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Macrophages and microglia are immune cells liedbng to the innate immune group of cells and
have the capacity to phagocytize. Macrophages can be found throughout the body while microglia
can be found in the brain. The main reservoir of peripheral macrophages is the spleen. The aim of
this study wasa study the effect of peripheral macrophages on neuroinflammation and recovery
after ischemic brain stroke in mice. The mice were divided into two groups of six mice. One group
underwent splenectomy while the other was sham operated. Ischemic braimssdken induced

in both groups on the left hemisphere of the brain and mice were sacrificed on thedigénty

day, brain slices consisting of the cortex, hippocampus and striatum were made. Those slices were
dyed by immunohistochemistry for specificlathmation and cell markers so that the quantity of
cells and severeness of inflammation could be measured at the ischemic injury. Results showed
that the inflammation was more severe in mice that underwent splenectomy which potentially
points to the impoance of macrophages in lessening inflammation and promoting recovery.
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POPIS KRATICA

ANOVA - analiza varijance od enginalysis ofvariance
CD - grupa diferencijacije od engiluster of differentiation

DAMP - molekularni obrasci povezani s ozljedom od edgimage associated molecular
patterns

DAPI - « -diamidino2-fenilindol
GFAP - glijalni fibrilarni kiseli protein od englglial fibrillary acidic protein

Ibal- ionizirana kalcij vemju @& adapter molekula 1 od enginized calciurrbinding adapter
molecule 1

IL - interleukin od englinterleukin

LZRN zLaborataijski zavod za regenerativhu neurologiju

MMP - matriks metaloproteinaza od engiatrix metalloproteinase

NeuN- KHNVDULER QXN O H R/ dd@nYl hekxridoxiicleoBddRd gldrafein-3
PRR- receptori za prepoznavanje obrazaca od guadflern recognition receptors

ROI - regija od interesa od engkgion ofinterest

ROS- reaktivni kisikovi radikali od engkeactive oxygen species

SPLX #splenektomirana skupina, odnosno skupina kojoj ¢DYHQD VOH]HQD
SPLX-SHAM *VNXSLQD NRMD MH ODA4QR RSHULUDQD L QHPD L]YDY
TGF - faktor rasta tumora od englumor growth factor

Th- SRPRUQLPNL 7 O L RdIfeFTMriphBogtesi Q J

TIFr- WROOX VOLpPDQ tolHikeheBapt& U RG HQJO

PBS- fosfatni pufer od engpbhosphate buffered saline

tMCAO- SULYUHPHQD RNOX]LMD VUH GL a@rdiént midldld-cerebbaO QH DU W H
artery occlusion

TNF - faktor nekroze tumora od englmor necrosis factor



1.UvOD
1.1.024'$1, 8'$5

ORAGDQL XGDU MH MRIGIRRUIPHR HIROWHP N U do@ziddyBbitkAUEH P R]
FHUHEUDOQLK IXQNFLMD 3RVOMHGLFH PRAGDQRJ XGDUD PRJ
SRVWRML PQRJR UD]JOLpLWLK SRGMHOD PRAGDQRJ XGDUD V S.
SHW MH JODYQLK WLSRYD PR &G ie@dRayij¥kG subaahnbidiie Rrvarénje,V K H P L
WURPER]D FHUHEUDOQLK YHQD L XGDU OHYyQH PRAGLQH 7D
YUVWX L QDSUDYOMHQD MH QDNRQ HYDOXDFLMH SUHGQRVW
prema Corrigan i sur PRAGDQL XGDU VH GLMHOL QD GYLMH RV
KHPRUDJLMVNL 8 RYRP UDGX UH VH NRULVWLWL WD SRGMHOL

5L]LpQL IDNWRUL ]D PRaAGDQL XGDU VX GRE NUYQL WOD!
dijabetes i bolesti srca. Samim stamP VH SRYHUDYD aDQVD ]D VYH WLSR
SRVOMHGLpPpQR VPUW VWD VWYDU MH L V SRYHUDWQNMHP NU)Y
SRYHUDYD aDQVH ]D VYH PRAGDQH XGDUH QHJR SRYLAHQMH
kako je serurski kolesterol pozitivho proporcionalannastankomVKHPLMVNRJ PRAGDQRJ
dok je obrnuto proporcionalam nastankonhemoragijskg PRa®du@aa 'LMDEHWHYV WDNF
SRYHUDYD a4DQVH ]D VPUW RG LVKHPLMVNRJ PRAGDQRJ XGD
KHPRUDJLMVNRJ PRAGDQRJ XGDUD aWR VH WLpH EROHVWL VU
NRMH VX YHUO LPDOH VUpDQL XGDU LPDMX SRYHUDQH @8DQVH ]
QLa&H aDQVH ]D VPUW RG KHPRUDJLMVNRJ 1HDWRQ L VXU

