteksom.
Preuzeto uz dozvolu iz Pilipovi¢ K. Traumatska ozljeda mozga u Stakora: mehanizmi oStecenja i

oporavka te u¢inci pioglitazona i enoksaparina (2011).
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Slika 4. Sustav za LFP ozljedu u $takora: aparat za LFP ozljedu (A), osciloskop (B), racunalo (C).
Preuzeto uz dozvolu iz Pilipovi¢ K. Traumatska ozljeda mozga u Stakora: mehanizmi oStecenja i

oporavka te ucinci pioglitazona i enoksaparina (2011).

3.2. Priprema tkiva

Sve zivotinje su Zrtvovane 24 sata nakon TBI ili lazne traumatske procedure. Za
Western blot analizu, uzorci ipsilateralnog hipokampusa (N=4 po skupini) su homogenizirani
u puferu za lizu koji se sastoji od 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, i
mjeSavine inhibitora proteaza (aprotinin, leupeptin, PMSF, natrijev ortovanadat, natrijev
fluorid, natrijev pirofosfat). Nakon inkubacije u trajanju od 1 sata, uzorci su centrifugirani na
10000xg pri 4 °C, 10 min, te su supernatanti stavljeni na pohranu na -80 °C.

Za histoloske analize, Stakori (N=3-4 po skupini) su anestezirani s natrijevim
tiopentalom te transkardijalno perfundirani s fosfatnim puferom (PBS, 0,1 M , pH 7,4) nakon
Cega je uslijedila fiksacija s 4%-tnim paraformaldehidom u PBS-u. Mozgovi su zatim

izvadeni i ¢uvani u paraformaldehidu 18-22 sati pri 4 °C, te nakon toga uklopljeni u parafin.
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3.3. Fluoro Jade C histofluorescencija

Detekcija Fluoro Jade C fluorescentnom bojom oznacenih degeneriraju¢ih neurona je
ucinjena na 3-4 um debelim parafinskim preparatima koji su prethodno deparafinizirani u
ksilenu zatim dehidrirani u padaju¢im koncentracijama etanola te tretirani s 0,006%-tnim
kalijevim permanganatom, razrjedenim u dH>0O, tijekom 10 min. Sekcije su isprane sa dH20 2
puta po 1 min, te inkubirane u tami s 0,0001% Fluoro Jade C otopinom (Chemicon, Millipore,
Billerica, MA, SAD) u 0,1% octenoj kiselini kroz 20 min. Nakon ispiranja sa dH-O (3 puta,
po 1 min), zatim suSenja na zraku, sekcije su uronjene u ksilen i prekrivene s medijem za
montiranje. Kvantifikacija broja Fluoro Jade C pozitivnih neurona u parijetalnom korteksu i
regijama hipokampusa (Slika 5.) je u¢injena na mikrofotografijama na povecanju od %400
koriste¢i Image] software (NIH, Bethesda, USA). Mikrofotografije su ucinjene pomocu

Olympus 1X73 mikroskopa i Olympus XM10 digitalne kamera (Olympus, Tokio, Japan).

3.4. Imunohistokemijske i imunofluorescencijske analize

Imunohistokemijska detekcija stanica mikroglije u parijetalnom korteksu i hipokampusu
ucinjena je pomocu protutijela protiv ionizirane kalcij-vezujuéa adaptorska molekula 1 (engl.
lonized calcium binding adaptor molecule 1, Ibal) na parafinskim rezovima debljine 3-4 pm.
Prvo se stakalca sa rezovima mozga deparafiniziraju tako Sto se urone u ksilol, a nakon toga
se dehidriraju kroz padajuce koncentracije etanola do destilirane vode. Nakon toga slijedi
zagrijavanje stakalaca uronjenih u citratni pufer (10mM, pH 6,0) u mikrovalnoj pe¢nici.
Nespecificna mjesta vezanja su blokirana s 5% normalnim kozjim serumom 1 1% albuminom
govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA) s 0,025% Tritona X-100 u TBS-u.
Uzorci su zatim inkubirani s primarnim protutijelima preko noci na 4 °C. Idu¢i dan uzorci su
inkubirani sa sekundarnim protutijelom oznafenim fluorescentnom bojom. Vizualizacija

