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KRATICE

ATP - adenozin trifosfat (od eng. adenosine triphosphate)

NMDA - N-metil-D aspartat (od eng. N-methyl-D-aspartate)

AMPA - a-amino-3 hidroksi-5 metil-4-izoksazolon-proprionska kiselina (od eng. a-mino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)

RKYV - reaktivne kisikove vrste

AP — amiloidni beta protein

nNOS - neuralna sintaza duSikova oksida (od eng. neuronal nitric oxide synthase)

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH, od eng nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

4-HNE - aldehida 4-hidroksinonenala (od eng. 4-hydroxynonenal)

NF«B - nuklearni faktor kappa B

HIF- 1a - ¢imbenik induciran hipoksijom la (od eng. hypoxia-inducible factor)

TNF-a - ¢cimbenik nekroze tumora (eng. tumor necrosis factor)

PAF - ¢imbenik aktivacije trombocita (od eng. platelet activating factor)

TIA - privremena ishemija

MCA - srednja cerebralna arterija

MCADO - zacepljenje srednje cerebralne arterije

ET-1 - endotelin-1



ADP - adenozin difosfat

OGD - deprivacija glukoze i kisika (od eng. oxygen-glucose deprivation)

GD - deprivacija glukoze (od eng. glucose deprivation)

BBB - krvno mozdana barijera

PI - propidijev jodid

AD - Alzheimerova bolest (od eng. Alzheimer's disease)

MCI - Bago kognitivno ostecenje (od eng. mild cognitive impairment)

TBI - Traumatska ozljeda mozga (od eng traumatic brain injury)

APP - protein prekursora amiloida (od eng. amyloid precursor protein)

DLB - Demencija s Lewyjevim tijelima (od eng. dementia with Lewy bodies)

FTD - Frontotemporalna demencija (od eng. frontotemporal dementia)

DHEA- Dehidroepiandrosteron

DHEAS - Dehidroepiandrosteron sulfat

P450c17 - enzim 17a-hidroksilaza/c-17a,20 liaza

P450scc - dezmolaza

P450c17 - 17a-hidroksilaza/c17,20-lijaza

3BHSD - 3B-hidroksisteroid dehidrogenaza

HST, SULT2ALI1 - hidroksisteroid sulfotransferaza

GABA - y-aminomaslac¢ne kiseline (od eng. y-amino-butiric acid)



ACh - acetilkolin

PKC - protein kinaza C

SZS - sredi$nji Ziv&ani sustav

BDNF - mozdani neurotrofni ¢imbenik (od eng. brain-derived neurotrophic factor)
DMEM - (od eng. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

HBSS - Hankova solna otopina (od eng. Hanks balanced saline solution)



SADRZAJ

R © Y4 0 ) b ISR 1
1.1, OZIJ@AA MOZEA ..eovuvvieiiie ittt s be e st e e s be e e s baessabe e sabbeesaneeeens 1
1.1.1. Mehanizam ishemijsko-reperfuzijske ozljede.........ccovvirriiiinieiiiiiiniieeee e 2
1.1.2. In vivo modeli za istrazivanje ishemijskog mozdanog udara..........cccecvevvvveeririeennennnne. 6
1.1.3. In vitro modeli za istrazivanje ishemijskog mozdanog udara..........cc.ceevervinirnnenennns 8
1.1.3.1. Model deprivacije kisika i glukoze, uz reperfuziju..........cccceceeveveeiienienieeniennnn, 9
1.1.3.2. Model kemijske ili enzimatske inhibicije metabolizma.............cccccevevieencieencnennns 9
1.1.3.4. Model ekSCItOtOKSICNOST ....uverueetiriiiriieiiniiesie ettt 10

1.2. Neurodegeneracija kao posljedica traumatske ozljede mozga...........cccceerveeeniinieineennenne 12
1.2.1. AlZheimerova DOLESE ........ceeiiriieiieeiie e e 13
1.2.1. Vaskularna demencCija......ccccueeeiueeriieiiiiiinniie et e st ie e s saaeeeas 14
1.2.2. Blago KOgnitiviio OStECENJE ....c.uveviriiirieieiiieie ettt 15
1.2.3. Demencija s Lewyjevim tijelima ........cccceveriiiiiiiiiniiniiieciceecsee e 15
1.2.4. Frontotemporalna demencija ..........cceveeieriiiiirieiiiiiene et 16

L1.3. DHEA 1 DHEAS ...ttt sttt sttt ettt s sbe e 17
1.3.1. BioSINteZa DHEA(S)..ccouiiiiiieiiiee ittt sttt sr e 19
1.3.2. DHEA(S) u srediSnjem ZivEanom SUSEAVU.......cccueeeuerrieerieeesieesiteesieesieesreesneeseesnseesnes 20
1.3.3. Mehanizam djelovanja DHEA(S) ....cccoiviiiiiiiiiiieceectee e 20

1.4. Neuroprotektivno djelovanje i terapijski potencijal DHEA i DHEAS ..........ccccoevvnienenn 22
2. CILTISTRAZIVANIA w.oooveeeeeeeeeevee e ee e sssssassass s s e sssssssssnansens 25

3. MATERIJALI METODE ...ccciiiiiiiiiiiiiiiiici s 25



R LY £ (5 5 | -1 O OO OROTPPORPTRRRPPRR 25

3.1.1. Kultura humanih neuroblastoma SH-SYS5Y ....cooieiiiiiieee e 25
3.1.2. Primarna kultura mi§jih NEUIONA. ......cceriiriiiiriicieeicteceeset s 26

3. 1.3 UZZOJ STANICA...cuverviiieieesiieiie ettt sttt st sr e et st b sne e 27

R I B S 1<) 0 )4 T RSP RTPPPR 28
3.1.5. Materijali za odredivanje vijabilnosti Stanica .........ccceeevevrueeriieeriiieeniien e 29
3.2  MELOAE ..ttt h et eeene s 29
3.2.1. Izolacija primarnih mi§jih NEUTONA ........cccoiiiiriiiiiiiiieieec e 29
3.2.1.1. Oblaganje plo¢a za uzgoj stanica poli-D-lizinom............ccccevceeveriieninneniinennns 29
3.2.1.2. Izolacija neurona i nasadivanje na ploCe za uzgoj stanica..........cceceveerevveerveeennee. 30
3.2.2. Kultivacija SH-SYS5Y StaniCa .......ccceeccerrieririiniiiieiiesiinesieee e 30
3.2.2.1. Odmrzavanje SH-SY5Y StaniCa .........cccerieriiieiieniieiienie et eieesiee e 30
3.2.2.2. Presadivan]e STANICA .......c.ueeeveeeruieeeiieeeteeeeieeeiteeeaeeesereeeseeesseeesnseessseesseeessseens 31
3.2.3. Nasadivanje stanica i odrzavanje stani¢nih kultura ............ccocevviiiiniiniinninceee, 31
3.2.3.1. Brojanj@ StANICA........cccuteruieeiieiieeieeiteesiee et eieesiteeteesteeseseesseessaesnseeseessseeseenneeans 31
3.2.3.2. Odrzavanje kulture stanica SH-SYS5Y i primarne kulture neurona ..................... 32
3.2.4. Deprivacija glukoze i kisika, te reperfuzija ........c.cceeerveenerieniniieiicne e, 32
3.2.5. Primjena tretmMana .......cceeueeiueeeeeiiieieenie ettt st s sr e st 33
3.2.6. Mjerenje vijabilnosti StANICA .......cuevveeiirieriieie et 34
302061 IMTT St ettt ettt ettt et ettt et et esae et e e st eseeneesseenseeneens 34
3.2.6.2. Kvantitativna analiza Muse® Count & Viability testom...........cccceeeeveenienreennnnn. 35

3.2.7. StatistiCka obrada podataka...........ccccecuiriiiiniiiiiiii 37



4. REZULTATL...ooiiiiiiiii e s 38

4.1. Vijabilnost stanica nakon OGD-a: teSt MTT ......cccceiviiiiniiiniieiiiieeiceieeeee e 38
4.1.1. Primarna kultura mi§jih neurona...........c.cccoeeienieiiiniiniieicece e 39

4.1.1.1. Vijabilnost neurona odredena testom MTT nakon predtretmana neurosteroidima
DHEA 1 DHEAS ...ttt s 39

4.1.1.2. Vijabilnost neurona odredena testom MTT nakon posttretmana neurosteroidima
DHEA T DHEAS ..ottt ettt sttt s ete e nseenne e 40

4.1.1.3. Usporedba vijabilnosti neurona nakon predtretmana i posttretmana
neurosteroidima DHEA T DHEAS ...........ccccoooiiiiiiiieneieeteeeeee sttt 41

4.1.2. Kultura humanih neuroblastoma SH-SYS5Y .ouuuuuoooiiiiiiiiiiiiieie ettt eeeeveennans 42

4.1.2.1. Vijabilnost stanica odredena testom MTT nakon predtretmana neurosteroidima
DHEA T DHEAS ..ottt ettt ettt st st sae et sae et eneense e e 42

4.1.2.2. Vijabilnost stanica odredena testom MTT nakon posttretmana neurosteroidima
DHEA T DHEAS ..ottt sttt st e 43

4.1.2.3. Usporedba vijabilnosti stanica nakon predtretmana i posttretmana

neurosteroidima DHEA T DHEAS ..........ccccoooiiiiiiiiiiieieeteeee ettt 44
4.2.1. Primarna kultura mi§jih neurona...........c.cccoeeverieiiniiniciiic e 47

4.2.1.1. Vijabilnost neurona odredena Muse® Count & Viability testom nakon
predtretmana neurosteroidima DHEA i DHEAS ..........cccoooiiiiiiiiiieecieeieeeeee e, 47

4.2.1.2. Vijabilnost neurona odredena Muse® Count & Viability testom nakon

posttretmana neurosteroidima DHEA T DHEAS...........c..coovveioieeieeeieeceeeie e 48

4.2.1.3. Usporedba vijabilnosti neurona nakon predtretmana i posttretmana

neurosteroidima DHEA T DHEAS ...........ccoouoiiiiiieieeeeeee ettt 49
4.2.2. Kultura humanih neuroblastoma SH-SYS5Y ....coooiiiiiii e 51

4.2.2.1. Vijabilnost stanica odredena Muse® Count & Viability testom nakon
predtretmana neurosteroidima DHEA i DHEAS .............coooueieviieciieeie e 51

4.2.2.2. Vijabilnost stanica odredena Muse® Count & Viability testom nakon
posttretmana neurosteroidima DHEA i DHEAS...........ccccoovoiiiiiiiiiiieeieeeieeeeee e, 52



4.2.2.3. Usporedba vijabilnosti stanica predtretmana i posttretmana neurosteroidima

DHEA EDHEAS ..o e e e 53
5. RASPRAVA ..o ee e e e s e e e e e e s e s e e et et e eses e e et e s e s es e s e s e s et e e es e e s et e e as e e s en e 55
6. ZAKLIUCAK ..o e e e e ee e s e e e e e e e s e s e e s e e s es e e et e e s ese e e s e e s es e e eses e s ere s eseseerasenens 60

7. LITERATURA

8. ZIVOTOPIS ..o eeeee e ee e e e ee s e e e et es et eseeeeses e sases s sese s et esesseaessesesesesensasasessssesssesessssessasesaneaen 73



1. UVOD

1.1. Ozljeda mozga

Mozdani udar je cerebrovaskularna bolest koja, prema Svjetskoj organizaciji za mozdani
udar, doseze razmjere epidemije. Strucnjaci upozoravaju da ¢e na globalnoj razini svaka Cetvrta
odrasla osoba starija od 25 godina dozivjeti mozdani udar tijekom svog Zivota, a broj smrtnih

sluajeva ¢e dose¢i 6,7 milijuna godisnje (https:// www.world-stroke.org/). Trenutno postoji

relativno mali broj terapija kojim bi se smanjilo oSte¢enje tkiva nakon mozdanog udara
(Woodruff i sur. 2011), a lijeCenje je otezano ukoliko se ne reagira unutar nekoliko sati.
Simptomi mozdanog udara variraju ovisno o tome koja je regija mozga i u kojoj mjeri pogodena.
Dolazi do gubitka osjeta na jednoj strani tijela ili paralize, poteskoca u govoru i njegovom
razumijevanju, gubitka vida na jednom oku 1 vrtoglavice, te u konacnici trajnog oSte¢enja mozga
1 smrti ukoliko ne dode do uspostavljanja normalnog protoka krvi (Nour i sur. 2012). Razlikuje
se hemoragijski mozdani udar, uzrokovan intracerebralnim krvarenjem (Woodruff i sur. 2011), 1

ishemijski tip mozdanog udara (Slika 1.).

Ishemijski mozdani udar Hemoragijski mozdani udar

Slika 1. Shema ishemijskog i hemoragijskog mozdanog udara.

(preuzeto s http://mozdanival.hr/mozdani-udar/).




Ishemijski mozdani udar nastaje stvaranjem krvnog ugruska u mozdanoj arteriji, pri cemu
taj dio mozga privremeno ostaje bez kisika i hranjivih tvari, a stanice okolnog tkiva mogu
odumirati. Hemoragijski tip nastaje izljevom krvi u dio mozga, uzrokovan prsnuc¢em arterije. Krv
se nakuplja i oSte¢uje neurone uzrokujuci njihovu smrt. Ishemijski, koji ¢ini 87% slucajeva,
uzrokovan je trombozom, embolijom ili sistemskom hipoperfuzijom zbog Cega je ogranicen
protok krvi u mozgu te narusena stani¢na homeostaza nedovoljnom isporukom kisika i glukoze

(Yang i sur. 2011, Doyle i sur. 2008).

1.1.1. Mehanizam ishemijsko-reperfuzijske ozljede

Patofiziologija ishemijskog mozdanog udara slozena je i ukljucuje brojne procese:
energetski pad, poremecenu stanicnu homeostazu, acidozu, povecanu unutarstani¢nu razinu
kalcija, ekscitotoksi¢nost, toksicnost posredovanu slobodnim radikalima, stvaranje produkata
arahidonske kiseline, citotoksi¢nost posredovanu citokinima, aktivaciju komplementa, poremecaj
krvno-mozdane barijere, aktivaciju glija stanica i infiltraciju leukocita (Woodruff i sur. 2011,
Eltzschig 1 Eckle 2011). Svaki proces ima razli¢it vremenski okvir, uz odredena preklapanja.
Ekscitotoksi¢nost 1 periinfarktna depolarizacija dogadaju se unutar nekoliko minuta, upala
satima, dok apoptoza traje danima, uzrokujuéi ozljede neurona, glija stanica i endotelnih stanica.
Metaboli¢ka neravnoteza unutar organa zahvacenog ishemijom rezultira dubokom hipoksijom
tkiva 1 mikrovaskularnom disfunkcijom. Naknadna reperfuzija dodatno pojaCava aktivaciju
urodene 1 steCene imunosti, sustava komplementa, trombocita, ¢imbenika koagulacije te
mehanizama stani¢ne smrti. Prema tome, izravni nedostatak kisika i hranjivih tvari uzrokuju
primarne ishemijske ozljede stanica, dok imunoloski odgovor na ozljedu uzrokuje sekundarne
reperfuzijske posljedice mozdanog udara. Unutar jezgre ishemicnog podrucja, gdje je protok krvi
najograniceniji, ekscitotoksicna 1 nekroticna smrt stanica nastupa za nekoliko minuta. Na
periferiji ishemijskog podrucja kolateralni protok krvi moze ublaziti pune ufinke mozdanog
udara. Stupanj ishemije i vrijeme reperfuzije, tijekom koje se reoksigenira tkivo i obnavljaju
krvne zile (Eltzschig i Eckle 2011), odreduju ishod za pojedine stanice (Yang i sur. 2011, Doyle 1
sur. 2008).



Da bi stvorio metabolite bogate energijom, mozak je isklju¢ivo ovisan o oksidativnoj
fosforilaciji. Nakon ishemije dolazi do velikog gubitka kisika i glukoze. U roku od nekoliko
minuta energetski ovisne stanicne pumpe zakazuju zbog pada koli¢ine dostupnog adenozin
trifosfata (ATP, od eng. adenosine triphosphate) ovisnog o glukozi, $to rezultira ulaskom iona u
stanicu i gubitkom membranskog potencijala (Slika 2.). Neuroni i glija stanice bubre osmozom i
postaju depolarizirani, aktiviraju se Ca?" kanali ovisni o naponu i ligandima te dolazi do
otpustanja glutamata koji je u veéim koli¢inama neurotoksi¢an. Ca?* djeluje kao univerzalni
drugi i tre¢i glasnik te indukcijom enzima aktivira viSe citoplazmatskih i nuklearnih kaskada:
proteoliticke enzime (kalpain) s naknadnom razgradnjom citoskeleta, strukturne proteine (aktin,
laminin, spektrin, proteini povezani s mikrotubulima), ksantin oksidaze i fosfolipaze (kao Sto je
fosfolipaza A2), Sto dovodi do razgradnje membrane, te ciklooksigenaze, Sto dovodi do stvaranja
slobodnih radikala (Martin i sur. 1994, Eltzschig i Collard 2004, Woodruff i sur. 2011, Nour i
sur. 2012). Aktivira se niz proteaza, kinaza, lipaza i endonukleaza, pokrecu¢i unutarnji
apoptotski put i1 rezultiraju¢i stanicnom smrcu. Ekscitacijske aminokiseline akumuliraju se u
sinaptickoj pukotini i stalno induciraju aktivaciju tri razli¢ita ligandom vezana receptora
glutamata: N-metil-D aspartat (NMDA, od eng. N-methyl-D-aspartate) receptor, a-amino-3
hidroksi-5 metil-4-izoksazolon-proprionska kiselina (AMPA, od eng. a-mino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid) 1 receptor kainata. Uz navedene, postoje 1 metabotropni
receptori povezani s G-proteinima (Endres 1 Dirnagl 2003, Woodruff'i sur. 2011). Kao posljedica
aktivacije navedenih receptora, dolazi do nakupljanja izvanstani¢nih iona Na® i CI" koji se
akumuliraju unutarstanicno 1 dovode do citotoksicnog edema. Zbog nedostatka kisika
metabolizam glukoze mijenja se u anaerobnu glikolizu §to dovodi do nakupljanja laktata i tkivne
acidoze. NMDA receptori inaktiviraju se na niskim razinama pH S$tite¢i neurone od daljnjeg

ulaska Ca?" (Endres i Dirnagl 2003).
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Slika 2. Molekularni dogadaji u mozdanom tkivu pokrenuti akutnom cerebralnom ishemijom.