,VKHPLMVNL PRaGDQL XGDU MH SUHYDOHQWQLML REOLN L
NUR] FHUHEUDOQH DUWHULMH +HPRUDJLMVNL PRAGDQL XGC
PR]JJX L SXQR MH VPUWRQRVQLML =D L VijaltRktMatoNtkiviog 8 GD Q L
SOD]PLQRJHQD NRMD VH PRUD SULPLMHQLWL XQXWDU WUL VI
XGDUD 1QDpDMQD MH UHKDELOLWDFLMD SDFLMHQWD RG NRML
(Brott i Bogousslavsky 2000). KodiPRUDJLMVNRJ PRAGDQRJ XGDUD MH VP
GDQD L]PHyX L 3RVWXSDN OLMH pH QRkbbjaMerthshiatbid) JL MR P
iako nema dovoljno pouzdanih podatakaXop L Q N R svihvpéeswpehka. Kod osobe koja je

GRALYMHODI IKMPWRL PRAGDQL XGDU SRWUHEQR MH XVSRVWDY
1



NUYQRJ WODND NRML VH PRaH SRUHPHWLWL JERJ NUYDUHQMI
krvni tlak, a time i samo krvarenje. Od ostalih pristupa mogu se koristf HNRYL NRML SR
KHPRVWD]X L VWYDUDQMH XJUXaNAa@d?OBNHVWX NUYDUHQMD

8 QRYLMH YULMHPH UDGH VHQLWRWD #LRYAOE@NG BR NDX ENBRIND IDP L
SRWDNQXWL QHXURUHJHQHUDFLMD 3ULPMHULFH X MHGQRM
PHIJHQKLPDOQH VWDQLFH NR&WDQH VUAL L SULPLMHWLOL
VLOQDSWRJHQH]D QHXURJHQH]D D VP DiQddjétdiji RaBifdb@aN R W L p N D
VXU VX NRULVWLOL VWDQLFH OMXGVNRJ IHWDOQRJ ALY}
SURVWRU 3RND]DOR VH GD WDNYH VWDQLFH &dadietdimd PLMHO|
vratilasposdonost govora,lja NRQWUROD QDG XGRYLPD L RMDpPpDR LP MH F

1.2.83%$/% 1$.21 024'$12* 8'$59%

1DVWDQNRP LVKHPLMH GROD]L &Rivi8RKsHavh qblik® (o0NRQFH QV

engl.reactive oxygen specie$26 NRMH SURL]J]YRGH QHXURQL L HQGRWHOQ
ROSD GROD]L GR VPDQMHQMD NRQFHQWUDFLMH GXaLNRYRJ PR
QD PMHVWR R]JOMHGH /HXNRFLWL SRYHUDYDMX RMNNEGDWLYC
PRAGDQH EDULMHUH 4HXMWAMRILOL VX PHYyX SUYLP LPXQRVQLP
GR PMHVWD RIOMHGH 1MLKRYD NRQFHQWUDFLMD QDMYL&H S
na mjestu ozljede (Ahmad i Graham 2010). Neutrofili poti QDVWDQDN XSDGH VWYDL
SRSXW VXSHURNVLGD RWSXaWDQMHP UD]QlrterBHHIRBNLQD S|
IL- NRML SULYODpH GUXJH LPXQRVQH VWDQLFH OXpHQMHP S
interleukiné IL-6) ifaNWRUD QHNUR]H WuhBrRhecsis faRtGr -HQR. -LQ L
VXU WH LVSXaWDQMHP P DW U Lnktvix fetalopr@dngdd RMVRL QD | H

NRMD QDUX&DYD PHYXVWQQDRWMXHWYDU 8USRBRKGWMR X] QDU
PRAGDQH EDULMH U Kignsesbagkufakhin obiastiadp@yézaimas ozljedom (od
engl.damage associated molecular patterdi@AMP) koje prepoznaju receptori za prepoznavanje
obrazaca (od engpattern recognition receptors PRR) na sthnicama mikroglije (Anrather i
,DGHFROD IDNRQ DNWLYDFLMH PLNURJOLMD GMHOXMI
OXpHQMHPI BNF6. .LP L &KR 6 GUXJH VWUDAQH PLNURJ