jezgara ucinjena je primjenom 1 pg/ml 4', 6'-diamino-2-fenilindol dihidroklorid (engl. 4',6-
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diamino-2-phenylindole, dihydrochloride, DAPI) (Molecular Probes, Eugene, OR, SAD), 20
min pri sobnoj temperaturi. Sve fotografije rezova preparata mozga ucinjene pomocu
Olympus 1X73 mikroskopa i Olympus XM10 digitalne kamera (Olympus, Tokio, Japan). Za
kvantifikaciju broja 1 udjela povrSine Ibal obojenih stanica mikroglije su koriStene

mikrofotografije uéinjene pri povecanju od x400 (Slika 5.).

Slika 5. Shematski prikaz koronalnog presjeka mozga Stakora na kojem su oznaene histoloskim
metodama analizirane mozdane strukture, parijetalni korteks (PC) te dentatni girus (DG), CA2 i CA3

regije hipokampusa.

3.5. Western blot analiza

U uzorcima hipokampusa, pomo¢u Western blota su mjerene ekspresije proteina: COX-
2; inducibilne oksidaze duSikovog oksida, iNOS; HSP70 i B-aktina. Proteinski uzorci su
stavljeni na SDS-PAGE gel pod odredenim uvjetima, zatim su transferirani na nitroceluloznu
membranu gdje su blokirani 1 sat pri sobnoj temperaturi s odgovaraju¢im puferom za
blokiranje, te su inkubirani s primarnim protutijelom preko noéi pri 4 °C. Iduéi dan,
membrane su tretirane odgovaraju¢im biotiniliranim sekundarnim protutijelom 1 sat, a zatim
isprane 30 min sa streptavidin-HRP pri sobnoj temperaturi. Membrane su vizualizirane

kemiluminiscencijom koriste¢i supstrat Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate
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(Pierce, Rockford, IL, USA), signal je dobiven pomo¢u Kodak Image Station 440CF, a jaCina
signala pomo¢u Kodak 1D Image Analysis Software (Eastman Kodak Inc, Rochester, NY,

USA).

3.6. Kvantifikacija proteina
Koncentracije proteina u uzorcima odredivane su metodom po Bradfordu (1976.),

koriStenjem procis¢enog BSA kao standarda.

3.7. Prikupljanje podataka i statisti¢ke analize

Za pohranu podataka te izradu grafickih prikaza koriSten je program Microsoft Office
Excell® (Microsoft Corp., Redmond, WA, SAD). Za analizu mikrofotografija koriSten je
ImageJ program (NIH, Bethesda, MD, SAD). Vrijednosti koje su dobivene izrazene su kao
mjera srediSnjice 1 rasprSenja. Za statisticku obradu podataka koriSteni su parametrijski
postupci statisticke rasélambe, jednosmjerna (one-way) analiza varijance (ANOVA) s Duncan
Multiple Range post-hoc testom. Razina od P < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
Postupci statisticke raS¢lambe ucinjeni su pomocu racunalne programske potpore

STATISTICA® inacica 13 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).
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4. REZULTATI
4.1. Utjecaj pioglitazona na neurodegeneraciju u parijetalnom korteksu i hipokampusu
Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Kako bi istrazili utjecaj pioglitazona na neurodegeneraciju u parijetalnom korteksu 1
hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga, koristili smo Fluoro-Jade C bojanje.
Mikrofotografija (Slika 6.) pokazuje Fluoro-Jade C pozitivno obojene degenerativne
neuronske stanice i njihove procese. Vidljivo je da se broj Fluoro-Jade C pozitivho obojenih
stanica u ozlijedenih Stakora kod kojih je primijenjen pioglitazon smanjio u dentatnom girusu

(DG) hipokampusa.