Prekid cerebralnog krvotoka rezultira smanjenom proizvodnjom energije, $to uzrokuje zakazivanje

ionskih pumpi, oStecenje mitohondrija, aktivaciju leukocita, stvaranje kisikovih radikala i oslobadanje

ekscitotoksina. Povecana stani¢na razina iona Na*, Cl" i Ca®* rezultira stimulacijom fosfolipaza i proteaza,

stvaranjem i oslobadanjem prostaglandina i leukotriena, razgradnjom DNA i citoskeleta, i na kraju,

razgradnjom stanicne membrane. DNA regulira elemente kaskade kako bi se ublazio stupanj ozljede

(preuzeto i prilagodeno prema Brott i Bogousslavsky 2000).



Neuroni su normalno izlozeni osnovnoj razini oksidacijskog stresa iz egzogenih i
endogenih izvora, kao 1 sve stanice u tijelu. Zbog poremecaja oksidativne fosforilacije,
mitohondriji stvaraju superoksidne anionske radikale tijekom procesa prijenosa elektrona u
stanici, uzrokujuéi oksidacijski stres, pri ¢emu su i oni oSteeni pa nastaje zacarani krug.
Unutarnja membrana mitohondrija znacajno je oSteCena stvaranjem radikala, Sto dovodi do
bubrenja i1 prestanka proizvodnje ATP-a. Reaktivne kisikove vrste (RKV) oStecuju DNA,
proteine i lipide zbog Cega se stimulira proizvodnja proteina p53 i suprimira transkripcija anti-
apoptotskih proteina iz porodice Bcl-2 (Shen i sur. 2003, Woodruff i sur. 2011). Nakupljanje
Ca?" aktivira neuralnu sintazu dusikova oksida (nNOS, od eng. neuronal nitric oxide synthase)
koja s nikotinamid adenin dinukleotid fosfatom (NADPH, od eng nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) stvara RKV (Suh 1 sur. 2008). U postishemijskim neuronima
superoksidi nastaju metabolizmom arahidonske kiseline putem ciklooksigenaze i lipooksigenaze.
Nakon reperfuzije tkiva zahvadenog ishemijom, aktivirane mikroglija stanice proizvode RKV
putem sustava NADPH oksidaze. Ova oksidacija uzrokuje daljnja oSte¢enja tkiva i smatra se
vaznim okida¢em za apoptozu nakon ishemijskog mozdanog udara. DuSikov oksid (NO) se
generira iz L-arginina kroz jedan od nekoliko izoformi NO sintaze (NOS). NO difundira
slobodno kroz membrane i moze reagirati sa superoksidom na mjestu stvaranja da bi proizveo
peroksitnitrit (ONOO-), drugu vrlo reaktivnu vrstu kisika. Slobodni radikali dobiveni iz kisika 1
reaktivne duSikove vrste sudjeluju u aktiviranju nekoliko puteva stani¢ne smrti i upale
uzrokovane mozdanim udarom. Smanjenje opskrbe kisikom takoder dovodi do nakupljanja
laktata putem anaerobne glikolize uzrokuju¢i acidozu. Citokrom c oslobada se u citosol kao

specificni okida¢ za pokretanje kaskade proteolitickih enzima kaspaza i, u konacnici, apoptoze.

Osim stvaranja razlicitih vrsta kisikovih radikala, acidoza takoder ometa unutarstani¢nu
sintezu proteina. Mehanizam kojim peroksidacija lipida membrane inducira neuronsku apoptozu
ukljucuje stvaranje aldehida 4-hidroksinonenala (4-HNE, od eng. 4-hydroxynonenal), koji
kovalentno modificira prijenosnike na membrani, kao $to su Na'/K" ATP-aza te prijenosnici
glukoze i1 glutamata, ¢ime naruSava njihovu funkciju. Iako potencijalno Stete svojim izravnim
djelovanjem, Ca®*" i slobodni radikali mogu aktivirati neuroprotektivne transkripcijske

¢imbenike, poput nuklearnog faktora kappa B (NFxB), ¢imbenika induciranog hipoksijom la



(HIF- la, od eng. hypoxia-inducible factor) i interferona 1b. Mogu inicirati proizvodnju
nekoliko medijatora upale, ukljucujuci proupalne citokine TNF-oa(od eng. tumor necrosis factor),
interleukin 1 1 6 te kemokine interleukin 8 i Cimbenik aktivacije trombocita (PAF, od eng.

platelet activating factor) (Ridder i Schwaninger 2009, Woodruff'i sur. 2011).

Medustani¢ne i1 vaskularne adhezijske molekule, kao i razli¢iti selektini, posreduju u
adheziji i migraciji leukocita kroz krvozilnu stijenku. U prvom valu dolaze neutrofili nakon ¢ega
slijede makrofagi 1 monociti koji sprjecavaju Sirenje ozljede. Aktivacija komponenti
komplementa i ¢imbenika zgruSavanja krvi uzrokuje upalu stanica endotela, povecava se
propusnost krvnih zila zbog ¢ega moze nastati edem. Smanjena funkcija krvno-mozdane barijere,
nastala pod utjecajem RKV, moze dovesti do potencijalnog Sirenja toksina u mozak (Eltzschig i

Collard 2004, Yilmaz i Granger 2010).
1.1.2. In vivo modeli za istrazivanje ishemijskog mozdanog udara

In vivo 1 in vitro modeli ishemijskog mozdanog udara uspostavljeni su kako bi oponasali
stanje ljudskog mozdanog udara i omogudili istrazivanje patofizioloSkih mehanizama te razvoj
antiishemijskih tretmana (Yang i sur. 2011). Mnogi eksperimentalni modeli koriste se za
proucavanje ovog tipa ozljede, a mehanizmi ukljuceni u ozljedu stanica istrazuju se ispitivanjem
ucinaka razli¢itth manipulacija na opseg stani¢nog stresa ili smrti u bilo kojem modelu. Izbor
vrsta za prouc¢avanje mozdanog udara na Zivotinjama obicno je ogranicen na laboratorijske vrste,
poput glodavaca. Mnogo je prednosti koriStenja malih Zivotinja, kao §to su Stakori i misevi,
budu¢i da su te vrste relativno dostupne i njihova anatomija kranijalnog krvotoka sli¢na je onoj
kod ljudi. Prednost ovakvih modela je i ta Sto omogucuju kontrolu tezine, trajanja i mjesta
zacepljenja krvne zile. FizioloSki ¢imbenici mogu se dobro kontrolirati, a histopatologija
omogucuje procjenu ishemijske patogeneze i infarkta tkiva (Endres i Dirnagl 2003, Durukan i
Tatlisumak 2007, Woodruff i sur. 2011). MiSevi, Stakori 1 kuni¢i koriste se za modele kojima nije
potrebna kraniotomija, a mozdani udar izazvan je embolijom, intraluminalnim Savom,
trombozom 1 endotelinom-1 (Tablica 1.). Primati, svinje, macke, psi 1 kuniéi koriste se u

modelima mozdanog udara tijekom kojeg je potrebno napraviti kraniotomiju, a fizioloski

.....



Tablica 1. Cedée koristeni in vivo modeli ishemijske ozljede mozga (preuzeto i prilagodeno prema Wang i

sur. 2020).
Model
Model

kraniotomije

Model MCAO
intraluminalnog
Sava

Model
Jfototromboze

Endotelin-1
model

Model embolije

Model agregacije
trombocita

TIA — privremena ishemija, MCA - srednja cerebralna arterija, MCAQO - zacepljenje srednje cerebralne

Metoda

Mehanicki
prekida distalni
protok krvi MCA

Savom se blokira
MCA

Zracenje izlozene
lubanje nakon
ubrizgavanja
fotoaktivne boje

Ubrizgavanje
ET-1 u mozdani
parenhim

Ubrizgavanje
svjezih ugruSaka
ili lipidnih
mikrocestica u
karotidnu arteriju

Infuzija
kolagenih fibrila
ili ADP u
karotidnu arteriju

Znacajke

Dobra
reproducibilnost,
vizualna potvrda
uspjesne MCAO
Visoko
kontrolirana
ishemijsko
reperfuzijska
ozljeda

Zeljene
ishemijske lezije
mozga

Jasna ishemijska
ozljeda,
lokalizirana i
specifi¢na lezija
Poblize oponasa
ljudsku TIA

Varijabilnost u
eksperimentalnim
ishodima

Uporaba

Histopatolosko
proucavanje TIA

Histopatolosko
proucavanje TIA

Proucavanje
antitrombocitne,
antikoagulacijske
i endotelne
zastitne terapije

Histopatolosko
proucavanje
cerebralne
ishemije
Proucavanje
tretmana TIA-e

Proucavanje
mehanizama TIA

arterije, ET-1 - endotelin-1, ADP - adenozin difosfat

Tri glavna tipa in vivo modela mozdanih udara su globalna ishemija, ZzariSna ishemija i

hipoksija/ishemija. Posljednja spomenuta metoda, kod koje se zacepljenje zila kombinira s

Uporaba u TIA

Da

Da

Da

Da

Da

Detalji
induciranja TIA
Blokira distalnu
MCA
mikrovaskularnom
kopcom 15 minuta
Razli¢ito trajanje
blokiranja

Ubrizgavanje
Rose Bengal
(koncentracija 10
mg / ml) u repnu
venu pri 0,2 ml /
100 g tjelesne
tezine i
osvjetljenje 3
minute pomocu 5
mW, 532 nm CW
laserskog svjetla
/

Ubrizgavanje 0,5
mg rastopljenih
¢vrstih lipidnih
mikrocCestica
(promjera 75-90
um) putem
katetera karotidne
arterije

Infuzija ADP (8
mg u minuti
tijekom 5 minuta)
u karotidnu
arteriju



udisanjem hipoksi¢ne plinovite smjese, gotovo se iskljucivo koristi kod mladih Zivotinja

(Woodruffi sur. 2011).

Globalna ishemijska ozljeda najceS¢e nastaje viSestrukim zalepljenjem zila, a rjede
potpunim zastojem cirkulacije u mozgu. U modelima ZariSnog ishemijskog mozdanog udara,
najcesce je zaCepljena srednja mozdana arterija, koja se mozZe zacepiti trajno ili prolazno, a
ostec¢enja su rezultat ishemije i1 reperfuzije (McBean i Kelly 1998, Traystman 2003). Kolateralni
protok krvi moze utjecati na smanjenje pocetnog utjecaja zaCepljenja. Intracerebralno krvarenje
cesto prati ishemijski mozdani udar, uglavnom zbog prekida integriteta krvno-mozdane barijere.
Modeli zarisnog ishemijskog mozdanog udara, bilo kod vecih sisavaca (poput macaka, pasa,
primata) ili glodavaca, obi¢no ukljucuju zacepljenje jedne srednje mozdane arterije. Postoje dva
modela zariSnog ishemijskog mozdanog udara, prolazna ZzariSna ishemija i trajna ZariSna
ishemija. U prolaznim modelima zari$ne ishemije, krvne zile su zacepljene do 3 sata, nakon ¢ega
slijedi produljena reperfuzija. Kod trajne zarisSne ishemije arterijska blokada odrzava se tijekom
eksperimenta, obiéno jedan ili viSe dana. Zari§na se ishemija razlikuje od globalne ishemije na
dva nacina. Prvo, ¢ak i u srzi lezije, protok krvi je gotovo uvijek veéi nego tijekom globalne
ishemije, tako da su za nanoSenje Stete potrebne dugotrajnije ozljede nego za globalnu ishemiju.
Drugo, postoji znacajna gradacija ishemije od jezgre lezije do krajnje vanjske granice, zbog Cega
su prisutni razliiti metabolicki uvjeti unutar zahvadenog mjesta. Zbog svog trajanja i
heterogenosti, ozljeda koja prati zariSnu ishemiju mnogo je sloZenija nego ona u globalnoj
ishemiji, ali se ZariSna ishemija smatra neprocjenjivim i realnim modelom za mozdani udar te je

stoga 1 Siroko proucavana (Woodruff i sur. 2011).
1.1.3. In vitro modeli za istrazivanje ishemijskog mozdanog udara

Prerezi mozga, posebno hipokampusa, i primarne kulture neurona/glija stanica korteksa,
hipokampusa i malog mozga embrionalnih ili perinatalnih Stakora i miSeva postali su Siroko
koristeni modeli za proucavanje ozljeda sli¢nih ishemiji (Tablica 2.) (Yu i sur. 2001, Endres 1
Dirnagl 2003, Holloway i Gavins, 2016). U organskim prerezima su zadrzani svi stani¢ni i
anatomski odnosi pa su pogodniji za istrazivanja u odnosu na primarnu stani¢nu kulturu

(Stoppini i sur. 1991). Astrociti su vrsta glija stanica u mozgu, a imaju ulogu osigurati strukturu i
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metabolicku potporu neuronima te ih zastiti od ozljeda, otporniji su na ishemiju pa se njihova

uloga u mozdanom udaru ispituje u in vitro uvjetima (Yu i sur. 2001).

1.1.3.1. Model deprivacije kisika i glukoze, uz reperfuziju

Deprivacija kisika i glukoze u in vitro uvjetima, uz naknadnu reperfuziju (OGDR eng.
oxygen-glucose deprivation/reperfusion), prihvaéen je kao dobar model za oponaSanje
ishemijskih uvjeta i nastalih patoloskih stanja (Mattson i sur. 2000, Kaasik i sur. 2001) te
testiranje potencijalnih neuroprotektivnih supstanci (Goldberg i Choi 1993) na primarnim
stani¢nim kulturama i stani¢nim linijama (Malagelada i sur. 2005, Canas i sur. 2006, Shi i Liu

2006, Fordel i sur. 2007).

Uvjeti sli¢ni ishemiji nastaju zamjenom normalnog uravnotezenog O2/CO> medija s
medijem u kojem je kisik zamijenjen dusikom (N2/CO2) te se stani¢ne kulture obi¢no drze u
inkubatoru koji sadrzi atmosferu N»/CO,. Kod hipoksije se glukoza odrzava u anoksi¢nom
puferu, dok se kod in vitro ishemije ili nedostatka kisika/glukoze (OGD, od eng. oxygen-glucose
deprivation) izostavlja glukoza (Woodruff 1 sur. 2011). Sama deprivacija glukoze (GD, od eng.
glucose deprivation) takoder moze inducirati neuronsku smrt s nekim znacajkama sli¢nim onima

koje su uocene u in vivo modelima ishemije (Martin i sur. 1994).

1.1.3.2. Model kemijske ili enzimatske inhibicije metabolizma

Kemijska hipoksija stvara viSe slobodnih radikala, a moZe se izazvati tretmanom
cijanidom (NaCN ili KCN) ili inkubacijom u anoksi¢noj atmosferi (Woodruff i sur. 2011). Za
inhibiciju transportnog lanca elektrona koriste se rotenon, antimicin i natrijev azid. Sustav
glukoza oksidaze i katalaze s 2-deoksiglukozom, izomerom L-glukoze koji se ne moze

metabolizirati, koristi se za enzimatsku ozljedu (Holloway 1 Gavins, 2016).



1.1.3.4. Model ekscitotoksicnosti

In vitro modeli takoder omogucuju proucavanje ekscitotoksi¢nosti u izolaciji ishemijske
ozljede, primjenom agonista receptora glutamata poput NMDA ili glutamata. Upotreba
specificnih agonista omogucuje istrazivanje udjela podtipova glutamatnih receptora u

ekscitotoksicnim promjenama (Holloway i Gavins, 2016).

Odredivanje razina ishemijske ozljede u in vitro modelima bazira se na odredivanju
vijabilnosti stanica primjenom kolorimetrijskih testova kao $to je MTT ili bojanjem stanica
pomocu tripanskog modrila koje ulazi iskljuivo u mrtve stanice zbog oStecenja i povecane
propusnosti membrana. MTT je kolorimetrijska metoda koja se koristi za mjerenje metabolicke
aktivnosti stanica, odnosno za utvrdivanje metabolicke aktivnosti mitohondrijskog enzima
sukcinat dehidrogenaze koji cijepa zutu tetrazolijevu sol MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolij bromid), rezultiraju¢i nastankom netopivih ljubicastih kristala formazana u
citosolu stanica (Kaasik i sur. 2011, Stoddart i sur. 2011). Intenzitet nastalog obojenja ocitava se
spektrofotometrijski na valnoj duljini 570 nm te je uvijek proporcionalan broju metabolicki

aktivnih stanica.

Stanice koje su podvrgnute apoptozi ili nekrozi nakon OGD ozljede in vitro mogu se
vizualizirati 1 pomocu fluorescentnih boja poput propidijevog jodida (PI) i Hoechst 33258.
Sli¢no triptanskom modrilu, PI boja samo apoptoti¢ne i nekroticne stanice u crveno. Hoechst
33258 je s druge strane nuklearna boja, 1 boja jezgre zivih i mrtvih stanica (Nicoletti i sur. 1991,

Woodruff'i sur. 2011).
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Tablica 2. Stanicne platforme koristene u in vitro modelima ozljede mozga (preuzeto i prilagodeno prema

Holloway i Gavins, 2016).

Stanicne Propusnost Dostupnost
platforme ljudskih stanica
Prerezi mozga Ne Jako ogranicena
Organotipska Ne Ogranicena
stanicna kultura

Primarne stanice | Ne Ogranicena
Stanicne linije Da Neogranicena
Embrijske Djelomi¢no Jako ogranicena
maticne stanice

Inducirane Da Potencijalno
pluripotentne neogranicena

maticne stanice

FizioloSka
to¢nost

Visoka

Visoka

Visoka

Niska

Potencijalno
visoka

Potencijalno
visoka

Strukturna
sloZenost

Visoki
stupanj

Do
odredenog
stupnja

Zahtjeva
umjetno
uredenje

Zahtjeva
umjetno
uredenje

Zahtjeva
umjetno
uredenje

Zahtjeva
umjetno
uredenje

BBB — krvno mozdana barijera, OGD — deprivacija kisika i glukoze

Mogucénost
koriStenja za
istraZivanje
ishemije

OGD, kemijska
ishemija,
ekscitotoksi¢nost

OGD, kemijska
ishemija,
ekscitotoksi¢nost

OGD, kemijska
ishemija,
ekscitotoksi¢nost,
model BBB,
tromboza i
leukocitni
odgovor

OGD, kemijska
ishemija,
ekscitotoksi¢nost,
BBB

OGD, kemijska
ishemija,
ekscitotoksi¢nost,
BBB

OGD, kemijska
ishemija,
ekscitotoksi¢nost,
BBB

Komentar

Ostecenje
tkiva
tijekom
pripreme
moze
uzrokovati
abnormalni
rad
Ostecenje
tkiva
tijekom
pripreme
moze
uzrokovati
abnormalni
rad
Ogranic¢ena
sposobnost
proliferacije

Prisutni
onkogeni,
velik broj
pasaZa moze
ograniciti
fiziolosku
to¢nost
Ogranicena
uporaba
zbog etickih
razloga
Moguci
pojedinacni
donorski
modeli
relevantnih
riziénih
populacija
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In vitro modeli razlikuju se od in vivo modela u nekoliko aspekata. Potrebno je prili¢no
dulje trajanje anoksi¢ne ili hipoksi¢ne ozljede da bi se in vitro uzrokovala smrt neurona.
Nedostatak ATP-a manje je znacajan, a oslobadanje glutamata odgodeno je u usporedbi s
ishemijom in vivo (Woodruff i sur. 2011). Odsutnost krvnih zila i protok krvi u in vitro uvjetima
eliminira vazne strukturne i funkcionalne komponente procesa ozljede koje su prisutne in vivo,
ukljucujuéi infiltraciju upalnih stanica. Uz to, sastav i reakcija glija stanica in vitro razlikuju se
od one u netaknutom mozgu (Stoppini i sur. 1991). Medutim, i in vitro modeli mogu pruziti vrlo
vrijedne informacije o mehanizmima koji se nalaze u podlozi ishemijske ozljede te predloziti
nove potencijalne terapijske mete. Doprinos in vitro modela mogao bi biti znacajan i u pracenju
sigurnosti lijekova jer ovakav pristup dopusta ekonomski isplativije probirne testove (Antonic i

sur. 2012).
1.2. Neurodegeneracija kao posljedica traumatske ozljede mozga

Neurodegenerativne bolesti su stanja povezana sa starosti, koja karakterizira nekontrolirana
smrt neurona S$to dovodi do progresivnog pada mozdanih funkcija. Te neizljecive 1 iscrpljujuce
bolesti povezane su sa Sirokim spektrom klinickih simptoma, ukljucujuéi kognitivni pad i/ili
gubitak lokomotornih funkcija. Demencije su brojna stanja koja karakteriziraju kognitivni
deficiti, ukljucuju¢i Alzheimerovu bolest (AD, od eng. Alzheimer's disease), vaskularnu
demenciju, frontotemporalnu demenciju, mjeSovitu demenciju i demenciju s Lewyjevim tijelima

(Slika 3.) (Slanzi i sur. 2020).

Traumatska ozljeda mozga (TBI, od eng traumatic brain injury) Cesto se smatra rizicnim
¢imbenikom za kasniji razvoj neurodegenerativnih stanja. lako mehanicka veza ostaje nepoznata,
utvrdeno je da TBI inicira nakupljanje patoloskih procesa povezanih s nekoliko
neurodegenerativnih poremecaja. Dokazano je da se u oSteenim aksonima nakupljaju velike
koliCine proteina prekursora amiloida (APP, od eng. amyloid precursor protein) 1 AP (amiloidni
beta protein). Razine APP-a u temporalnom korteksu povecavaju se u roku od nekoliko sati
nakon ozbiljne TBI, i uzrokuju otekline aksona, neurita i stani¢nih tijela, u odsutnosti akutne

neurofibrilarne patologije. Povecana razina i nakupljanje APP-a marker je difuzne ozljede
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aksona nakon TBI-a, §to znacajno povecava rizik od neurotoksi¢nih razina AP (DeKosky 1 Asken

2017).

klinicki prag

normalno starenje

napredak bolesti

starost

Slika 3. Potencijalna uloga traumatske ozljede mozga u razvoju neurodegenerativne demencije.

Y os predstavlja patoloski razvoj bolesti. * predstavlja traumatsku ozljedu mozga. MCI to AD =

razvoj vaskularne demencije s progresijom prema Alzheimerovoj bolesti, FTD = frontotemporalna
demencija, LBD = demencija s Lewyjevim tijelima, AD = Alzheimerova bolest (preuzeto i prilagodeno

prema LoBue i sur. 2018).
1.2.1. Alzheimerova bolest

AD je neurodegenerativni poremecaj koji se obi¢no sastoji od atrofije mozga koja zapocinje
u sljepoo¢nim reznjevima, a zatim napreduje do frontalnih i tjemenih regija prije nego S§to se
prosiri na okcipitalne reznjeve. Plakovi amiloid-B peptida i1 neurofibrilarni snopic¢i nastali
nakupljanjem hiperfosforiliranog proteina tau patoloska su obiljezja AD-a. Klasi¢na klinicka
prezentacija AD-a ukljucuje naglaSene promjene u ucenju i pamcenju te aspektima govora
pracene globalnim kognitivnim pogorSanjem kako se bolest $iri. (Yang i sur. 2015, LoBue i sur.
2018). Neurodegenerativne promjene i difuzna bolest bijele tvari vazan su uzrok demencije u
bolesnika s malim infarktom, kao i hiperintenzivne lezije u bazalnim ganglijima bolesnika s

vaskularnom demencijom. Mozdani udar moze biti uzrok cak 50% slucajeva AD u starijim
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dobnim skupinama. Procjenjuje se da je tri puta veca vjerojatnost nastanka AD-a kod starijih
osoba nakon epizode mozdanog udara ili prolaznog ishemijskog napada. Kod 87% pacijenata
koji su sudjelovali u ispitivanju vaskularne demencije, ukljucuju¢i demenciju nakon mozdanog
udara, na obdukciji je uocena prisutnost AD-a samostalno (58%) ili u kombinaciji s
cerebrovaskularnom boles¢u (42%). Stoga je utvrdeno da svi bolesnici sa znakovima
cerebrovaskularne bolesti imaju neku popratnu neurodegenerativnu bolest (Kalaria 1 Ballard

2001).

1.2.1. Vaskularna demencija

cerebrovaskularne bolesti mogu pridonijeti pogorSanju demencije (Romén 1 sur., 1993).
Kognitivne promjene u VaD-u mnogo su varijabilnije nego kod drugih poremecaja poput AD-a i
uvelike ovise o odredenim supstratima neurona na koje utjece vaskularna patologija. Budu¢i da
je subkortikalna vaskularna patologija Cesto prisutna, zbog prekidanja frontostrijatnih krugova,
uocavaju se dominantni nedostaci paznje, obrade informacija i1 izvrsne funkcije (O'Brien i sur.
2003, Stebbins i1 sur. 2008). Ostale funkcije poput pamcenja, govora i pokreta mnogo su
varijabilnije zahvaéene vaskularnom demencijom. Studije su pokazale znacajno preklapanje
neuropsihijatrijskih znacajki AD-a i VaD-a (Lyketsos i sur. 2002), iako su neki simptomi,
posebno depresija 1 apatija, istaknutiji kod osoba oboljelih od VaD, s rjede uocenim deluzijama i
halucinacijama (Lyketsos i sur. 2002, Gupta 1 Dasgupta 2014). Pronalazenje to¢nog doprinosa
cerebrovaskularne patologije kognitivhom padu i demenciji je oteZano svojstvenom heterogenom
prirodom vaskularne patologije, u kojoj ateroskleroza velikih i malih arterija (i druge vaskularne
bolesti - npr. Cerebralna amiloidna angiopatija) mogu dovesti do infarkta korteksa i subkorteka,
ishemijskih lezija podinfarkta (mikroinfarkti u sivoj tvari i lezije bijele tvari), te velikih i malih
cerebralnih krvarenja (mikrokrvarenja). Navedene patoloske promjene mogu se dogoditi u

cijelom mozgu i mogu pridonijeti VaD-u (O’Brien i Thomas 2015).
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1.2.2. Blago kognitivno oStecenje

Bago kognitivno ostecenje (MCI, od eng. mild cognitive impairment) Cesto je prijelazna
faza izmedu normalnog starenja i AD-a, Sto predstavlja razdoblje tijekom kojeg se pacijent zali
na kognitivne poteskoce uz prisustvo suptilnog neuropsiholoskog pada, ali kriteriji za demenciju
nisu ispunjeni. MCI stoga predstavlja raniji prag prije pocetka klinicke demencije, a nedavno je
objavljeno da TBI takoder moze biti povezan s razvojem MCI-a (Mckeith, 2007, LoBue i sur.
2018). LoBue 1 sur. (2018) usporedili su ispitanike kojima je dijagnosticiran MCI (N = 3.187) s
grupom sudionika s normalnim kognitivnim funkcijama (N = 3.244) iz nacionalne baze
podataka. Otkrili su da je povijest TBI-a s gubitkom svijesti bez kroni¢nog deficita, koja se javlja
viSe od godinu dana ranije, povezana s 1,3 puta povecanim rizikom za dijagnozu MCl-a. Taj je
odnos ostao 1 nakon obrade sociodemografskih (dobi i obrazovanja), genetskih (apolipoprotein
€4) 1 vaskularnih ¢imbenika, iako su na povezanost TBI-a i MClI-a jako utjecali povijest depresije
1, u manjoj mjeri, spol. Razlozi za to nisu jasni, ali moguce objasnjenje je povezanost TBI-a i
depresije, (Rogers i Read 2007) budu¢i da je uocena veca prevalencija povijesti depresije u onih
s TBI-em. Nadalje, osobama s povijeS¢u TBI-a i gubitka svijesti dijagnosticiran je MCI otprilike
2,5 godine ranije od onih bez povijesti TBI-a, §to ukazuje da povijest TBI-a moze biti povezana s
ranijim po¢etkom MCI-a koji potencijalno moze rezultirati smanjenjem kognitivnih funkcija ili

pridonosenjem patoloskih procesa povezanih s neurodegeneracijom (Li i sur. 2016).

1.2.3. Demencija s Lewyjevim tijelima

Demencija s Lewyjevim tijelima (DLB, od eng. dementia with Lewy bodies)
neurodegenerativni je poremecaj povezan s difuznom akumulacijom Lewyjevih tijela, odnosno
proteina a-sinukleina u mozgu. Klasi¢na klinicka prezentacija DLB-a ukljucuje oslabljenu i
fluktuirajucu kogniciju, razvoj ekstrapiramidalnih simptoma i vizualne halucinacije. lako je DLB
druga najcesca demencija, o TBI, kao moguéem uzroku, vrlo malo se zna. Boot i sur. (2013)
proveli su istrazivanje na 147 ispitanika te uocili da TBI u anamnezi nije povezana s povecanim
rizikom za dijagnozu DLB-a u usporedbi s kontrolama ili pacijentima s AD-om. Medutim, Crane
i sur. (2016) proucavali su osobe u dobi od 50 godina i vise iz tri skupine ispitanika (N = 1.652) i

ustanovili da je povijest TBI-a s gubitkom svijesti manje od jednog sata povezana s prisutnoséu
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Lewyjevih tijela u frontalnim 1 temporalnim dijelovima mozga na obdukciji, dok prisutnost TBI-
a s gubitkom svijesti viSe od jednog sata nije bila povezana sa spomenutim patoloskim
promjenama. Zanimljivo je da je ova povezanost bila obrnuta kada su autori ispitivali samo
osobe s ozljedama koje su se dogodile nekoliko desetljeca ranije (prije 25. godine zivota), ali bilo
je samo cetiri slucaja s tezim ozljedama 1 prisutnoscu bilo kakve patologije DLB-a. Stoga nije

jasno je li povijest TBI-a povezana s kasnijim razvojem DLB-a (LoBue i sur. 2018).

1.2.4. Frontotemporalna demencija

Frontotemporalna demencija (FTD, od eng. frontotemporal dementia) obuhvaca tri glavna
srodna tipa demencije, ukljucujuéi bihevioralnu varijantu FTD-a, primarnu progresivnu afaziju i
progresivnu nefluentnu afaziju, ovisno o tome koja su podrucja mozga najvisSe pogodena.
Pojedinci mogu imati promjene u osobnosti 1 emocionalnom izrazavanju, postaju impulzivni,
socijalno neprikladni i apati¢ni (bihevioralna varijanta), uz prisutne promjene u artikulaciji
govora (primarna progresivna afazija) ili gubitak semanti¢kog pamcenja (progresivna nefluentna
afazija). FTD ukljuuje degeneraciju frontalnih reznjeva i prednjih sljepoo¢nih dijelova, pri
¢emu gotovo svi slucajevi patoloski karakteriziraju nakupljanje inkluzija TAR DNA-vezujuceg
proteina ili tau. Zbog nepravilne unutarnje povrSine lubanje i smjeStaja mozga unutar
intrakranijalnog luka, TBI moZe utjecati na prednje i temporalne dijelove mozga, Sto je
potaknulo nekoliko grupa znanstvenika da istraZze potencijalni utjecaj TBI-a na razvoj ovog

oblika demencije (LoBue i sur. 2018).

Deutsch, Mendez i Tang (2015) ispitali su uzorak ispitanika (N = 1.016) s bihevioralnom
varijantom FTD-a, primarnom progresivnom afazijom i progresivnom nefluentnom afazijom iz
skupa podataka Nacionalnog centra za koordinaciju Alzheimerove bolesti (NACC) u
Sjedinjenim Americkim Drzavama. Kod ispitanika koji su sami prijavili povijest TBI-a, koja se
dogodila najmanje godinu dana prije testiranja, utvrden je 1,7 puta veéi rizik za oboljenje od
FTD-a od onih bez povijesti TBI-a. Na temelju hipoteze da neke osobe s povijes¢u TBI-a mogu
pokazati povecanu vjerojatnost za kasniji pad kognitivnih sposobnosti, autori su ispitali je li
moguce da osobe s povijes¢u TBI-a pokazu i izrazenije kognitivno oStec¢enje. Medutim, nisu

uoCene neuropsiholoske razlike medu ispitanicima sa i bez povijesti TBI-a kojima je
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dijagnosticirana primarna progresivna afazija ili progresivna nefluentna afazija, dok su ispitanici
s dijagnozom bihevioralne varijante FTD-a pokazali manje izrazene simptome demencije. lako
su autori zakljucili da ovaj nalaz mozda nije klini¢ki vazan, budu¢i da su sve ostale
neuropsiholoske performanse sli¢ne, kada se ovaj nalaz kombinira s onim iz ostalih podtipova,
¢ini se da prisutnost TBI-a u anamnezi nije povezana s ve¢im razinama kognitivnih ostecenja

kod FTD-a.

1.3. DHEA 1 DHEAS

Dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS) najzastupljeniji je steroid u krvi ljudi (Kaasik 2001,
Maninger 1 sur. 2009). Nastaje iz dehidroepiandrosterona (DHEA), kojeg sintetizira nadbubrezna
kora, a u manjoj mjeri nastaje de novo u mozgu i akumulira se u ziv€anom sustavu. Pokazalo se
da je znacajan pad DHEA i DHEAS (u daljnjem tekstu DHEA(S) kad se odnosi na oba spoja)
koji je vidljiv kod ljudi tijekom starenja povezan s procesom neurotoksi¢nosti (Baquer i sur.
2009) te da se moZe povezati s procesom neurodegeneracije koji je prisutan kod starijih ljudi koji
boluju od razli¢itih oblika demencije, poput Alzheimerove bolesti. Stoga se DHEA smatra
neuroaktivnom farmakoloSkom tvari s potencijalnim anti-aging svojstvima. Smatra se da
smanjene razine DHEAS-a moze pridonijeti povecanoj ranjivosti ljudskog mozga na ishemiju,
pogotovo kod starijih osoba. Budu¢i da su dokazani mnogi blagotvorni ucinci, nadomjesna
terapija DHEAS-om, kao kompenzacija za zna¢ajno smanjenje razine ovog hormona povezano s
godinama ili bolestima, privukla je paznju znanstvene zajednice i javnosti posljednjih godina.
Ipak, nema izravnih dokaza da DHEAS ima neuroprotektivni uc¢inak u slucaju ishemijske ozljede
mozga (Kaasik 2001, Maninger i sur. 2009). Ovakva promatranja, zajedno s osnovnim i
pretklinickim dokazima bioloSkih u¢inaka DHEA, pruzila su nadu da bi vracanje DHEA na
razinu nalik onoj u ranijoj Zivotnoj dobi moglo produziti ljudski zivot, zastititi mozak i usporiti

starenje (Maninger i sur. 2009).

Razine DHEA(S) variraju u razli¢itim dijelovima tijela pri cemu ih u mozgu ima 6 puta vise
nego u krvnoj plazmi (Lanthier i Patwardhan 1986, Liere i sur. 2004), dok su najnize

koncentracije izmjerene u cerebrospinalnoj tekucini, gotovo 20 puta manje nego u krvnoj plazmi
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(Guazzo 1 sur. 1996). Zbog vece koncentracije u mozgu i pretpostavke da se tamo sintetiziraju de

novo, nazvani su neurosteroidima (Maninger i sur. 2009).