U ovom radu prikazana je kvantifikacija Fluoro Jade C bojanja koja je pokazala
znacajnu razliku izmedu broja degeneriranih stanica u parijetalnom korteksu [F(2,6) = 198,17,
P < 0,001] (Slika 7A) i dentatnom girusu hipokampusa [F(2,6) = 8,075; P = 0,020] (Slika 7D)
izmedu skupine ozlijedenih S$takora tretiranih otapalom te ozlijedenih S$takora tretiranih
pioglitazonom nakon traumatske ozljede mozga u odnosu na kontrolnu skupinu. ANOVA analiza
nije pokazala zna€ajan utjecaj traume na broj Fluoro Jade C pozitivnih stanica u druge dvije
regije hipokampusa, odnosno u CA2 [F(2,6) = 3,481; P = 0,099] (Slika 7B) i CA3 [F(2,6) =
4,987; P = 0,053] (Slika 7C). Primjena pioglitazona nije znacajno utjecala na razinu
neurodegenerativnih promjena u istraZzivanim regijama mozga ozlijedenih Zivotinja (P >

0,05).
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Kontrola TBI+Otap TBI+Pio

CA2

CA3

Slika 6. U¢inak pioglitazona na neurodegeneraciju u parijetalnom korteksu (PC) te CA2, CA3 i DG
regijama hipokampusa u Stakora s traumatskom ozljedom mozga. Prikazane su mikrofotografije
prereza mozgova zivotinja kontrolne skupine (Kontrola), te ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom

(TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio). Linija skale: 50 um.
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Slika 7. U¢inak pioglitazona na neurodegeneraciju u parijetalnom korteksu (A) te CA2 (B), CA3 (C) i
DG (D) regijama hipokampusa u Stakora s traumatskom ozljedom mozga. Prikazani su histogrami s
rezultatima kvantifikacije broja Fluoro Jade C pozitivnih stanica u Zivotinja kontrolne skupine
(Kontrola), te ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio). Stupci

predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n=3). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od Kontrole.
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4.2. Utjecaj pioglitazona na reakciju mikroglije u parijetalnom korteksu i hipokampusu
Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Kako bi prikazali reakciju mikroglije u parijetalnom korteksu i hipokampusu Stakora
nakon traumatske ozljede mozga, odredili smo morfoloske promjene mikroglijalnih stanica
pomocu Ibal imunofluorescencije u kombinaciji s DAPI bojanjem te kvantificirali broj Ibal
pozitivnih stanica. Na Slikama broj 8-11., koje prikazuju podrucje parijetalnog korteksa (Slika
8.) te pojedine regije hipokampusa: CA2 (Slika 9.), CA3 (Slika 10.) i DG (Slika 11.), mozemo
vidjeti da su u uzorcima kontrolne skupine Zivotinja prisutne stanice mikroglije s malim
stani¢nim tijelima i tankim, razgranatim nastavcima. U grupi ozlijedenih $takora tretiranih
otapalom broj mikroglijalninh stanica, karakteriziranih promijenjenim oblikom, tj.
karakteristicnom hipertroficnom, ameboidnom ili Sipkastom morfologijom, prisutan je veci

broj Ibal pozitivnih stanica.

Kvantifikacija Ibal pozitivnih stanica (Slika 12.) pokazala je da postoji statisticki
znacajan utjecaj primjene pioglitazona na reakciju mikroglije u Zivotinja nakon traumatske
ozljede mozga u DG regiji hipokampusa [F(2,6)=20,835; P=0,002] (Slika 12.D). Suprotno
tome, u parijetalnom korteksu [F(2,6)=5,677; P=0,041] (Slika 12.A), te CA2 [F(2,6)=7,280;
P=0,0249] (Slika 12.B) i CA3 [F(2,6)=15,494; P=0,004] (Slika 12.C.) regijama hipokampusa

primjena lijeka nije utjecala na traumom izazvanu mikroglijalnu aktivaciju.
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Slika 8. Ucinak pioglitazona na reakciju mikroglije u parijetalnom korteksu (PC) S$takora s
traumatskom ozljedom mozga. Prikazane su mikrofotografije prereza mozgova zivotinja kontrolne
skupine (Kontrola), te ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio)
na kojima su crvenim fluorescentnim bojanjem oznafene stanice imunoreaktivne na
mikroglija/makrofagni marker Ibal uz kontraobojanje jezgri plavom DAPI bojom. Strelice pokazuju
mirujuce Ibal imunoreaktivne stanice s malim stani¢nim tijelom i tankim, razgranatim nastavcima.
Glave strelica pokazuju aktivirane stanice mikroglije karakteristicne hipertroficne, ameboidne ili