Koncentracija neurosteroida DHEA(S) mijenja se tijekom cijelog zivota (Slika 4.). Tijekom
trudnoce, fetalna zona nadbubrezne Zlijezde izluCuje velike koncentracije DHEAS-a. Nakon
rodenja, koncentracije DHEA(S) opadaju tijekom prvih Sest mjeseci i ostaju niske do 6. godine
zivota, kod djecaka i djevojcica, kad kora nadbubrezne Zlijezde pocinje sintetizirati DHEA(S), a
koncentracije u krvi pocinju rasti. Odrasli ljudi izlucuju DHEA(S) iz zone reticularis kore
nadbubrezne Zlijezde, te DHEA iz jajnika i testisa. Koncentracije u plazmi i cerebrospinalnoj
tekuc¢ini dosezu vrhunac sredinom 20-ih godina (Nieschlag i sur. 1973, Parker i Odell 1980,
Nawata i sur. 2002, Maninger i sur. 2009), a zatim postupno opadaju s godinama i kod
muskaraca 1 kod Zena, pribliZavaju¢i se najnizoj vrijednosti (priblizno 20%) u 70-im godinama,
dobi u kojoj ucestalost mnogih bolesti povezanih sa starenjem naglo raste. U muskaraca se
koncentracija DHEAS u plazmi smanjuje u prosjeku za 1-4% godiSnje u dobi od 40 do 80

godina i za 2% godiSnje u Zena (Tannenbaum i sur. 2004).
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Slika 4. Promjene koncentracije DHEAS tijekom Zivota.
Maksimalnu vrijednost doseze neposredno prije rodenja te u 20.-im godinama Zivota (preuzeto i

prilagodeno prema Rainey i Nakamura 2008).
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1.3.1. Biosinteza DHEA(S)

DHEAS je prete¢a priblizno 50% androgena u odraslih muskaraca, 75% aktivnih
estrogena u Zena u premenopauzi i gotovo 100% aktivnih estrogena nakon menopauze (Quinn 1
sur 2018). DHEA je steroid koji se sintetizira de novo u mozgu, jajnicima ili testisima te iz
kolesterola u zoni reticularis pomocu dva enzima za metabolizam steroida. Ljudi 1 glodavci
(Stakori 1 miSevi) razlikuju se u putovima sinteze steroida. Dok A4 put prevladava kod
glodavaca, aktivnost ljudskog enzima 17a-hidroksilaza/c-17a,20 liaza (P450c17) snaZzno
preferira A5 put (Maninger i sur. 2009). Prvi korak koji ograniava brzinu i hormonski je
reguliran u sintezi svih steroidnih hormona je pretvaranje kolesterola u pregnenolon cijepanjem
bo¢nog lanca kolesterola pomoc¢u mitohondrijskog enzima citokrom P450scc (Nawata i sur.

2002, Auch 2004). Pregnenolon se enzimom citokrom P450c17 prevodi u DHEA (Slika 5.).
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Slika 5. Kemijska struktura i sinteza DHEA(S).
Kratice oznacavaju enzime koji kataliziraju reakcije: P450scc — dezmolaza, P450c17 — 17a-
hidroksilaza/c17,20-lijaza, 3BHSD — 3B-hidroksisteroid dehidrogenaza, HST, SULT2A1 — hidroksisteroid
sulfotransferaza. Isprekidana strjelica oznacava reakciju koja se ne dogada kod ljudi (preuzeto i

prilagodeno prema Maninger i sur. 2009).
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Ovaj enzim katalizira i1 reakciju 17a-hidroksilacije pretvaraju¢i pregnenolon u 17-OH
pregnenolon i reakciju 17,20-liaze pretvaraju¢i 17-OH pregnenolon u DHEA. Prelazak DHEA u
stabilniji sulfatni ester DHEAS katalizira enzim DHEA sulfotransferaza. DHEAS se moze
pretvoriti natrag u DHEA pomocu steroidne sulfataze (Slika 5.) (Baulieu 1 Robel 1998, Maninger
i sur. 2009).

1.3.2. DHEA(S) u srediSnjem zivéanom sustavu

Dok je DHEAS najzastupljeniji steroidni hormon u cirkulaciji u ljudskom tijelu, glodavci,
kod kojih su ti neurosteroidi medu prvim otkriveni (Corpechot i sur. 1981), imaju niske
koncentracije DHEA(S) u perifernoj cirkulaciji. Za razliku od ljudi koji izlu¢uju DHEA(S) iz
nadbubreznih Zlijezda i gonada, Stakori 1 miSevi mogu samo sintetizirati 1 izlu¢iti DHEA(S) iz
gonada, jer njihovim nadbubreznim Zlijjezdama nedostaje enzim citokrom P450c17
(Compagnone i sur. 1995, Hojo 1 sur. 2003, Schonemann i sur. 2012). Kao i ljudi, Stakori i
miSevi imaju vece koncentracije DHEA u mozgu u odnosu na krvnu plazmu (Maninger i sur.
2009). Rana istrazivanja pokazala su da kod rhesus majmuna 1 ljudskih prereza fetalnog mozga
DHEA prelazi u DHEAS u sredisnjem zivéanom sustavu (Knapstein i sur. 1968) pomoc¢u enzima

DHEA sulfotransferaze ¢ija je aktivnost u mozgu takoder dokazana (Shimada i sur. 2001).

1.3.3. Mehanizam djelovanja DHEA(S)

DHEA ima biolosku ulogu u mnogim organima, medutim, nije pronaden niti jedan
nuklearni steroidni receptor s visokim afinitetom za DHEA(S). Jedan od mehanizama djelovanja
je pretvorba DHEA u perifernom tkivu u aktivnije spolne hormone, kao §to su testosteron ili
estradiol, te njihovo vezivanje na androgeni ili estrogenski receptor. Neke stanice, poput
osteoblasta, aromatazom mogu pretvoriti DHEA u testosteron ili estradiol. Drugi mehanizam
djelovanja DHEA je putem vezanja hidrofobne molekule DHEA na neke makromolekule poput
enzimskih proteina i djelovanje na stani¢nu funkciju (Nawata i sur. 2002). Osim Sto DHEA(S)
djeluje preko estradiola 1 testosterona, DHEA(S) moze ostvariti svoje ucinke 1 preko
neposrednijih metabolita, poput 7a-hidroksi-DHEA (Labrie 2004). DHEA takoder aktivira

mineralokortikoidne receptore, iako nije njihov izravni ligand, te u hipotalamusu i hipokampusu
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utjeCe na gene koji sudjeluju u regulaciji apetita, iskoriStavanju energije, budnosti, prezivljavanju
stanica i apoptozi. Osim toga, DHEA(S) aktiviraju specificne receptore povezane s G-proteinima
u plazma membrani i poticu brzu aktivaciju ekspresije miR-21 putem estrogenskog receptora G-

proteina (Svob Strac i sur. 2020).

Iako nije pronaden jedinstveni DHEA ili DHEAS nuklearni steroidni receptor, utvrdeno je da
DHEA(S) utjecu na receptore i pokazuju afinitet za neka mjesta vezanja. U mozgu DHEA(S)
modulira djelovanje receptora y-aminomaslacne kiseline (GABA, od eng. y~amino-butiric acid),
receptora NMDA i sigma-1 (o1) receptora (Kurata 2004). GABA je glavni inhibicijski
neurotransmiter koji se veze na metabotropne GABAg 1 ionotropne GABA4 receptore koji se
sastoje od pet podjedinica koje ¢ine kloridni kanal, a regulira ih ligand (Davies 2003). DHEA i
DHEAS djeluju kao nekompetetivni antagonisti GABAA receptora, pri ¢emu DHEAS ima
snaznije antagonisticke u¢inke od DHEA (Majewska 1992).

DHEA(S) op¢enito djeluje kao pozitivni alostericni modulator glutamatnih NMDA receptora,
pojacava njegovu funkciju svojim djelovanjem kao agonist ¢ receptora (Baulieu 1998). U
hipokampusu se aktivacijom NMDA receptora veze gutamat, S§to moZe utjecati na bolju
plasticnost sinapsi, uCenje i1 dugoro¢nu potencijaciju (Kostakis i sur 2013). Medutim, u
nehipokampalnim regijama mozga DHEA(S) moze inhibirati glutamatnu neurotransmisiju kroz
o receptore, budu¢i da je pokazano da agonisti ¢ receptora smanjuju oslobadanje dopamina
izazvano NMDA u striatumu. Neuroprotektivni u¢inak DHEA protiv. NMDA-inducirane
eksitotoksicnosti takoder moze ukljucivati signalni put kalcij/duSikov oksid, budu¢i da je
dokazano da DHEA inhibira NMDA-induciranu aktivnost NO sintetaze i1 proizvodnju dusikovog

oksida u primarnim kulturama neurona hipokampusa (Quinn i sur. 2018).

DHEAS, ali ne i DHEA, pojacava kolinergicku funkciju u nekoliko Zivotinjskih modela.
Rhodes i sur. (1996) utvrdili su da intraperitonealno davanje DHEAS-a povecava oslobadanje
acetilkolina (ACh) iz hipokampalnih neurona kod $takora. Ovaj je u€inak bitan za ponasanje in
vivo, budu¢i da DHEAS sprjecava oSteCenje pamcenja izazvano antagonistom ACh receptora
skopolaminom kod miSeva (Maninger i sur 2009). DHEA moze izravno komunicirati s

odredenim komponentama citoskeleta ili novim membranskim receptorima (Webb i sur. 2006).
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Utvrdeno je da se DHEA veze na protein povezan s mikrotubulama 2C, koji se eksprimira u
tkivima u ranim fazama razvoja, stvaraju¢i interakcije s drugim receptorima (Maninger i sur

2009).
1.4. Neuroprotektivno djelovanje 1 terapijski potencijal DHEA i DHEAS

Postoje dosljedni dokazi da je DHEA neuroprotektivan kod oksidativnog stresa, neuroupale 1
ekscitotoksicnosti, pa je stoga moguée da DHEA pomaze u obrani mozga i ima blagotvoran
ucinak na kogniciju u zdravom mozgu (Quinn i sur. 2018). MoZe regulirati Ziv€ane funkcije
svojim utjecajem na ionski kanal i ekspresiju gena koji su povezani s neurotransmiterima. Kalcij-
fosfolipid-ovisna protein kinaza C (PKC) ukljucena je u indukciju i odrzavanje dugotrajnog
potenciranja transdukcije signala i stoga ima klju¢nu ulogu u u€enju i pamcenju. Sa starenjem
mozga dolazi do promjene (oSte¢enja) mehanizama koji ukljucuju aktivnost PKC, a primjena
DHEA kod starijih muzjaka glodavaca moze modulirati s godinama povezano oStecenje
transdukcije PKC signala. DHEA tako moze neizravno smanjiti oSteCenje kognitivnih funkcija
uzrokovano starenjem zbog Cega je i prihvacen kao farmakoloSka supstanca u borbi protiv
starenja. Prema Sinha i sur. (2008.), primjena DHEA kod starijih zivotinja znaajno smanjuje
povecanu aktivnost monoaminooksidaze, peroksidaciju lipida i nakupljanje lipofuscina u mozgu.
DHEA takoder usporava pad aktivnosti superoksid dismutaze i Na” K™ ATP-aze u mozgu starih

Stakora (Baquer i sur 2009).

DHEA(S) moze modulirati rad mozga, naruSen u starijoj dobi, utjeCu¢i na razliite
neurotransmiterske sustave, te utjecati na kognitivne funkcije moduliranjem upalnih mehanizama
(Dillon 2005, Chung i sur. 2009). Dobni pad razine DHEA(S) mogao bi dovesti do povisenih
razina proupalnih citokina, §to rezultira neuroupalom i posljedicnom neurodegeneracijom
(Haftner i sur. 1994). Pretpostavlja se da bi viSe P-amiloidnih plakova moglo uzrokovati
povecanje koncentracije DHEA(S) u mozgu. Povecane razine DHEA u mozgu bolesnika AD-
om, posebno u hipokampusu, mogu biti rezultat oksidacijskog stresa uzrokovanog stvaranjem Af
(Brown 1 sur. 2003). Eksperimenti na uzgojenim stanicama pokazali su da DHEA(S) moze
utjecati na metabolizam APP-a, ¢ija disregulacija dovodi do nakupljanja AP plakova (Gandy

2002). Takoder se pretpostavlja da DHEA pokazuje zastitnu ulogu u slucaju toksi¢nosti
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uzrokovane nakupljanjem AP inhibiraju¢i nastanak AP putem modulacije signalizacije PI3K-
Akt-mTOR-p70S6k posredovane receptorima sigma-1 (Li i1 sur. 2010). Nekoliko je studija
pokazalo da DHEA, DHEAS 1 njegov prekursor, pregnenolon, utjeu na povecanje kalcijevih
iona induciranih peptidom AP i na taj nacin postiZzu svoje neuroprotektivne ucinke (Kawahara i
sur. 2009). Neurosteroidi, poput DHEA(S), mogu modulirati fosforilaciju proteina tau zbog svoje
uloge u odrzavanju redoks homeostaze (Grimm i sur 2016). Koncentracija proteina tau negativno
1 znacajno korelira s koncentracijom DHEAS-a u hipotalamusu, $to ukazuje na potencijalnu
neuroprotektivnu ulogu DHEAS-a u AD-u (Weill-Engerer i sur 2002, Wojtal i sur 2006,
Manninger 1 sur 2009). Poveznice izmedu proteina tau i neurosteroida primijeéene su i u
stanicama neuroblastoma (Schaeffer 1 sur 2996). PoviSenje neurosteroida praceno je
hiperekspresijom divljeg tipa proteina tau i smanjenjem hiperfosforiliranog tau (Grimm 1 sur.

2012, Svob Strac i sur. 2020).

Postoje dokazi da je DHEAS neuroprotektivan protiv glutamata, NMDA, AMPA, kainske
kiseline 1 oksidativnog stresa izazvanog H2O: i natrijevim nitroprusidom. Budu¢i da i glutamatni
1 oksidativni stres imaju presudnu ulogu u patogenezi neuronske ishemije, sugerira se da DHEAS
takoder moze zastititi od ishemijskog oStecenja mozga. DHEAS djeluje kao neuroprotektant u
primarnoj kulturi stanica cerebelarnih zrnaca podvrgnutih OGD-u, a ucinak je povezan s
antiapoptotickim 1 GABAAa-receptorima (Kaasik i sur. 2001). Mehanizam kojim bi DHEAS
mogao promicati neurogenezu i prezivljavanje neurona u SZS-u (sredi$nji Ziv&ani sustav) je
posredovanje mozdanog neurotrofnog ¢imbenika (BDNF, od eng. brain-derived neurotrophic
factor). Neurotrofin BDNF se eksprimira u nekoliko podru¢ja SZS-a i neophodan je za
proliferaciju i diferencijaciju neurona. Uz to, BDNF ima vitalnu ulogu u sinaptickoj plasti¢nosti,

pojacava dugorocno potenciranje i promice ucenje i pamcenje (Quinn i sur. 2018).

Uocena antioksidativna, antiapoptotska, antiglukokortikoidna i protuupalna svojstva DHEA
mogla bi biti ukljucena u njegove mehanizme neuroprotekcije (Powrie i Smith, 2018). Brojne
studije pokazale su antioksidativna svojstva DHEA (Tamagno i sur 1998, Jacob i sur. 2008, Li i
sur. 2018), ali su primijecena 1 njegova prooksidacijska svojstva, ovisno o dozi, tkivu i vremenu
primjene (Tamagno i sur. 1998, Gallo 1 sur 1999, Mastrocola i sur. 2003). NesSto vece

koncentracije DHEA smanjuju peroksidaciju lipida, dok DHEA u farmakoloSkim dozama
23



pokazuje prooksidacijsko djelovanje (Gallo i1 sur. 1999). Jedan od glavnih signalnih putova
DHEA vjerojatno ukljucuje fosfatidilinozitol 3-kinaza/Akt signalnu kaskadu. Akt je serin/treonin
kinaza koja moze biti stimulirana RKV-om 1 inzulinom, ali i kao odgovor na kroni¢ni tretman s
DHEA (Jacob i sur. 2008, Li i sur, 2018). Li i sur. 2018 uo¢ili su da je u in vitro uvjetima
predtretman DHEA inhibirao proizvodnju OH iona stimuliraju¢i aktivnost peroksidaze i smanjio
gensku ekspresiju Bax, kaspaze-9 i kaspaze-3, Sto dovodi do nize stope apoptoze. DHEA bi
svoje antioksidativne u¢inke mogao ostvariti i neizravno inhibicijskim u¢inkom na glukoza-6-
fosfat dehidrogenazu, S$to rezultira niZom razinom NADPH i smanjenom proizvodnjom
slobodnih radikala ovisnom o NADPH (Schwartz 1 Pashko 2004), te djeluju¢i kao kelator za
metale (Tamagno i sur. 1998), sprjeCavajuci tako aktivacija enzima koji generiraju RKV. Stoga
bi se moglo zakljuciti da DHEA sam po sebi nije antioksidant ili prooksidant, ve¢ ometa signalnu
kaskadu uklju¢enu u metabolizam RKV-a i drugih radikala. Uoceno je da DHEA(S) mogu
stimulirati sigma receptore i smanjiti tok Ca** u mitohondrijima kao odgovor na eksitotoksi¢nost
(Kurata 1 sur, 2004, Cheng i sur. 2008), koja je prisutna tijekom ishemije, 1 jedan je od prvih
dogadaja u propadanju neurona (Gorlach i sur. 2015). Neuroprotektivna svojstva DHEA uocena
su u razli¢itim modelima, ukljucujuéi zivotinjske modele neurodegeneracije (Maurice i sur.
2000), model ishemije kod Stakora (Yabuki 1 sur. 2015), model starijih Stakora (Kumar i sur.
2008), ali 1 u stani¢nim modelima ishemije, neurotoksi¢nosti i neurodegeneracije (Grimm i sur.

2014, Vieira-Marques i sur 2016, Svob Strac i sur. 2020).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je istraziti i razjasniti potencijalne ucinke neurosteroida DHEA 1 njegovog
sulfata (DHEAS) u prevenciji stani¢ne smrti inducirane ishemijskom ozljedom, i promicanju
prezivljavanja neuralnih stanica in vitro, primjenom modela deprivacije kisika i glukoze, te
reperfuzije (OGD/R) na dva stani¢na modela, humanim neuroblastoma SH-SYS5Y stanicama, te

primarnoj kulturi misjih neurona.
3. MATERIJALI METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Kultura humanih neuroblastoma SH-SY5Y

Stanice slicne neuroblastu, SH-SY5Y, subklon su roditeljske stani¢ne linije neuroblastoma
SK-N-SH (Slika 6.). Roditeljska stani¢na linija generirana je 1970. godine iz biopsije koStane
srzi koja sadrzi stanice poput neuroblasta i epitela. SH-SYSY stanice imaju stabilan kariotip koji
se sastoji od 47 kromosoma i mogu se diferencirati od stanja slicnog neuroblastu u zrele ljudske
neurone kroz niz razli¢itih mehanizama, ukljuc¢ujuci upotrebu retinoi¢ne kiseline, estera forbola 1
specificnih neurotrofina kao §to je BDNF. Upotrebom razli¢itih metoda moguce je i postici
diferencijaciju u specificne podtipove neurona, kao S$to su adrenergicni, kolinergi¢ni i
dopaminergi¢ni neuroni. Ovaj posljednji aspekt ¢ini stanice SH-SYS5Y korisnima za mnos$tvo

neurobioloskih eksperimenata.
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Slika 6. Kultura humanih neuroblastoma SH-SYS5Y (Escargueil i sur, 2011).

Postoje vazne razlike izmedu SH-SYSY stanica u njihovim nediferenciranim 1 diferenciranim
stanjima. Kad su stanice SH-SYS5Y nediferencirane, brzo se razmnozavaju i ¢ini se da nisu
polarizirane. Cesto rastu u nakupinama i izrazavaju markere koji ukazuju na nezrele neurone.
Kad se diferenciraju, ove stanice imaju duge aksone/dendrite, smanjenu proliferaciju i u nekim
slucajevima polariziraju. Koristenje SH-SY5Y stanica povecalo se od uspostavljanja podklona
1973. Neki primjeri njihove upotrebe, ve€¢inom u nediferenciranom obliku, ukljucuju istrazivanja

vezana za Parkinsonovu bolest i AD (Shipley i sur. 2016).
3.1.2. Primarna kultura misjih neurona

Primarnu kulturu misjih neurona (Slika 7.) izolirala sam iz embrija C57BL/6 miSeva u
gestacijskoj dobi od 15 dana prema dolje navedenom protokolu (vidi 3.2.1.). U tablici 3. su
navedene kemikalije potrebne za izolaciju neurona te za oblaganje plo¢a za uzgoj stanica poli-D-

lizinom.
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Tablica 3. Kemikalije za izolaciju neurona i oblaganje ploca poli-D-lizinom.

Kemikalije za izolaciju neurona Kemikalije za oblaganje plo¢a

poli-D-lizinom

Hankova solna otopina (Lonza), DNAza (Sigma), Albumax Borna kiselina, boraks, sterilna dH2O, natrijev hidroksid,
(Gibco), inhibitor tripsina (Sigma), 2,5 tripsin (10x) bez poli-D-lizin (Sigma), DMEM (Gibco).

fenol crvene boje (Invitrogen), B27 50x dodatan (Gibco),

Ultraglutamin (Lonza), Penicilin (Sigma), Streptomicin

(Sigma), neurobazalni medij (Gibco), trituracijska otopina

(otopina 0,5 mg govedeg serumskog albumina bogatog

lipidima (Albumax, Gibco) i 25 mg inhibitora tripsina

(Sigma T9003) u HBSS-u).

Slika 7. Primarna kultura neurona izolirana iz embrija C57BL/6 miSeva.

3.1.3. Uzgoj stanica

Sastav otopina koje sam koristila za uzgoj i presadivanje SH-SYS5Y stanica i primarne

kulture neurona prikazan je u Tablici 4.
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Tablica 4. Sastav otopina koriStenih za uzgoj stanica i neurona.

Potpuni i kompletirani
medij za SH-SYSY

stanice

Potpuni i kompletirani

medij za neurone

Medij bez glukoze i

seruma za OGD

Puferirana otopina soli
za ispiranje stanica
(PBSA)

Otopina tripsina za

presadivanje stanica
Antimikotik
Antibiotici

Otopina tripanskog
modrila (Trypan blue)

3.1.4. Lijekovi

Medij DMEM (od eng. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco):

e s visokim udjelom glukoze (4500 mg/L) s 10% fetalnim govedim serumom (Gibco)
(inaktiviranim 60 minuta na 56°C),

2 mM L-glutaminom (Sigma),

100 U/ml penicilinom (Sigma),

100 pg/ml streptomicinom (Sigma),

2,5 ug/ml amfotericinom B (Sigma);

e  pH 74; steriliziran filtriranjem kroz 0,2 uM filter

Neurobazalni medij (Gibco):

0,5 mM L-glutaminom (Sigma),

100 U/ml penicilinom (Sigma),

100 pg/ml streptomicinom (Sigma),
supstancom B27 (Gibco);

pH 7.4;

steriliziran filtriranjem kroz 0,2 uM filter

Medij DMEM bez glukoze i fetalnog govedeg seruma:

s 2 mM L-glutaminom,

100 U/ml penicilinom,

100 pg/ml streptomicinom,

2,5 ug/ml amfotericinom B (Sigma);

pH 7.4;

steriliziran filtriranjem kroz 0,2 uM filter

137 mM NacCl,

2,7 mM KCI,

8,1 mM Na2HPO4,
1,4 mM KH2PO4;
pH 7.4

0,05% tripsin,
1 mM etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) u PBSA

amfotericinom B (Sigma)
penicilin (Sigma), streptomicin (Sigma)

0,4% tripansko modrilo,
0,81% NaCl,
0,06% KoHPO4

Mati¢ne otopine DHEA (Avanti) i DHEAS (Supelco) kupljene su pripremljene u metanolu,
koncentracije 1 mg/ml. Radnu otopinu koncentracije 10 uM pripremila sam otapanjem u
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redestiliranoj sterilnoj vodi. U slu¢aju DHEA, 14,5 ul mati¢ne otopine (¢ = 3,48 mM) otopila
sam u sterilnoj redestiliranoj vodi do kona¢nog volumena od 5 ml. Radnu otopinu DHEAS-a
pripremila sam otapanjem 21,4 pl mati¢ne otopine (¢ = 2,34 mM) u sterilnoj redestiliranoj vodi
do konacnog volumena od 5 ml. Razrjedenjem u odgovarajuéem mediju (DMEM ili
neurobazalni medij) do konac¢nih koncentracija od 10, 100, 500 i 1000 nM sam pripremila

kona¢ne koncentracije DHEA i DHEAS-a u pokusima neuroprotekcije.

3.1.5. Materijali za odredivanje vijabilnosti stanica

MTT (Sigma), PBSA, dimetil-sulfoksid (Sigma), tripsin (Sigma), neurobazalni medij
(Gibco), MUSE (Luminex).

3.2. Metode

3.2.1. Izolacija primarnih misjih neurona

3.2.1.1. Oblaganje ploca za uzgoj stanica poli-D-lizinom

Za nasadivanje mis$jih neurona ploc¢e za uzgoj stanica prethodno sam oblozila poli-D-lizinom.
Mati¢ne otopine poli-D-lizina pripremila sam otapanjem 10 mg poli-D-lizina (Sigma) u
boratnom puferu do koncentracije od 4 mg/ml. Dan prije izolacije neurona, mati¢nu otopinu poli-
D-lizina otopila sam dodatno u boratnom puferu kako bih dobila radnu otopinu koncentracije

0,02 mg/ml, te sam ju sterilizirala filtracijom kroz 0,2 um filter.

U ploce s 24 jazice otpipetirala sam po 500 pl, a u ploce s 96 jazica po 125 pul radne otopine
poli-D-lizina u svaku jazicu. Sve ploCice sam zamotala u aluminijsku foliju i inkubirala preko
no¢i u inkubatoru na 37 °C. Sutradan sam, prije nasadivanja neurona, aspirirala poli-D-lizin iz
svih jazica, te sam sa sterilnom vodom sve jazice isprala tri puta. Do nasadivanja neurona, u sve

jazice sam dodala DMEM, potom sam ploce stavila u inkubator na 37 °C.
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3.2.1.2. Izolacija neurona i nasadivanje na ploce za uzgoj stanica

Neurone sam izolirala iz embrija C57BL/6 miSeva u gestacijskoj dobi od 15 dana. Nakon §to

je zenka anestezirana, izvadila sam embrije kojima sam odvojila glave te izdvojila mozgove.

Embrionalne mozgove stavila sam u Hankovu solnu otopinu (Lonza) (HBSS, od eng. Hanks
balanced saline solution) 1 pod lupom pazljivo uklonila cerebelum i meninge. Izolirane mozgove
sam prebacila u plasticnu epruvetu i isprala dodatno s 10 ml HBSS-a. Nakon ispiranja, u
epruvetu sam dodala 5 ml sterilnog HBSS-a 1 100 pl 2,5% tripsina, te inkubirala 20 minuta na 37
°C, uz okretanje epruvete gore-dolje svakih 5 minuta. Potom sam dodala 5 ml 10 pg/ml DNaze
(Sigma), i nakon okretanja epruvete dva puta, odsisala supernatant. Kroz staklenu pasterku s
uskim otvorom sam, uz dodatak otopine za trituriranje (1 ml), triturirala 10-ak puta laganim
pipetiranjem. Nakon toga sam na triturirano tkivo dodala 1 ml DMEM-a po mozgu te sam
otopinu profiltrirala kroz cjedilo od 70 pm (eng. cell streiner) u plasti¢nu epruvetu od 50 ml.
Otopinu sam centrifugirala 5 minuta na 300 g, a talog resuspendirala u 1 ml DMEM-a po mozgu.
Neurone sam izbrojala i nasadila na ploce za uzgoj stanica prethodno oblozene poli-D-lizinom.
Nakon 4 sata sam zamijenila DMEM u kojem sam nasadila neurone neurobazalnim medijem.
Prije daljnjih eksperimenata neurone sam ostavila u inkubatoru na 37 °C i 5% CO2 5 do 7 dana,

uz promjenu medija svaka tri dana.
3.2.2. Kultivacija SH-SYS5Y stanica
3.2.2.1. Odmrzavanje SH-SY5Y stanica

Ampule sa stanicama sam izvadila iz spremnika s teku¢im duSikom i otopila kratkom
inkubacijom u vodenoj kupelji na 37 °C. Stanice sam zatim stavila u 5 ml hranjivog medija
zagrijanog na 37°C 1 centrifugirala pet minuta na 300 g. Resuspendirala sam talog stanica u
novih 5 ml zagrijanog medija, a navedenu stani¢nu suspenziju prenijela u bocicu za uzgoj

stani¢nih kultura (75 cm?, 250 ml) s dodatnih 5 ml medija te inkubirala na 37°C i 5% COx.
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3.2.2.2. Presadivanje stanica

Rasadivala sam SH-SYS5Y stanice nakon S$to su postizale konfluentnost na nacin da sam prvo
odsisala medij, a stanice isprala dva puta s otopinom PBSA ¢ime sam uklonila sav medij. Potom
sam inkubirala stanice 1 minutu u 0,05% tripsinu, kako bi se odvojile od podloge, a njegovu
inaktivaciju sam postigla dodatkom DMEM-a sa serumom. Resuspendirala sam stanice pipetom
te sam dio stani¢ne suspenzije uz dodatak medija ostavila za daljnju inkubaciju, a dio nasadila na

ploCe za uzgoj stanica s 96 ili 24 jaZice.
3.2.3. Nasadivanje stanica i odrzavanje stani¢nih kultura
3.2.3.1. Brojanje stanica

Kako bih znala u kojoj koncentraciji ¢u rasaditi stani¢ne kulture, prvo sam brojala stanice.
Postupak pripreme stanica za brojanje je jednak u slucaju neurona te stanica SH-SYS5Y. Nakon
Sto sam centrifugirala stani¢nu suspenziju 5 minuta na 300 g dobiveni talog sam resuspendirala u
zeljenoj koli¢ini medija. Potom sam dodala 40 pl suspenzije stanica, 60 ul DMEM-
a/neurobazalnog medija i 100 pl tripanskog modrila pomijesala i nanijela na Biirker-Tiirkovu

komoricu (Slika 8.).

Pod invertnim mikroskopom brojala sam samo zive stanice koje ostaju bezbojne buduci da
izbacuju Tripansko modrilo, dok boja prodire u mrtve stanice kod kojih je naruSena cjelovitost
membrane. Zive i mrtve stanice brojala sam u 4 puta po 16 polja, a broj stanica u mililitru dobila

sam prema formuli:

izbrojen broj stanica
64

Stanicna vijabilnost = broj vijabilnih (neobojenih) stanica/ukupan broj stanica

%5 %250 % 103

broj stanicauml =

I neurone i stanice SH-SYS5Y nasadila sam na oba tipa ploca za uzgoj stanica u koncentraciji

od oko 2 x 10° stanica/ml.
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Slika 8. Biirker-Tiirkova komorica i prikaz nacina brojanja stanica.

(https://www.wasderarztbraucht.de/Laborbedarf/Zubehoer/Zaehlkammer-nach-Buerker-Tuerk-doppelt-

mit-CE-Zeichen, https://www.researchgate.net/figure/Buerker-chamber-and-Fast-Read-102R-cell-count-
method-The-Buerker-chamber-has-9-large fig2 225084954 )

3.2.3.2. Odrzavanje kulture stanica SH-SY5Y i primarne kulture neurona

Izolirane neurone nasadila sam na plocice za uzgoj stanica, prethodno presvucene poli-D-
lizinom, u neurobazalnom mediju s dodatkom B27, L-glutamina i antibiotika. Neurone sam
uzgajala u inkubatoru (37 °C, 5% CO3) tijekom 5 dana, nakon ¢ega sam ih upotrijebila u
daljnjim eksperimentima. SH-SYS5Y neuroblastoma stanice sam uzgojila na ploCicama u
inkubatoru (37 °C, 5% CO;) u DMEM hranjivom mediju s dodatkom L-glutamina, fetalnog

govedeg seruma i antibiotika. Medij sam mijenjala sa svjezim svaka dva do tri dana.
3.2.4. Deprivacija glukoze i kisika, te reperfuzija

Za OGD/R model sam koristila posebno dizajniranu zra¢no-izoliranu modularnu komoru

ispunjenu samo s N> (Slika 9.).
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Slika 9. Posebno dizajnirana nepropusna modularna inkubacijska komora za hipoksiju

(http://alllab.net/product/hypoxia-chamber/42/)

Odsisala sam sav hranjivi medij stanicama koje sam nasadila na plocu za uzgoj stanica s 24
jazice, te dodala 500 ul medija bez glukoze i seruma, dok sam stanicama koje sam nasadila na
ploce s 96 jazica, odsisala medij 1 dodala 200 ul medija bez glukoze i seruma. Obje ploCice sam
stavila u komoru, koju sam ostavila u inkubatoru na 37 °C tijekom 16 sati. Nakon toga sam
stanicama odsisala medij bez glukoze i seruma, te dodala DMEM/neurobazalni medij kako bi se

uspostavila reperfuzija. Stanice sam ostavila u inkubatoru (37 °C, 5% CO2) 24 sata.

3.2.5. Primjena tretmana

Obje stani¢ne kulture sam tretirala odgovaraju¢im koncentracijama DHEA 1 DHEAS-a (10,

100, 500 i 1000 nM) 24 sata prije ozljede (predtretman) ili 24 sata nakon ozljede (posttretman)
(Slika 10.).
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Stanicna kultura

Predtretman DHEA(S)
24 sata prije ozljede

Stani¢na kultura

¥
¥

OGD tijekom 16 sati

OGD tijekom 16 sati

posttretman DHEA(S) i

reperfuzija tijekom 24

sata reperfuzija tijekom 24 sata

Slika 10. Tijek istrazivanja neuroprotektivnog djelovanja DHEA(S) na SH-SY5Y stani¢noj kulturi i
neuronima; (A) predtretman i (B) posttretman.

DHEAC(S) — dihidroepiandrosteron i dihidroepiandrosteron sulfat, OGD — deprivacija kisika i glukoze

3.2.6. Mjerenje vijabilnosti stanica

3.2.6.1. MTT test

Kolorimetrijski MTT test bazira se na odredivanju metabolicke aktivnosti mitohondrija
mjerenjem redukcije topljive zute MTT tetrazolijeve soli u plavi netopljivi formazan. Ocitana

apsorbancija na 570 nm proporcionalna je broju zivih stanica u uzorku.

Za MTT test sam stanicama i neuronima odsisala medij. Potom sam dodala 40 pl radne
otopine MTT-a (0,5 mg/ml), koju sam pripremila otapanjem mati¢ne otopine MTT-a u
odgovaraju¢em mediju (DMEM ili neurobazalni medij), na svaku jazicu (ploca s 96 jazica).
Nakon inkubacije u inkubatoru na 4 sata (37 °C, 5% CO3), dodala sam 160 pl dimetil sulfoksida

(Sigma) po jazici. Potom su se stanice treskale na mijesalici 10 minuta, nakon cega je
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apsorbancija izmjerena pri 570 nm pomocu citaca mikrotitarskih ploca (Slika 11.) (Thermo

Labsystems Multiskan EX Microplate Reader).