Sipkaste morfologije. Linija skale: 50 um.
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Slika 9. Uc¢inak pioglitazona na reakciju mikroglije u CA2 regiji hipokampusa Stakora s traumatskom
ozljedom mozga. Prikazane su mikrofotografije prereza mozgova zivotinja kontrolne skupine
(Kontrola), te ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio) na
kojima su crvenim fluorescentnim bojanjem oznaCene stanice imunoreaktivne na
mikroglija/makrofagni marker lbal uz kontraobojanje jezgri plavom DAPI bojom. Strelice pokazuju
mirujuc¢e Ibal imunoreaktivne stanice s malim stani¢nim tijelom i tankim, razgranatim nastavcima.
Glave strelica pokazuju aktivirane stanice mikroglije karakteristicne hipertroficne, ameboidne ili

Sipkaste morfologije. Linija skale: 50 um.
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Slika 10. U¢inak pioglitazona na reakciju mikroglije u CA3 regiji hipokampusa Stakora s traumatskom

ozljedom mozga. Prikazane su mikrofotografije prereza mozgova zivotinja kontrolne skupine
(Kontrola), te ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio) na
kojima su crvenim fluorescentnim bojanjem oznaCene stanice imunoreaktivne na
mikroglija/makrofagni marker 1bal uz kontraobojanje jezgri plavom DAPI bojom. Strelice pokazuju
mirujuc¢e Ibal imunoreaktivne stanice s malim stani¢nim tijelom i tankim, razgranatim nastavcima.
Glave strelica pokazuju aktivirane stanice mikroglije karakteristicne hipertroficne, ameboidne ili

Sipkaste morfologije. Linija skale: 50 pm.
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Slika 11. U¢inak pioglitazona na reakciju mikroglije u dentatnom girusu (DG) hipokampusa $takora s

traumatskom ozljedom mozga. Prikazane su mikrofotografije prereza mozgova zivotinja kontrolne
skupine (Kontrola), te ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio)
na kojima su crvenim fluorescentnim bojanjem oznafene stanice imunoreaktivne na
mikroglija/makrofagni marker 1bal uz kontraobojanje jezgri plavom DAPI bojom. Strelice pokazuju
mirujuc¢e Ibal imunoreaktivne stanice s malim stani¢nim tijelom i tankim, razgranatim nastavcima.
Glave strelica pokazuju aktivirane stanice mikroglije karakteristicne hipertroficne, ameboidne ili

Sipkaste morfologije. Linija skale: 50 pm.
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Slika 12. U¢inak pioglitazona na reakciju mikroglije u parijetalnom korteksu (A) te CA2 (B), CA3 (C)
i DG (D) regijama hipokampusa u Stakora s traumatskom ozljedom mozga. Prikazani su histogrami s
rezultatima kvantifikacije broja Ibal pozitivnih stanica (A-D) u zivotinja kontrolne skupine
(Kontrola), te ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n=3). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od Kontrole; #P < 0,05;

znacajno razli¢ito od TBI+Otap.
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4.3. Utjecaj pioglitazona na ekspresije parametara upale i stani¢nog stresa u
hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

S obzirom na to da smo utjecaj primjene pioglitazona na mikrogliju uocili samo u DG
regiji hipokampusa, odluéili smo Western-Blot analizom izanalizirati samo tu regiju. Ve¢ od
prije je poznato kako pioglitazon utjece na ekspresiju COX-2 , iNOS te HSP70, vodeni time i
sami smo ucinili analizu ekspresije istih. Uzorke blotova Stakora eksperimentalnih skupina i
pripadaju¢ih denzitometrijskih analiza blotova COX-2, iNOS te HSP70 korigirane su za
vrijednosti ekspresije B-aktina i prikazane kao udio Kontrole.

Iz rezultata vidljivih na Slici 13. uocljivo je da se ekspresija COX-2 u hipokampusu
skupine stakora tretirani otapalom i skupine Stakora tretiranih pioglitazonom nakon
traumatske ozljede mozga, znacajno razlikuje od kontrolne skupine. Utjecaj pioglitazona na
skupinu tretiranih Stakora nije statisticki znacajan [F(2,9)=21,136; P < 0,001].

Nadalje, ANOVA analiza nije pokazala statisticki znaajan utjecaj pioglitazona na
ekspresiju iNOS u hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga [F(2,9)=2,049;
P=0,185] (Slika 14.).

Ekspresija HSP70 u hipokampusu skupine Stakora tretirani otapalom i skupine Stakora
tretiranih pioglitazonom nakon traumatske ozljede mozga, znacajno razlikuje od kontrolne
skupine. Utjecaj pioglitazona na skupinu tretiranih S$takora nije statisticki znacajan

[F(2,9)=15,613; P=0,001] (Slika 15.).
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Slika 13. U¢inak pioglitazona na ekspresiju COX-2 u ipsilateralnom hipokampusu $takora 24 sata
nakon TBI. Prikazani su reprezentativni uzorci blotova Stakora eksperimentalnih skupina i pripadajuce
denzitometrijske analize blotova COX-2, korigiranih za vrijednosti ekspresije 3-aktina i prikazanih
kao udio Kontrole (%). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti = SEM (n = 4). Zivotinje kontrolne
skupine (Kontrola), ozlijedeni Stakori tretirani otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio). *P

< 0,05; znacajno razli¢ito od Kontrole.
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Slika 14. Ucinak pioglitazona na ekspresiju iNOS u ipsilateralnom hipokampusu Stakora 24 sata
nakon TBI. Prikazani su reprezentativni uzorci blotova Stakora eksperimentalnih skupina i pripadajuce
denzitometrijske analize blotova iNOS, korigiranih za vrijednosti ekspresije B-aktina i prikazanih kao
udio Kontrole (%). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 4). Zivotinje kontrolne skupine

(Kontrola), ozlijedeni Stakori tretirani otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio).
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Slika 15. Uc¢inak pioglitazona na ekspresiju HSP70 u ipsilateralnom hipokampusu Stakora 24 sata
nakon TBI. Prikazani su reprezentativni uzorci blotova Stakora eksperimentalnih skupina i pripadajuce
denzitometrijske analize blotova HSP70, korigiranih za vrijednosti ekspresije 3-aktina i prikazanih kao
udio Kontrole (%). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti = SEM (n = 4). Zivotinje kontrolne skupine
(Kontrola), ozlijedeni Stakori tretirani otapalom (TBI+Otap) ili pioglitazonom (TBI+Pio). *P < 0,05;

znacajno razli¢ito od Kontrole.
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5. RASPRAVA

5.1. Utjecaj pioglitazona na neurodegeneraciju u parijetalnom korteksu i hipokampusu
Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Kako bi odredili utjecaj pioglitazona na neurodegeneraciju nakon traumatske ozljede
mozga, Koristili smo Fluoro-Jade C bojanje. Fluoro Jade C je anionski fluorescentni derivat
koji je koristan kod histoloskog bojanja neurona podvrgnutih degeneraciji. Koristan je zbog
toga Sto boja samo degenerativne neurone s minimalnim bojanjem pozadine. Idealan je za
lokalizaciju ne samo degenerirajuc¢ih neurona, nego i udaljenih dendrita, aksona i terminala.

Boja je vrlo otporna na blijedenje i kompatibilna je s gotovo svim histoloskim metodama

bojanja. (Schmued i sur., 2005.).