Dodati 40 pl radne otopine
1 ’ 2

MTT-a po jazici
P

Inkubirati 4 sata u inkubat
(37 °C, 5% CO3)

s

po jazici

Dodati 160 pl dimetil sulfoksida }

b5
T L O LD A AL A B (B e W ewe = Vd
000000000 00000000000 100000000000 5
000000000 w0 00000000000~ ‘000000000000
000000000000 000000000000 000000000000
00 000000 000000000000 000000000000
000000000000 ‘000000000000 ‘000000000000
000000000000 ‘000000000000 1000000000000
000000000000 000000000000 000000000000
00000000000¢ 000000000000 1000000000000 |
=
—
MTT reagens

4 / Mijesalica 10 minuta 1

5 / Izmjeriti apsorbanciju na 570 nm ’

i
. ~

Slika 11. Kronoloski prikaz postupka MTT testa (preuzeto i prilagodeno prema
https://theferalexplorer.wordpress.com/2019/07/05/understanding-mtt-assay/).

3.2.6.2. Kvantitativna analiza Muse® Count & Viability testom

Muse® Count & Viability komercijalni kit omogucuje kvantitativhu analizu broja i
vijabilnosti stanica na Guava® Muse® Cell Analyzer uredaju (Slika 13.) (Luminex). Pruza
apsolutne podatke o broju i1 vijabilnosti stanica u stani¢nim suspenzijama iz razliitih uzgajanih
stani¢nih linija sisavaca. Zive i mrtve stanice su razli¢ito obojene na temelju njihove propusnosti

za DNA-vezujuce boje u reagensu.

Podaci generirani pomoc¢u Muse® Count & Viability softverskog modula pruzaju:
1) broj zivih stanica (stanica / ml)
2) ukupan broj stanica (stanice / ml)

3) % vijabilnosti uzorka
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Muse® Count & Viability reagens diferencirano boji zive i nezive stanice na temelju njihove
propusnosti za dvije DNA vezuju¢e boje prisutne u reagensu. Uredaj automatski prikazuje
podatke na dva nacina (Slika 12.):

* Boja koja veze DNA u reagensu boji stanice koje su izgubile integritet membrane,
omogucujuc¢i boji da oboji jezgru mrtvih i umiru¢ih stanica. Ovaj se parametar prikazuje kao
,,PROFIL STANICNE POPULACIJE" i koristi se za razlikovanje Zivih (Zive stanice koje se ne
bojaju) od mrtvih (mrtve ili umirude stanice koje se bojaju).

* Boja za DNA koja je membranski propusna i boja sve stanice s jezgrom. Ovaj se parametar
prikazuje kao ,,PROFIL VIJABILNOSTI POPULACIJE" i koristi se za razlikovanje stanica s
jezgrom od fragmenata i stanica bez jezgre. Muse® sustav broji obojene stanice s jezgrom, a
zatim koristi svojstva stani¢ne veli¢ine kako bi razlikovao slobodne jezgre i stani¢ne ostatke od

stanica, kako bi odredio to¢an ukupan broj stanica.

PROFIL STANIENE POPULACIE PROFIL VJABILNOSTI POPULACUE

Zive stanice s mrtve stanice

jezgrom s jezgrom
zive stanice mrtve stanice

" / /
< =
% 34 @ _ stanice Q Stanice s
= . @ jezgrom
wn 7 b
e %
O o
= z
> fragmenti E Stanice bez jezgre
i fragmenti
FRAGMENTI
0 - . : 0 T T :
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
tive VIJABILNOST | mrtve zive VIABILNOST mitve:

Slika 12. Profil stani¢ne populacije prikazuje se razlikovanjem zivih i mrtvih stanica (A), dok se
profil vijabilnosti populacije prikazuje razlikovanjem Zzivih stanica s jezgrom od mrtvih stanica s jezgrom

te stani¢nih fragmenata (B).

Za MUSE test sam odsisala medij stanicama SH-SY5Y i neuronima te isprala dva puta s 500
pl PBSA, zatim tripsinizirala s 200 pl 0,05% tripsina po jazici. Nakon 2 minute dodala sam

500ul DMEM-a ili neurobazalnog medija u jazicu. U odgovarajue plasticne epruvete sam
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prebacila sav odsisan medij, PBSA te tripsin. Potom sam centrifugirala stani¢nu suspenziju 5
minuta na 300 g. Odlila sam supernatant, a talog resuspendirala u 200 pl DMEM-a ili
neurobazalnog medija. Dodala sam 50 pl stani¢ne suspenzije u 450 ul MUSE otopine, prema

preporukama proizvodaca, s obzirom da je gustoéa nasadenih stanica izmedu 1 x 10°1i 1 x 10°

stanica/mL.
Dodati Muse® Count & Dodati stanice u Staviti uzorak u Guava®
Viability reagens u svaku svaku epruvetu sa Muse® Cell Analyzer i oditati
epruvetu suspenzijom rezultate
< - oy Inkubirati 5 minuta
na sobnoj
temperaturi
—_— —_—

Slika 13. Postupak Muse® Count & Viability testa.

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu rezultata koristila sam program GraphPad Prism verzija 4.00
(GraphPad Software, San Diego, California, SAD), a za graficki prikaz istih program Microsoft
Excel 2019. Student t-testom sam analizirala razlike izmedu skupina, u slucaju usporedbe dvije
skupine, ili jednostrukom analizom varijance (ANOVA) 1 post-hoc Tukey testom kada sam
usporedivala viSe od dvije skupine. Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost i standardnu
devijaciju (S.D.) u obliku postotka. Razinu znacajnosti o za sve analize postavila sam na 0,05, a

svi koriSteni testovi bili su dvosmjerni.
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4. REZULTATI

4.1. Vijabilnost stanica nakon OGD-a: test MTT

Testom MTT ispitan je uc¢inak nedostatka kisika i glukoze na neurone koji su izolirani iz
embrija C57BL/6 miSeva te stani¢nu kulturu SH-SYSY. Takoder, proucavan je i potencijalni
neuroprotektivni u¢inak DHEA i1 DHEAS-a u razli¢itim koncentracijama (10 nM, 100 nM, 500
nM i1 1000 nM) u slucaju kad se isti koriste kao predtretman (tretman u trajanju od 24 sata prije
ozljede OGD-om) ili kao posttretman (tretman u trajanju od 24 sata nakon ozljede OGD-om).
Test MTT mjeri aktivnost enzima dehidrogenaze koji se nalazi u mitohondrijima metabolicki
aktivnih stanica (Slika 14.). Intenzitet obojenja pojedinih jazica na plo¢i za uzgoj stanica

proporcionalan je broju metabolicki aktivnih stanica.

MTT \_/ Formazan
e —
¥ B

=

NADH, NADPH
A\
dehidrogenaza
\
NAD, NADP

Slika 14. Princip testa MTT.

Vrijednost intenziteta obojenja (apsorbancija, A) za svaku pojedinu testnu ili kontrolnu
jazicu korigiran je oduzimanjem prosjecne pozadinske apsorbancije koja je izmjerena u jazicama

s negativnom kontrolom (bez nasadenih stanica). Svi rezultati su prikazani kao % vijabilnosti
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stanica u odnosu na kontrolu koja nije bila izlozena ozljedi OGD. Ovaj omjer je izraCunat prema
formuli:

A(test) — A(neg. kontrola)

* 100
A(kontrola) — A (neg. kontrola)

% vijabilnih stanica =

Za svaki od tretmana, prije ili poslije ozljede, kontrolu te ozljedu bez tretmana
napravljeno je 8 mjerenja po jednoj ploc¢i za uzgoj stanica tako da su rezultati graficki prikazani

kao srednja vrijednost vijabilnosti stanica (%) + standardna devijacija (S.D.).

4.1.1. Primarna kultura misjih neurona

4.1.1.1. Vijabilnost neurona odredena testom MTT nakon predtretmana neurosteroidima DHEA i

DHEAS

Rezultati testa MTT nakon predtretmana s DHEA, odnosno DHEAS, te ozljede (OGD) u
trajanju od 16h prikazani su na Slici 15. Iz rezultata je vidljivo da je u slucaju ozljede doslo do
znacajnog pada vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu (kontrola: 100,0 = 20,5 vs. OGD: 34,9
+ 11,1; F (9, 116) = 44,82; F (9, 116) = 41,56; p < 0,001; ANOVA). Statisticki znacajan pad u
odnosu na kontrolu vidljiv je i kod svih stanica koje su predtretirane s DHEA ili DHEAS te
zatim izlozene OGD-u (p < 0,001; ANOVA post-hoc test).

U slucaju predtretmana s DHEA iz rezultata je vidljivo da je metabolicka aktivnost
stanica znaCajno vec¢a u odnosu na onu nakon OGD-a bez prethodnog tretmana, kada su
koristene nize koncentracije DHEA, odnosno 10 nM DHEA (p = 0,001; ANOVA post-hoc test),
100 nM DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test) 1 500 nM DHEA (p = 0,029; ANOVA post-
hoc test). Predtretman s DHEA povecao je vijabilnost stanica s 34,9% nakon OGD-a na preko
50% u slucaju svih testiranih koncentracija DHEA (Slika 15.), a naju¢inkovitiji je bio tretman sa
100 nM DHEA. U slucaju predtretmana s DHEAS, statisticki znacajan ucinak prisutan je samo u
slucaju 100 nM DHEAS-a (p = 0,013; ANOVA post-hoc test). Kada je koriStena najveca
koncentracija DHEAS-a (1000 nM) uocljiv je ¢ak 1 toksi¢ni u€inak na stanice, odnosno pad

vijabilnosti stanica na 29,9% (Slika 15.).
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Slika 15. Vijabilnost, odnosno metabolicka aktivnost neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miSeva,
odredena testom MTT, nakon OGD-a te predtretmana s DHEA ili DHEAS.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. ***p < 0,001 vs. OGD, DHEA(S); *p <0,05 vs. OGD.

4.1.1.2. Vijabilnost neurona odredena testom MTT nakon posttretmana neurosteroidima DHEA i

DHEAS

Rezultati testa MTT nakon posttretmana s DHEA, odnosno DHEAS, te ozljede (OGD) u
trajanju od 16h prikazani su na Slici 16. Iz rezultata je vidljivo da je u slucaju ozljede doslo do
znacajnog pada vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu (kontrola: 100,0 + 20,5 vs. OGD: 34,9
+ 11,1; F (9, 116) = 44,82; p < 0,001; ANOVA). Statisticki znacajan pad u odnosu na kontrolu
vidljiv je 1 kod stanica koje su izlozene OGD-u te zatim tretirane s DHEA ili DHEAS (p < 0,001;
ANOVA post-hoc test).

U slucaju posttretmana s DHEA iz rezultata je vidljivo da nije bilo zna¢ajnog poboljsanja
metabolicke aktivnost stanica u odnosu na onu nakon OGD-a bez naknadnog tretmana. Trend
povecanja vijabilnosti stanica prisutan je samo u slucaju posttretmana s 500 nM DHEA, ali to
povecanje nije statisticki znacajno (p = 0,394; ANOVA post-hoc test). U slucaju posttretmana s
DHEAS, statisticki znacajan ucinak prisutan je samo u slucaju 100 nM DHEAS-a (p < 0,001;

ANOVA post-hoc test). Kada je koriStena najveca koncentracija DHEA ili DHEAS-a (1000 nM)
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uocljiv je Cak 1 toksi¢ni ucinak na stanice, odnosno pad vijabilnosti stanica na 31,2% u slucaju

DHEA i na 23,8 u slu¢aju DHEAS (Slika 16.).
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Slika 16. Vijabilnost, odnosno metabolicka aktivnost neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miseva,
odredena testom MTT, nakon OGD-a te posttretmana s DHEA ili DHEAS.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. ***p < 0,001 vs. OGD, DHEA(S); *p <0,05 vs. OGD.

4.1.1.3. Usporedba vijabilnosti neurona nakon predtretmana i posttretmana neurosteroidima
DHEA i DHEAS

Kako bi se usporedio ucinak predtretmana i posttretmana s DHEA ili DHEAS
napravljena je usporedba vijabilnosti, odnosno metabolicke aktivnosti neurona izmedu pojedinih
koristenih koncentracija DHEA ili DHEAS-a Studentovim t-testom (Tablica 5.). 1z rezultata je
vidljivo da je predtretman ucinkovitiji od posttretmana u slu¢aju DHEA, a obrnuta je situacija u
slucaju tretmana s DHEAS (Tablica5.).

Predtretman s 10 nM DHEA je ucinkovitiji nego posttretman s istom koncentracijom
ovog neurosteroida (t = 4,63; df = 12; p = 0,001; Studentov t-test), a isti trend je vidljiv i kod
predtretmana sa 100 nM DHEA u odnosu na posttretman (t =4,11; df = 12; p = 0,001; Studentov

t-test). Medutim, kod tretmana sa 100 nM DHEAS-om posttretman se pokazao kao u¢inkovitiji u
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odnosu na predtretman (t = -2,94; df = 12; p = 0,012). Kod usporedbe ostalih koncentracija
DHEA i1 DHEAS-a koje su koriStene za predtretman i posttretman neurona nije bilo nikakvih

statisti¢ki znacajnih razlika (Tablica 5).

Tablica 5. Usporedba vijabilnosti, odnosno metaboli¢ke aktivnosti neurona izoliranih iz embrija C57BL/6

miseva nakon OGD-a te posttretmana i predtretmana s DHEA ili DHEAS.

Tretman Koncentracija Vijabilnost stanica (%) Studentov t-test
(srednja vrijednost = S.D.) df=12)
Predtretman Posttretman t p
DHEA 10 nM 55,1+79 35,0+8,3 4,63 0,001
100 nM 57,0+ 8,8 35,5+10,7 4,11 0,001
500 nM 50,9+ 5,9 46,0+ 7.4 1,37 0,197
1000 nM 42,1 £8,2 31,2+11,1 2,09 0,059
DHEAS 10 nM 45,5+ 15,5 49,7+ 7,4 -0,65 0,529
100 nM 52,1£5,1 68,8+ 14,1 -2,94 0,012
500 nM 454+59 40,6 +9,4 1,41 0,276
1000 nM 29,9 £ 8,0 23,8 £ 6,6 1,55 0,147

df: stupnjevi slobode (od eng. degrees of freedom); DHEA: dehidroepiandrosteron; DHEAS:

dehidroepiandrosteron sulfat; S.D.: standardna devijacija
4.1.2. Kultura humanih neuroblastoma SH-SY5Y

4.1.2.1. Vijabilnost stanica odredena testom MTT nakon predtretmana neurosteroidima DHEA i

DHEAS

Rezultati testa MTT nakon predtretmana s DHEA, odnosno DHEAS, te ozljede (OGD) u
trajanju od 16h prikazani su na Slici 17. Iz rezultata je vidljivo da je u slucaju ozljede doslo do
znacajnog pada vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu (kontrola: 100,0 + 20,5 vs. OGD: 34,9
+11,1; F (9, 132) = 101,53; p < 0,001; ANOVA). Statisticki znacajan pad u odnosu na kontrolu
vidljiv je 1 kod svih stanica koje su predtretirane s DHEA ili DHEAS te zatim izlozene OGD-u (p
<0,001; ANOVA post-hoc test).

U slucaju predtretmana s DHEA iz rezultata je vidljivo da je metabolicka aktivnost
stanica znacajno veca u odnosu na onu nakon OGD-a bez prethodnog tretmana za sve
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koncentracije DHEA, odnosno 10 nM DHEA (p = 0,018; ANOVA post-hoc test), 100 nM
DHEA (p = 0,003; ANOVA post-hoc test), 500 nM DHEA (p = 0,001; ANOVA post-hoc test),
1000 nM (p = 0,017; ANOVA post-hoc test). Predtretman s DHEA povecao je vijabilnost
stanica s 33,3% nakon OGD-a na preko 46% u slu¢aju svih testiranih koncentracija DHEA (Slika
17), a naju¢inkovitiji je bio tretman s 500 mM DHEA. U slucaju predtretmana s DHEAS,

statisticki znac¢ajan ucinak prisutan je samo u sluc¢aju 100 nM DHEAS-a (p < 0,001; ANOVA
post-hoc test).
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Slika 17. Vijabilnost, odnosno metabolic¢ka aktivnost stani¢ne linije SH-SY5Y, odredena testom MTT,
nakon OGD-a te predtretmana s DHEA ili DHEAS.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. *p < 0,001 vs. OGD, DHEA(S); *p <0,05 vs. OGD.

4.1.2.2. Vijabilnost stanica odredena testom MTT nakon posttretmana neurosteroidima DHEA i
DHEAS

Rezultati testa MTT nakon posttretmana s DHEA, odnosno DHEAS, te ozljede (OGD) u
trajanju od 16h prikazani su na Slici 18. 1z rezultata je vidljivo da je u slucaju ozljede doslo do
znacajnog pada vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu (kontrola: 100,0 £+ 20,5 vs. OGD: 34,9

+ 11,1; F (9, 132) = 163,55; p < 0,001; ANOVA). Statisticki znacajan pad u odnosu na kontrolu
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vidljiv je 1 kod stanica koje su izlozene OGD-u te zatim tretirane s DHEA ili DHEAS (p < 0,001;
ANOVA post-hoc test).

U slucaju posttretmana s DHEA ili DHEAS iz rezultata je vidljivo da nije bilo znacajnog
poboljsanja metabolicke aktivnost stanica u odnosu na onu nakon OGD-a bez naknadnog

tretmana. U slucaju tretmana s DHEA cak je vidljiv i trend pada vijabilnosti stanica, ali isti nije

statisticki znaCajan (Slika 18).
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Slika 18. Vijabilnost, odnosno metabolic¢ka aktivnost stani¢ne linije SH-SY5Y, odredena testom MTT,
nakon OGD-a te posttretmana s DHEA ili DHEAS.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ S.D. ***p < (0,001 vs. OGD, DHEA(S).

4.1.2.3. Usporedba vijabilnosti stanica nakon predtretmana i posttretmana neurosteroidima
DHEA i DHEAS

Kako bi se usporedio ucinak predtretmana i posttretmana s DHEA ili DHEAS
napravljena je usporedba vijabilnosti, odnosno metaboli¢ke aktivnosti stanica SH-SYSY izmedu
pojedinih koriStenih koncentracija DHEA ili DHEAS-a Studentovim t-testom (Tablica 6.). 1z

rezultata je vidljivo da je predtretman puno ucinkovitiji od posttretmana u slu¢aju DHEA i
DHEAS (Tablica 6.).
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Tablica 6. Usporedba vijabilnosti, odnosno metabolicke aktivnosti stani¢ne linije SH-SY5Y nakon OGD-
a te posttretmana i predtretmana s DHEA ili DHEAS.