U ovom radu je prikazano znacajno oSte¢enje u parijetalnom korteksu te regijama
hipokampusa, CA2, CA3 i dentatnom girusu, u Stakora s traumatskom ozljedom mozga.
Dobiveni rezultati su u skladu s ostalim istrazivanjima neurodegeneracije nakon TBI u kojima
se koristilo bojanje Fluoro-Jade C ili nekim drugim metodama bojanja poput: kiseli fuksin,
imunohistokemija i bojanje srebrom (Hicks i sur., 1996.; Sato i sur., 2001.). Takoder,
usporeduju¢i skupinu Stakora tretiranih s pioglitazonom sa skupinom S$takora tretiranih
otapalom, mozemo re¢i da ne postoji statisticki znaCajan utjecaj pioglitazona na

neurodegeneraciju u parijetalnom korteksu te regijama hipokampusa.

5.2. Utjecaj pioglitazona na reakciju mikroglije u parijetalnom korteksu i hipokampusu
Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Mikroglija je vazna imuna stanica mozdanog sustava koja sluzi kao makrofag koji
pomaze razvoju mozga, odrzavanju okoline te kao odgovor na ozljedu i popravak iste

(Orihuela i sur., 2016.). Njezina neuroupalna uloga je prepoznata kod ozljeda i bolesti CNS-a
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ukljucuju¢i TBI, kao produkcija razli¢itih proupalnih faktora poput citokina i slobodnih

radikala (Frank-Cannon i sur., 2009.).

Ekspresija Ibal stanica je najvisa u testisima i slezeni, a rijetka je u mozgu, plu¢ima i
bubrezima. U mozdanim stanicama, ekspresija Ibal je najvi$a u mikrogliji. Zbog toga se Ibal
protein koristi kao adaptorna molekula koja je medijator kalcijevih signala (Imai i sur., 1996.).
U radu Pilipovi¢ i sur., (2015.), kao i u ovom radu je prikazan te uocen porast Ibal pozitivno
obojenih stanica u parijetalnom korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede
mozga. Morfologija stanica mikroglije u parijetalnom korteksu i hipokampusu kod kontrolne
grupe Stakora je izrazena u vidu malih stani¢nih tijela, s tankim i1 razgranatim nastavcima.
Ako usporedimo kontrolnu skupinu sa skupinom ozlijedenih Stakora koji su primili otapalo
mozemo re¢i da su stanice mikroglije promijenile svoj oblik, tj. pojava hipertroficne,
ameboidne ili Sipkaste morfologije. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima koji su ve¢
prije opisali aktivaciju mikroglije u ostalim TBI modelima (Rowe i sur., 2014.). Takoder,
rezultati u ovom radu prikazuju kako pioglitazon utjeCe na reakciju mikroglije samo u
dentatnom girusu hipokampusa stakora s traumatskom ozljedom mozga u vidu smanjenja Ibal
pozitivnih stanica dok je u radu Pilipovi¢ i sur., (2015.) primjena samo jedne doze
pioglitazona znacajno utjecala na smanjenje broja Ibal pozitivnih stanica u parijetalnom
korteksu. Utjecaj pioglitazona je takoder opisan u radu (Sauerbeck i sur., 2011.), ali na
drugom modelu traumatske ozljede mozga (CCI), primjenjujuc¢i ceS¢e 1 vele doze
pioglitazona (10 mg/kg nakon 15 min od TBI, te nakon 24 h, 48 h, 72 h i 96 h.). Koliko nam
je poznato ovo je prvo istrazivanje utjecaja pioglitazona na reakciju mikroglije u parijetalnom

korteksu 1 hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga.
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5.3. Utjecaj pioglitazona na ekspresije parametara upale i stani¢nog stresa u
hipokampusu $takora nakon traumatske ozljede mozga

Neuroupala kao posljedica TBI nastaje nakon aktivacije zaostalih astrocita i mikroglije.
TBI je patoloska ozljeda s kompleksnom interakcijom izmedu mozga, periferije te imunog
sustava. lako sve stanice mozga mogu proizvesti proupalne citokine, mikroglija je najvise
zastupljena u proizvodnji istih. Uz proupalne citokine, takoder proizvodi kemokine i ostale
upalne gene koji mogu narusiti funkciju krvno-mozdane barijere, Sto moze dovesti do
provlacenja imunih stanica iz periferije. Ove stanice mogu dodatno naglasiti upalu CNS-a $to
moze dovesti do smrti neurona i1 disfunkcije mozga nakon TBI (Xiong i sur., 2018.) U ovom
radu ispitan je utjecaj pioglitazona na ekspresije pojedinih parametara upale i stani¢nog stresa

u parijetalnom korteksu i hipokampusu stakora nakon traumatske ozljede mozga.

COX-2 je inducirana izoforma COX enzima, koja se moze na¢i u upalnim stanicama i
mozgu (predominantna izoforma u mozgu). COX-2 ima vaznu ulogu u cerebrovaskularnoj
homeostazi, ali s druge strane pretjerana ekspresija COX-2 moze biti stetna. Kod patoloskih
stanja poput trauma, ishemija i kroni¢nih degenerativnih stanja, COX-2 proizvodi ROS i
toksi¢ne metabolite prostaglandina koji mogu dodatno pogorsati ozljedu. COX-1 i COX-2 su
poveéani nakon TBI. Medutim, tretman s COX-2 inhibitorima u modelu TBI dovodi do
kontradiktornih rezultata, gdje pojedine studije pokazuju korist terapije, a druge Stetnost ili

nedjelotvornost (Hickey i sur., 2007.).

Rezultati iz ovog rada pokazuju da se ekspresija COX-2 u hipokampusu skupine stakora
tretiranih otapalom i skupine Stakora tretiranih pioglitazonom nakon traumatske ozljede
mozga, znacajno povecala u usporedbi s kontrolnom skupinom. Ovi rezultati su u skladu s
prethodnim istrazivanjem od Kunz i sur., (2002.). Utjecaj pioglitazona na skupinu tretiranih

Stakora nije se pokazao statisticki znac¢ajnim. Koliko nam je poznato ovo je prvo istrazivanje
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utjecaja pioglitazona na ekspresiju COX-2 u hipokampusu Stakora u modelu traumatske

ozljede mozga.

INOS je izoforma sintaze duSikova oksida (engl. nitric oxide synthase, NOS) i
ekspresiran je u makrofagima kao odgovor na proupalne citokine ili endotoksine, te za razliku
od ostalih izoforma, ne dolazi do ekspresije ukoliko nije inducirana citokinima. Moze
proizvesti velik broj NO. Nakon indukcije, iINOS stalno proizvodi NO sve dok se enzim ne
degradira. Studije pokazuju da NO deriviran iz iNOS-a doprinosi neurotoksi¢nosti nakon
ishemijskog napada. Takoder postoje dokazi da NO deriviran iz iNOS-a doprinosi
neurotoksi¢nosti kod TBI. Ekspresija iNOS-a je uvelike izazvana ozljedama mozga. Pacijenti
koji su imali viSe razine iNOS-a imali su i teze posljedice. Klini¢ko istrazivanje u drugoj fazi
(NOSTRA) kod TBI pacijenata koji su koristili NOS inhibitor, je pokazalo znacajno

poboljSanje mjereno Glasgowskom skalom kome (Garry i sur., 2014.).

Rezultati iz ovog rada pokazuju kako traumatska ozljeda mozga nije imala znacajan
utjecaj na ekspresiju iNOS u hipokampusu Stakora. Takoder, utjecaj pioglitazona na

ekspresiju INOS u hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga nije bio znacajan.

HSP70 je najviSe proucavan iz cijele porodice proteina toplinskog Soka. HSP70 mozZe
prevenirati reakciju na proupalne citokine. Povezan je sa smanjenjem produkcije TNF-a i IL-
1B. On moZe utjecati 1 na ostale proteine 1 gene koji su ukljuceni u upalni odgovor. Spominje
se da Hsp70 moze djelovati sa NFkB, IkB, te sprijeéiti IkB fosforilaciju i disocijaciju NFkB

(Kim i sur., 2012.).