Tretman Koncentracija Vijabilnost stanica (%) Studentov t-test
(srednja vrijednost = S.D.) df=12)
Predtretman Posttretman t p
DHEA 10 nM 46,7+5.3 23,6 £ 8.6 5,49 <0,001
100 nM 48,6 £ 12,3 222+39 8,34 < 0,001
500 nM 50,1+ 7,7 23,2+49 5,79 <0,001
1000 nM 46,8 11,8 232+29 6,50 < 0,001
DHEAS 10 nM 42,6 +5,5 28,5+ 11,7 3,62 0,003
100 nM 57,0+ 18,4 28,4 +8,5 3,08 0,008
500 nM 39,0+3,5 27,0+ 104 3,99 0,001
1000 nM 40,9+7,3 25,0+10,1 3,07 0,008

df: stupnjevi slobode (od eng. degrees of freedom); DHEA: dehidroepiandrosteron; DHEAS:

dehidroepiandrosteron sulfat; S.D.: standardna devijacija

4.2. Vijabilnost stanica nakon OGD-a: Muse® Count & Viability test

Muse® Count & Viability test jednostavan je, brz test koji pruza informacije o
koncentraciji 1 vijabilnosti stanica. Koristi mjeSavinu dviju interkaliziraju¢ih fluorescentnih boja
u jednom reagensu. Kombinacija dviju fluorescentnih boja omogucuje diskriminaciju stanica s
jezgrom od stanica bez jezgre ili fragmentiranih stanica te diskriminaciju zivih stanica od mrtvih
ili umirudih, Sto rezultira preciznim odredivanjem koncentracije stanica i njihove vijabilnosti
(Slika 19.). Koristenje ovih dvostrukih fluorescentnih sondi omogucuje vecu osjetljivost i to¢nost
u usporedbi s drugim kolorimetrijskim metodama. Obradom uzoraka n a uredaju Muse® Cell
Analyzer uz pomo¢ odgovarajuceg programskog paketa dobivaju se rezultati koji ukljucuju broj
zivih 1 broj mrtvih stanica po ml te u izvornom uzorku, ukupni broj stanica po ml i postotak

vijabilnih stanica.
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Slika 19. Princip Muse® Count & Viability testa.

Rezultati Muse® Count & Viability testa prikazani su kao udio Zzivih i udio mrtvih
stanica, a tijekom statisticke obrade podataka izmedu pojedinih uzoraka usporeden je udio Zivih
stanica. Za svaki od tretmana, prije ili poslije ozljede, kontrolu te ozljedu bez tretmana
napravljeno je po 3 mjerenja tako da su rezultati graficki prikazani kao srednja vrijednost
vijabilnosti stanica (%) + standardna devijacija (S.D.).

S obzirom na to da su rezultati testa MTT pokazali da najveca koriStena koncentracija
DHEA i DHEAS (1000 nM) nije imala neuroprotektivan ucinak niti na neurone niti na stanice
SH-SYS5Y te je cak potencijalno i toksi¢na za stanice, odlucili smo u slucaju Muse® Count &
Viability testa izostaviti tu koncentraciju te testirati tri preostale koncentracije (500 nM, 100 nM,

10 nM).
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4.2.1. Primarna kultura misjih neurona

4.2.1.1. Vijabilnost neurona odredena Muse® Count & Viability testom nakon predtretmana

neurosteroidima DHEA i DHEAS

Rezultati Muse® Count & Viability testa nakon predtretmana s DHEA, odnosno
DHEAS, te ozljede (OGD) u trajanju od 16h prikazani su na Slici 20. Iz rezultata je vidljivo da je
u slucaju ozljede doslo do znacajnog pada vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu (F (7, 16) =
94,86; p < 0,001; ANOVA). Statisticki znacajan pad u odnosu na kontrolu vidljiv je i kod svih
stanica koje su predtretirane s DHEA ili DHEAS te zatim izlozene OGD-u (p < 0,05; ANOVA
post-hoc test), osim u sluc¢aju neurona tretiranih s 10 nM DHEA (p=0,612; ANOVA post-hoc
test) ili DHEAS (p=0,352; ANOVA post-hoc test).

U slucaju predtretmana s DHEA iz rezultata je vidljivo da je vijabilnost stanica znacajno
ve¢a u odnosu na onu nakon OGD-a bez prethodnog tretmana, kada su koriStene nize
koncentracije DHEA, odnosno 10 nM DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test) i 100 nM
DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test). U slucaju tretmana s 500 nM DHEA (p = 0,023;
ANOVA post-hoc test) prisutno je smanjenje udjela Zivih stanica u odnosu na OGD S§to dovodi
do zakljucka da bi ova koncentracija DHEA mogla biti potencijalno i toksi¢na za neurone.
Predtretman s 10 nM DHEA povecao je vijabilnost stanica sa 74,5% nakon OGD-a na 87,2%,
odnosno skoro na razinu koja je prisutna u kontroli (88,9%). U slu¢aju predtretmana s DHEAS,
statisti¢ki znacajan ucinak prisutan je u slu¢aju 10 nM DHEAS-a (p < 0,001; ANOVA post-hoc
test) i 500 nM DHEAS-a (p = 0,006; ANOVA post-hoc test). U slucaju tretmana sa 100 nM
DHEAS-om nije bilo nikakvog uc¢inka na vijabilnost neurona (p = 0,799; ANOV A post-hoc test).
Predtretman s 10 nM DHEAS-om povecao je vijabilnost stanica sa 74,5% nakon OGD-a na

86,7%, odnosno skoro na razinu koja je prisutna u kontroli (88,9%).
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Slika 20. Udio zivih (stupci ispunjeni bojom) i mrtvih (stupci ispunjeni teksturom) neurona izoliranih iz
embrija C57BL/6 miSeva, odreden Muse® Count & Viability testom, nakon OGD-a te predtretmana s
DHEA ili DHEAS.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. *p < 0,05 vs. kontrola; *p <0,05 vs. OGD.

4.2.1.2. Vijabilnost neurona odredena Muse® Count & Viability testom nakon posttretmana

neurosteroidima DHEA i DHEAS

Rezultati Muse® Count & Viability testa nakon posttretmana s DHEA, odnosno DHEAS,
te ozljede (OGD) u trajanju od 16h prikazani su na Slici 21. Iz rezultata je vidljivo da je u slucaju
ozljede (zive stanice — 74,5 + 0,3 (2,0*106 £ 8,1*104); mrtve stanice — 25,5 = 0,3 (6,7*105 +
1,7*%104)) doslo do znacajnog pada vijabilnosti stanica (F (7, 16) = 51,58; p <0,001; ANOVA)u
odnosu na kontrolu (zive stanice - 88,9 + 1,1 (3,2*106 + 3,9*104); mrtve stanice — 11,1 + 1,1
(4,0*105 £ 4,3*%104)). Statisticki znacajan pad u odnosu na kontrolu vidljiv je i kod svih stanica
koje su izlozene OGD-u te zatim tretirane s DHEA i DHEAS (p <0,001; ANOVA post-hoc test).

U slucaju posttretmana s DHEA iz rezultata je vidljivo da je vijabilnost stanica znacajno
veca u odnosu na onu nakon OGD-a bez prethodnog tretmana, u slucaju svih koristenih

koncentracija DHEA, odnosno 10 nM DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test), 100 nM
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DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test) 1 500 nM DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test).
U slucaju posttretmana s DHEAS, statisticki znacajan ucinak prisutan je u slucaju 10 nM
DHEAS-a (p <0,001; ANOVA post-hoc test) i 500 nM DHEAS-a (p < 0,001; ANOVA post-hoc
test). U slucaju tretmana sa 100 nM DHEAS-om nije bilo nikakvog ucinka na vijabilnost

neurona (p = 0,218; ANOVA post-hoc test).
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Slika 21. Udio zivih (stupci ispunjeni bojom) i mrtvih (stupci ispunjeni teksturom) neurona izoliranih iz
embrija C57BL/6 miSeva, odreden Muse® Count & Viability testom, nakon OGD-a te posttretmana s
DHEA ili DHEAS.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. *p < 0,05 vs. kontrola; *p <0,05 vs. OGD.

4.2.1.3. Usporedba vijabilnosti neurona nakon predtretmana i posttretmana neurosteroidima
DHEA i DHEAS

Kako bi se usporedio ucinak predtretmana i posttretmana s DHEA ili DHEAS
napravljena je usporedba vijabilnosti, odnosno udjela zivih neurona izmedu pojedinih koristenih

koncentracija DHEA ili DHEAS-a Studentovim t-testom (Tablica 7.).
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Tablica 7. Usporedba vijabilnosti, odnosno udjela Zivih neurona izoliranih iz embrija C57BL/6 miSeva nakon OGD-a te posttretmana i

predtretmana s DHEA ili DHEAS. Svi rezultati su prikazani kao srednja vrijednost =+ standardna devijacija (S.D.)

Tretman Koncentracija Udio Zivih i mrtvih stanica (%) Studentov t-test
Broj zivih i mrtvih stanica (br. stanica/ml) df=4)
Predtretman Posttretman t p
Zive stanice Mrtve stanice Zive stanice Mrtve stanice
DHEA 10 nM 87,2+ 1,1 12,8 +1,1 82,0+ 14 18,0+ 1,4 5,09 0,007
1,9*%10°+ 6,3*10* 2,9*10°+ 1,9*%10* 1,4*10°+ 1,6*10* 3,0¥10°+ 3,1*10*
100 nM 81,8+0,3 18,2+ 0,3 80,7+ 1,5 19,3+ 1,5 1,24 0,283
1,4*¥10%+ 5,0*%10% 3,1¥10°£9,6%10° 2,8%105+ 2,5%10% 6,6¥10°+3,1*10*
500 nM 70,8 £ 0,7 29,3+ 0,7 80,7+ 0,8 19,3+0,8 -15,80 < 0,001
1,8*109+ 1,7*%10% 7,610+ 5,0%10* 2,4*¥105+ 9,2%10% 5,9*105+ 4,1*10*
DHEAS 10 nM 86,7+ 0,4 13,3+£0,4 792 +1,2 20,8 +1,2 10,64 < 0,001
1,8%10°+ 6,1%10* 2,7%10°+ 1,6%10* 1,6*10°+ 1,0*%10° 4,1*¥10°+ 5,5*%10%
100 nM 75,9+ 1,9 24,1+1,9 76,7+ 0,6 23,3+0,6 -0,66 0,547
1,6%10°+ 7,2%10* 5,0%10°+ 7,3*10* 3,0%10°+ 1,3*10° 9,2*10°+ 6,7*10°
500 nM 78,9 +£2,0 21,1£2,0 82,7+ 0,8 17,3+0,8 -3,01 0,040
1,8%10°+ 7,6%10* 4,7%10° + 6,0%10* 3,5%10°+ 1,9*10° 7,4%10°+ 4,1*10*

df: stupnjevi slobode (od eng. degrees of freedom); DHEA: dehidroepiandrosteron ; DHEAS: dehidroepiandrosteron sulfat
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Iz rezultata je vidljivo da je predtretman ucinkovitiji u slu¢aju DHEA 1 DHEAS kada su
koriStene najmanje koncentracije ovih neurosteroida (10 nM), a obrnuta je situacija u slucaju
tretmana s najve¢om koncentracijom neurosteroida (500 nM). Predtretman i postretman sa 100
nM DHEA i DHEAS-om bio je podjednako ucinkovit u slucaju tretmana s DHEA, odnosno

neucinkovit u slucaju tretmana s DHEAS-om (Tablica 7.).
4.2.2. Kultura humanih neuroblastoma SH-SY5Y

4.2.2.1. Vijabilnost stanica odredena Muse® Count & Viability testom nakon predtretmana
neurosteroidima DHEA i DHEAS

Rezultati Muse® Count & Viability testa nakon predtretmana s DHEA, odnosno
DHEAS, te ozljede (OGD) u trajanju od 1 h prikazani su na Slici 22. Iz rezultata je vidljivo da je
u sluc¢aju ozljede doslo do znacajnog pada vijabilnosti stanica u odnosu na kontrolu (F (7, 16) =
53,31; p < 0,001; ANOVA). Statisticki znacajan pad u odnosu na kontrolu vidljiv je i kod svih
stanica koje su predtretirane s DHEA ili DHEAS-om te zatim izlozene OGD-u (p < 0,05;
ANOVA post-hoc test), osim u slucaju neurona tretiranih s 10 nM DHEA (p=0,146; ANOVA
post-hoc test).

U slucaju predtretmana s DHEA iz rezultata je vidljivo da je vijabilnost stanica znacajno
veca u odnosu na onu nakon OGD-a bez prethodnog tretmana, u slucaju tretmana s 10 nM
DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test), 100 nM DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test) 1
500 nM DHEA (p < 0,001; ANOVA post-hoc test). Predtretman s 10 nM DHEA povecao je
vijabilnost stanica sa 64,1% nakon OGD-a na 81,4%, odnosno skoro na razinu koja je prisutna u
kontroli (85,5%). U slu€aju predtretmana s DHEAS, statisti¢ki znacajan uc¢inak prisutan je u
slu¢aju 10 nM DHEAS-a (p = 0,003; ANOVA post-hoc test) i 500 nM DHEAS-a (p < 0,001;
ANOVA post-hoc test). U slucaju tretmana sa 100 nM DHEAS nije bilo nikakvog ucinka na
vijabilnost neurona (p = 0,819; ANOVA post-hoc test).
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Slika 22. Udio zivih (stupci ispunjeni bojom) i mrtvih (stupci ispunjeni teksturom) stanica SH-SYS5Y,
odreden Muse® Count & Viability testom, nakon OGD-a te predtretmana s DHEA ili DHEAS.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. *p < 0,05 vs. kontrola; *p <0,05 vs. OGD.

4.2.2.2. Vijabilnost stanica odredena Muse® Count & Viability testom nakon posttretmana
neurosteroidima DHEA i DHEAS

Rezultati Muse® Count & Viability testa nakon posttretmana s DHEA, odnosno DHEAS, te
ozljede (OGD) u trajanju od 16h prikazani su na Slici 23. Iz rezultata je vidljivo da je u slucaju
ozljede (zive stanice — 64,1 = 1,0 (3,0*¥10° + 1,4*10%); mrtve stanice — 35,9 + 1,0 (1,7*10° £ 1,5%10%))
doslo do znacajnog pada vijabilnosti stanica F (7, 16) = 80,52; p < 0,001; ANOVA) u odnosu na
kontrolu (Zive stanice — 85,5 £ 2,6 (3,0*10°+ 1,5*10°); mrtve stanice — 14,5 + 2,6 (5,1*10° £ 9,8*%10%)).
Statisticki znacajan pad u odnosu na kontrolu vidljiv je i kod svih stanica koje su izlozene OGD-
u te zatim tretirane s DHEA 1 DHEAS-om (p < 0,001; ANOVA post-hoc test).

U slucaju posttretmana s DHEA iz rezultata je vidljivo da se vijabilnost stanica nije
promijenila u odnosu na onu nakon OGD-a bez prethodnog tretmana, u sluc¢aju kad je koriStena
10 nM DHEA (p = 0,199; ANOVA post-hoc test) i 500 nM DHEA (p = 0,071; ANOVA post-
hoc test). U slucaju tretmana sa 100 nM DHEA (p = 0,024; ANOVA post-hoc test) vidljiv je ¢ak
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1 pad broja zivih stanica (Slika 23.). U slu¢aju posttretmana s DHEAS, statisticki zna¢ajan u¢inak
prisutan je pri tretmanu s 10 nM DHEAS-a (p < 0,001; ANOVA post-hoc test), 100 nM
DHEAS-a (p = 0,001; ANOVA post-hoc test) i 500 nM DHEAS-a (p = 0,009; ANOVA post-hoc
test).
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Slika 23. Udio zivih (stupci ispunjeni bojom) i mrtvih (stupci ispunjeni teksturom) stanica SH-SYS5Y,
odredena Muse® Count & Viability testom, nakon OGD-a te posttretmana s DHEA ili DHEAS.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. *p < 0,05 vs. kontrola; *p <0,05 vs. OGD.

4.2.2.3. Usporedba vijabilnosti stanica predtretmana i posttretmana neurosteroidima DHEA i

DHEAS

Kako bi se usporedio ucinak predtretmana i posttretmana s DHEA ili DHEAS
napravljena je usporedba vijabilnosti, odnosno udjela zivih neurona izmedu pojedinih koriStenih
koncentracija DHEA ili DHEAS-a Studentovim t-testom (Tablica 8.). Iz rezultata je vidljivo da
je predtretman ucinkovitiji u slu¢aju DHEA u slucaju svih ispitivanih koncentracija te u slucaju
tretmana s 500 nM DHEAS (Tablica8). Kada je koriStena najmanje koncentracije DHEAS (10
nM), posttretman se pokazao ucinkovitijim od predtretmana (Tablica 8.). Predtretman i
postretman sa 100 nM DHEAS bili su podjednako neucinkoviti (Tablica 8.).
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Tablica 8. Usporedba vijabilnosti, odnosno udjela Zivih stanica SH-SY5Y nakon OGD-a te posttretmana i predtretmana s DHEA ili DHEAS. Svi rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (S.D.)

Tretman Koncentracija Udio zivih i mrtvih stanica (%) Studentov t-test
Broj Zivih i mrtvih stanica (br. stanica/ml) (df=4)
Predtretman Posttretman t p
Zive stanice Mrtve stanice Zive stanice Mrtve stanice
DHEA 10 nM 81,4+2,0 18,6 =2,0 67,4+0,8 32,6 £0,8 11,21 <0,001
1,6%10° +2,0%10* 3,7*%10%+ 9,7*10? 1,4*10°+ 1,1*10* 6,9%10*+ 4,6*10°
100 nM 79,8+0,5 20,2+0,5 59,3+ 1,0 40,7+ 1,0 31,10 <0,001
2,2%¥10°£9,5*%103 5,6%10%+ 1,9*10° 2,8%10°+ 1,0*10% 1,9%10°+2,9*%103
500 nM 75,7+ 1,4 243+ 1,4 68,2+ 0,9 31,8+ 0,9 7,67 0,002
2,6*¥10° £ 1,6*%10* 8,3*10*+ 5,1*10° 3,9*10°+2,3*10% 1,8*¥10°+ 7,5*%103
DHEAS 10 nM 71,2+1,1 288+ 1,1 75,8+0,2 24,2+0,2 -7,00 0,002
1,6%10°+ 1,8*10* 6,3*10*+ 4,0*10° 1,5%10°+3,2*%103 4,7%10*+ 1,3*%103
100 nM 66,2 £2,6 24,1 £1,9 71,3 +£2,1 28,7+2,1 -2,64 0,058
3,0%10° = 4,0*10* 1,5%10°+ 1,1*10% 4,6%10°+2,6%10* 1,8*¥10°+ 9,9*103
500 nM 77,5+ 1,7 22,5+1,7 69,5+ 2,0 30,5+2,0 5,29 0,006

2,2%10°+9,5%10°

6,4*10%+ 3,8*10°

3,6%105+1,8*10*

1,6¥10°+ 1,4*10*

df: stupnjevi slobode (od eng. degrees of freedom); DHEA: dehidroepiandrosteron ; DHEAS: dehidroepiandrosteron sulfat
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5. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti i razjasniti potencijalne ucinke neurosteroida DHEA i
njegovog sulfata (DHEAS) u prevenciji stani¢ne smrti inducirane ishemijskom ozljedom, i
promicanju prezivljavanja neuralnih stanica in vitro, primjenom modela deprivacije kisika i
glukoze, te reperfuzije (OGD/R) na dva stani¢na modela, humanim neuroblastoma stanicama

SH-SYSY, te primarnoj kulturi misjih neurona.

U slucaju oba stani¢na modela rezultati su pokazali da predtretman ima znacajniji u€inak
na metabolicku aktivnost stanica (test MTT) od posttretmana s oba neurosteroida. Posttretman
je jedino bio uspjesan u slucaju tretmana misjih neurona sa 100 nM DHEAS. Kod
predtretmana s DHEA, u oba stani¢na modela tretman je povec¢ao metabolicku aktivnost
stanica kada su koriStene koncentracije od 10 nM, 100 nM i 500 nM DHEA. Predtretman s
DHEAS je imao pozitivan uc¢inak na metabolicku aktivnost stanica kada su tretirane sa 100
nM DHEAS. Sve navedeno upucuje na to da predtretman s DHEA (10 nM; 100 nM i 500 nM)
te 100 nM DHEAS poboljsava metabolicku aktivnost stanica te ima potencijalan protektivan
ucinak. Takoder, iz rezultata je vidljivo da visoke koncentracije neurosteroida mogu imati ¢ak
1 negativan utjecaj na metabolicku aktivnost stanica, odnosno, mogu biti i potencijalno
toksicne za stanice. U slucaju vijabilnosti, odnosno prezivljenja stanica (Muse® Count &
Viability testa), u pravilu je potvrden pozitivan utjecaj predtretmana s DHEA i DHEAS koji je
vidljiv na testu MTT. Identi¢no kao i kod testa MTT, rezultati upucuju na to da je predtretman
s DHEA (10 nM i 100 nM) uspjes$niji od predtretmana s DHEAS (10 nM i 500 nM) kod oba
stanicna modela. Medutim, u slucaju posttretmana Muse® Count & Viability test je pokazao
da je tretman s DHEA uspjes$no zastitio mi§je neurone od djelovanja ozljede dok je u slucaju
stanica SH-SYSY taj ucinak izostao te je vidljiv ¢ak i negativan trend kada je koriSten
postretman s 100 nM DHEA. Postretman s DHEAS je takoder pokazao potencijalan
protektivni u¢inak na misje neurone (10 nM i 500 nM DHEAS), ali i na stanice SH-SY5Y (10
nM, 100 nM i 500 nM DHEAS). Medutim, kada se rezultati testa MTT i Muse® Count &
Viability testa usporede, vidljivo je da najznacajniji protektivni ucinak ima predtretman s

DHEA (10 nM; 100 nM i 500 nM) te 100 nM DHEAS, dok je postretman slabije uc¢inkovit.

Navedeni rezultati podudaraju se s rezultatima Kaasik i sur. (2001) koji pokazuju

neuroprotektivni u¢inak DHEAS-a u in vitro modelima ishemije mozga, buduc¢i da DHEAS
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pokazuje snazan neuroprotektivni ucinak protiv oSte¢enja neurona izazvanog OGD-om u
stanicnim kulturama cerebelarnih granula. Taj je ucinak bio najznacajniji kod blagog i
srednjeg OGD-a koji nalikuje situaciji u penumbralnoj regiji, dok je DHEAS bio relativno
neucinkovit protiv znacajnog OGD-a koji oponaSa situaciju blize ishemijskom centru.
Rezultati se takoder slazu s nalazima drugih (Mao i Barger 1988) koji pokazuju
neuroprotektivno djelovanje DHEAS-a na toksi¢nost izazvanu glutamatom 1 oksidativnim

stresom koja moZe imati presudnu ulogu u patofiziologiji ishemije.

Dokazan je neuroprotektivni u¢inak DHEAS-a protiv djelovanja glutamata (Mao i Barger
1998), agonista podtipa glutamatnog receptora, kao sto su NMDA, AMPA i kainska kiselina
(Kimonides i sur. 1998), te protiv oksidativnog stresa izazvanog s H2O> i natrijevim
nitroprusidom (Bastianetto i sur. 1999). DHEAS je takoder djelomic¢no protektivan u slucaju
toksicnosti izazvane kolhicinom. Kurata i sur. (2004) pokazali su da DHEA (1-60 uM) ima
znacajne neuroprotektivne ucinke protiv NMDA-inducirane neurotoksi¢nosti, dok 1 do 30 uM
DHEA nije inhibirao NMDA-inducirani porast unutarstani¢nog Ca**. Takoder su pokazali da
10 uM DHEA inhibira NMDA-induciranu NOS aktivnost i proizvodnju NO. Nadalje,
dokazano je da je DHEAS neuroprotektivan u koncentracijama (0,1 + 10 mM) slicnima onim
uocenim u ljudskoj plazmi (Kaasik i sur. 2001), u rasponu mM u mladih odraslih i 10 + 20%
od toga nakon osamdesetih godina (Birkenhager-Gilesse i sur. 1994). Ta otkria stoga
podupiru hipotezu da bi stanja (npr. starenje i Alzheimerova bolest) sa smanjenom razinom
DHEAS-a mogla biti povezana s ve¢im rizikom smrti neurona nakon ozljeda poput ishemije.
Navedeni podaci sugeriraju da DHEAS moze imati terapeutski potencijal u prevenciji i

lijeCenju ishemicnog / hipoksi¢nog ostecenja neurona.

Na stani¢nim kulturama kod oba neurosteroida se predtretman pokazao znacajno
ucinkovitijim od posttretmana. U sluc¢aju OGD-a te predtretmana i posttretmana stanica SH-
SY5Y i neurona uoCen je znacajan pad metabolicke aktivnosti i vijabilnosti, odnosno
prezivljenja stanica, u odnosu na kontrolu. Medutim, navedena metabolicka aktivnost i
vijabilnost su i dalje bile vece u odnosu na ozljedu. U sluc¢aju mjerenja metabolicke aktivnosti
stanica, predtretmani s 10 nM, 100 nM i 500 nM DHEA te 100 nM DHEAS pokazali su se
kao protektivni u oba stani¢na modela dok posttretman nije bio toliko uspjesan. Predtretman i
posttretman neurona i stanica SH-SYS5Y ucinkoviti su zastiti vijabilnosti stanica u slucaju

kada su koristene najmanje koncentracije DHEA i DHEAS (10 nM). Predtretman s 100 nM
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DHEA takoder je bio podjednako ucinkovit u slu¢aju oba stanicna modela. Predtretman i
postretman oba stanicna modela s 500 nM DHEAS-om pokazao se ucinkovitim, odnosno

zastitio je stanice od ozljede te povecao njihovo prezivljenje.

Rezultati mjerenja vijabilnosti stanica podudaraju se s rezultatima Kaasik i sur. (2001),
koji su pokazali da nakon blagog OGD-a znatan broj stanica umire stanicnom smrcu slicnom
apoptozi, Sto ukazuje da DHEAS smanjuje broj neurona s apoptotskim znacajkama. S
obzirom da na agaroznome gelu nakon elektroforeze nisu uoceni fragmenti DNA, rezultati
sugeriraju da DHEAS pokazuje svoj neuroprotektivni ucinak suzbijajuci apoptotsku stani¢nu
smrt. To neizravno podupire neuroprotektivni u¢inak DHEAS-a na kolhicin, toksin koji

uglavnom uzrokuje apoptotsku smrt stanica (Kaasik i sur. 1999).

Dobiveni rezultati pokazuju da neurosteroidi nisu samo ucinkoviti u zastiti stanica i
neurona od smrti prije ozljede OGD-om, nego i nakon, Sto sugerira da DHEA(S) povecava
njihovu otpornost na stres. Ti se rezultati slazu s istrazivanjem kojeg su proveli Mao i Barger
(1998) i koje pokazuje da je ucinak DHEAS-a bio popracen i ovisan o povecanoj aktivnosti
NF-kB-nalik transkripcijskog faktora, §to bi moglo povecati otpornost neurona na ozljedu.
Stovise, sugerira se da DHEAS djeluje kao trofi¢ni &imbenik jer potide rast neurona

(Compagnone i Mellon 1998).

Nedavne studije takoder upuéuju na to da bi DHEA i, mozda, DHEAS mogli djelovati kao
pozitivni modulatori NMDA receptora (Compagnone i Mellon 1998). Klju¢na uloga
aktivacije ekscitacijskih aminokiselinskih receptora pracena preopterecenjem kalcijem u
patogenezi ozljede neurona izazvane OGD-om dobro je dokumentirana (Goldberg i Choi
1993). Istrazivanja Kimonides i sur. (1998) pokazala su da DHEAS ima snaZno
neuroprotektivno djelovanje protiv toksi¢nosti izazvane putem NMDA. Sugerira se da
pozitivno modulacijsko djelovanje DHEAS-a na receptor NMDA nema ulogu u promatranoj

neuroprotekciji.

Neurosteroidi su primjenjivani u vremenu od 24 sata prije ili nakon ishemijsko-
reperfuzijske ozljede, no ne i u trenutku samog OGD/R-a. lako neurosteroidi pokazuju
neuroprotektivno djelovanje u slucaju predtretmana ili posttretmana, tijekom same ozljede bi
mogli biti neurotoksi¢ni §to proizlazi iz istrazivanja koje su proveli Li i sur. (2009). Navedeno

istrazivanje pokazalo je proturjecne ucinke DHEA na cerebralna osStecenja uzrokovana
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ishemijom, koja proizlaze iz razlike u vremenu primjene DHEA, na modelu Stakora s
prolaznom globalnom cerebralnom ishemijom. U sluc¢aju posttretmana u trajanju od 3 do 48
sati DHEA pokazuje neuroprotektivno djelovanje, iako pokazuje neurotoksi¢nost kada se daje
tijekom ishemije ili rane reperfuzije, Sto implicira vaznost vremena primjene DHEA u
lijeenju ishemijskih oste¢enja mozga, ukljucujuéi one koja nastaje kao posljedica mozdanog
udara. Unato€ Cinjenici da temeljni mehanizmi jo$ nisu u potpunosti razjasnjeni, ova studija
jasno pokazuje neuroprotektivno djelovanje DHEA s dugom terapijskom moguénoséu
(najmanje 48 sati nakon ishemije) protiv ishemijskih oSteenja mozga. S druge strane,
rezultati pruzaju dokaze da DHEA negativno utjeCe na neurone hipokampusa tijekom ili

nedugo nakon ishemijske ozljede.

Sli¢no tome, Gil-ad i sur. (2001) uocili su vecu vijabilnost stanica u primarnim misjim
kulturama neurona i stanicama humanog neuroblastoma (SK-N-SH) nakon izloZenosti (24-72
h) velikom rasponu doza DHEA. No sli¢an rezultat nije uo¢en u mijeSanim neuronskim ili
glijalnim kulturama. Nadalje, neurotoksi¢ni u¢inci DHEA ponisteni su istodobnim lije¢enjem

s DHEAS-om.

U slucaju posttretmana neurona s oba neurosteroida pri koncentraciji od 1000 nM, uocen
je potencijalni neurotoksi¢ni ucinak. Podudarne rezultate zabiljezio je Burkitt (2001) u
istrazivanju tijekom kojeg je dokazano da visoke doze antioksidansa kao $to je DHEA mogu

imati Stetne uéinke.

Tijekom istrazivanja u kojemu su sudjelovale starije Zene, rezultati sugeriraju da postoji
obrnuta povezanost DHEAS-a i rizika od ishemijskog mozdanog udara, gdje su nize razine
DHEAS-a povezane s povecanim rizikom od ishemijskog mozdanog udara. Postoje i dokazi
da poviseni rizik od ishemijskog mozdanog udara, povezan s niskom razinom DHEAS-a,
moze biti najznacajniji kod dijabetiCara, mladih Zena (<65 godina) i cjelozivotnih nepusaca

(Jiménez i sur. 2013).

Oralna primjena DHEA, u misjem modelu privremenog zacepljenja zajednicke karotidne
arterije, sprjeCava stani¢nu smrt neurona i deficit paméenja stimulacijom sigma-1 receptora,
na nacin da proizvodi energiju i aktivira Akt signalni put stani¢nog prezivljavanja (Yabuki i

sur. 2015). Prema tome, aktivacija sigma-1 receptora neurosteroidima pokazuje njihov
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potencijal u neuroprotekciji i poboljSanju neuronske aktivnosti u procesima pamdenja, Sto se

podudara s pozitivnim djelovanjem posttretmana nakon OGD/R-a.

Potencijal DHEAS-a da modulira aktivnost NMDA receptora kroz niz mehanizama
objasnjava njihovu sposobnost zaStite neurona od eksitotoksi¢nosti u prisutnosti visokih
razina izvanstanicnog glutamata. Ekscitotoksicnost glutamata implicirana je u AD-u, gdje
smanjenje proizvodnje neurosteroida moZe ugroziti unutarnje obrambene mehanizme SZS-a.
Drugi mogu¢i mehanizam pomocu kojeg bi DHEAS mogao promovirati neurogenezu i
neuronsko preZivljavanje u SZS-u je posredovanje neurotrofina BDNF (Sakr i sur. 2014).
Sakr i sur. (2014) istrazivali su u¢inak DHEA na kogniciju i u¢enje u modelu vaskularne
demencije Stakora, te su zakljucili da je tretman s DHEA znacajno o¢uvao pamcenje, §to je
popraceno znacajnim povecanjem razine acetilkolina, noradrenalina i dopamina u mozgu.
Nuovo i sur. (2018) izvijestili su da su razine DHEAS-a u mozgu znacajno nize u AD-u, i u
obrnutoj korelaciji s prisutnos¢u fosforiliranog tau proteina i B-amiloida. Prema tome,
prethodna zapazanja uglavnom podrzavaju stajaliSte da su razine DHEAS-a u serumu

smanjene kod AD-a u usporedbi s onima kod zdravih dobnih kontrolnih grupa.

S obzirom na to da DHEAS smanjuje oksidativni stres i neuroupalu, Stiti od
ekscitotoksicnosti glutamata i umanjuje negativne ucinke kortizola na mozak, smanjena razina
DHEAS-a u serumu vjerojatno ¢e povecati ranjivost mozga na ove Cimbenike. Buduéi da
DHEA(S) imaju znacajno neuroprotektivno djelovanje u in vitro modelu OGD/R, pokazuju

veliki potencijal za daljnja istrazivanja njihova utjecaja kod vaskularne demencije i AD-a.
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6. ZAKLJUCAK

Dehidroepiandrosteron (DHEA) i njegov sulfat (DHEAS) pokazuju neuroprotektivno

djelovanje u in vitro modelu ishemijsko-reperfuzijeske ozljede mozga.

Na obje stani¢ne kulture (misji neuroni i stanice SH-SY5Y) je pokazano da je predtretman

u sluc¢aju DHEA i DHEAS znacajno ucinkovitijim od posttretmana.

U sluc¢aju OGD-a, metabolicka aktivnost (test MTT) i vijabilnost (Muse® Count &
Viability test) nakon predtretmana i posttretmana stanica SH-SYSY i neurona, bile su vece u
odnosu na ozljedu. Medutim, nisu dosegle razine navedene metabolicke aktivnosti i

vijabilnosti kao kod kontrolnih, tj. ne ozljedenih.

U slucaju mjerenja metabolicke aktivnosti stanica (test MTT), predtretmani s 10 nM, 100
nM i 500 nM DHEA te 100 nM DHEAS pokazali su se kao protektivni u oba stani¢na modela

dok posttretman nije bio toliko uspjesan.

Predtretman i posttretman neurona i stanica SH-SY5Y s DHEA i DHEAS ucinkoviti su u
zastiti vijabilnosti stanica (Muse® Count & Viability test) kada se koriste najmanje
koncentracije ovih neurosteroida (10 nM), te kada se koristi 500 nM DHEAS. Predtretman sa

100 nM DHEA podjednako je protektivan i uCinkovit u sluc¢aju oba stani¢na modela.

Oba neurosteroida pokazuju potencijal u lijeenju ozljeda izazvanih ishemijom, kao i onih

uzrokovanih neurodegeneracijom, te imaju veliki potencijal u njihovoj prevenciji.
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