Rezultati iz ovog rada pokazuju kako je traumatska ozljeda imala zna¢ajan utjecaj na
ekspresiju HSP70 u skupini Stakora tretiranih otapalom te u skupini Stakora tretiranih

pioglitazonom, u odnosu na kontrolnu skupinu. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem
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provedenim od strane Truettner i sur., (1999.). Utjecaj pioglitazona na ekspresiju HSP70 u

hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga nije bio znacajan.

44



6. ZAKLJUCCI

1. U parijetalnom korteksu i hipokampusu, uo¢avamo znacajnu razliku izmedu broja
degeneriranih stanica u parijetalnom korteksu i dentatnom girusu hipokampusa izmedu
skupine ozlijedenih Stakora tretiranih otapalom te ozlijedenih Stakora tretiranih
pioglitazonom nakon traumatske ozljede mozga u odnosu na kontrolnu skupinu.

2. U prethodno navedenim skupinama takoder dolazi do povecane reakcije mikroglije u
Stakora nakon TBI.

3. U hipokampusu, nakon ozljede mozga uo¢avamo poveéanu ekspresiju COX-2 i HP70.

4. Pioglitazon moze znaéajano utjecati na reakciju mikroglije nakon traumatske ozljede

mozga u DG regiji hipokampusa.
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Popis skracenica

oOH - hidroksilni radikal

Arg —arginin

BDNF - neurotrofni ¢imbenik rasta (engl. brain-derived neurotrophic factor)

BSA - albumin govedi serum (engl. Bovine serum albumin)

C° - stupnjeva Celzijevih

CAT — katalaza

CBF — mozdani protok krvi (engl. Cerebral Blood Flow)

CCI - model kontroliranog kortikalnog udara (engl. controlled cortical impact)

CO3* -karbonat

COX - ciklooksigenaza (engl. cyclooxygenase)

DAPI - 4', 6'-diamino-2-fenilindol dihidroklorid (engl. 4',6-diamino-2-phenylindole, dihydrochloride)

DG — dentatni girus

dH,0 — destilirana voda

GCS - Glasgowska skala kome (engl. Glasgow Coma Scale)

GSH - reducirani glutation

GSH-Px - glutation peroksidaza

GSSG - oksidirani glutation

H»0O, -vodikov peroksid

HOg+" - hidroperoksilni radikal
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HOCI - hipoklorna kiselina

HSPs - Proteini toplinskog Soka (engl. heat-shock proteins)

Ibal - ionizirana kalcij-vezujuca adaptorska molekula 1 (engl. lonized calcium binding adaptor

molecule)

iNOS — inducirana sintaza duSikova oksida

I.p. — intraperitonealno

kDa — kilodalton

LFPI - model lateralne ozljede tlakom tekucine (engl. lateral fluid percussion injury)

LOOH — lipidni peroksid

LOX — lipooksigenaza

min — minuta

ml — mililitar

mM — milimol

NF«B - Nuklearni ¢imbenik kapa B (engl. nuclear factor kappa B)

NGF - ¢imbenik rasta neurona (engl. nerve growth factor)

NO - dusikov (II) oksid

NO; - dusikov (IV) oksid

NOs - nitrat

NOS - sintaza dusikovog oksida

O,°* - superoksidni anion
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ONQOO" - peroksinitrit

ONOOCO; - nitrozoperoksikarbonat

ONOONH - peroksinitritna kiselina

PBS - fosfatni pufer

PC — parijetalni korteks

PG — prostaglandin

PLA2 — fosfolipaza A2

PPAR - peroksisom proliferator-aktivirani receptori

PPRE - peroksisom proliferator elemente odgovora (engl. peroxisome proliferator response elements)
PUFA - Visestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)
RNS — reaktivni dusikov radikal

ROOR - organski peroksidi

ROS — reaktivni kisikov radikal

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SOD - superoksid dizmutaza

SZS — Sredisnji zivEani sustav

TBI — Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury)

TBI+Otap — skupina Stakora tretiranih otapalom

TBI+Pio — skupina §takora tretiranih pioglitazonom

TrkB - tropomiozin receptor kinaze B (engl. tropomyosin receptor kinase B)
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TZD — tiazolidindioni

um — mikrometar
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