QHXURSURWHNWLYQX XORJXD 1R 8 R\D\(AA &rig| Riodehgrb @t fieidorI DN W R U
2



-TGF L GUXJLK QHXURWURIQLK pLPEHQLND WH IDJRFLWR]RP
(Jin i sur., 2010)Mikroglijaje VWDQLFD XURYHQH LPXQRVWL VD VSRVREQ
LVNOMXPpLY Rerferid RpBréfagi se u normalnim homeostatskim uvjetima ne nalaze u
PR]JX MHU QH PRIRRAGAMOQXNHDNOQAMHUX 1DNRRAGDQNKADLY DIOWH
oni dolaze na mjesto ozljede u mozgu gdje mogu imati proupalnu ili antiupddgu Tu
dvostruku ulogu ima i mikroglija i ta sposobnost se naziva polariz&tjariziraju kada je tkivo
u kojem se nalazezZi MHYHQR QD EL @R KNORQALp IPID p M B PsutkogtNdatodda&k J S U
itd.). Makrofagii mikroglija koji su polariziraQL X 0 WLS GMHOXMX SURXSDOQR OX
. LLQWHUOHXNInt@M2ukin RE-HQILONHPRNLQD PRQRFLW®&dNNHPRDYV
1 (od engl.monocyte chemoattractant protein tMCP- LIPHyX RVWDOLK G WLS P
mikroglia VPDQMXMH XSDOX L GMHOXMH QHIXURYHRVOHNXWLYRR OF
interleukin10- IL- WH IDJRFLWR]RP DSRSWRWLpPpQLKIi¥udiPDINBXOD QDN

UmozguQDNRQ LVKHPLMVNRJ XGDUD WDNRYHU VX SULVXW (
SRYHUDQX HNVSUHVLMX | D N éyglajot Nistatqnipatib@itR Eotpex YHR VW L, ,
0O+&,, L VOXaH NDR DQWLJHQ SUHJHQWLUDMXPHRMALPRLFH 7
limfociti 1 s grupom diferencijacije 4 (od enghelper T lymphocytes 1 with cluster of
differentiation4 - Thy &' OXpH SURXSDOQH FLWRN n@teukiPWIHR2)OHXNLQ
interleukin 12(od enginterleukin 12- IL-12), interfeU R Q RiGteHEHOIFN- L 7-1)

NRML |IDWLP SRWLpX GMHORYDQMH FLWRWRNVLpQtotoxic OLPIRF
T lymphocites with cluster of differentiation 8. CD8+). U mozak dolaze i CD4+ Thimfociti

koji zajedno s regulatornim T limfocitima (od engkgulatory TlymphocytestTreg Stanicama

djeluju protwpalno (Jin i sur. 2010).

1.3.RECEPTOR TLR2 | NJEGOVA ULOGA NAKON ISHEMIJSKOG
024'$12* 8'$5%

7TROOX VOLpPpDQ UHG®IHiSWeeeptor 2-R®@ HQIWVH QDOD]JL QD SRYUAa|
PHPEUDQH 6DVWRML VH RG YDQMVNH GRPHQH NRMD YHAH OL
leucina, transmembranske i unutard@mene nazvané&oll-interleukin receptor (od engloll-

interleukin receptor £ TIR). Prilikom aktivacije receptor TIr2 heterodimerizira s drugim

3



UHFHSWRULPD JGMH VH QMLKRYH 7,5 GRPHQH YHaX DNWLYL
VLIQDOQH SXWHYH 3XQW L VXU 1IDNRQ DNWLYDFLMH 7
DGDSWRUVNL SURWHLQ O0\' pLPH VH HOalNRiwira‘rdotddicu BidalkeD WD L \

asociranih s interleukinom 1 (od enghterleukinl associated kinaset IRAK). One zatim

fosforiliraju i aktiviraju tumor nekrozni faktor asocirani faktor 6 (od efi¢N\F associated factor 6
+TRAF6) koji nizvodno aktiviiakk QD]X DNWLYLUDQX WUDQVIRdenguUDM XL
transforming growth facter-activated kinase 1+ 7 $. 7$. ]DWLP PRAH SRNUHQ?

signalna puta (Slika 1), Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaze kinaze (odlgagen
activated preein kinase kinase kinase0 $3... SXW LOL QXNOH hUepgNuBlddWW RU %
IDFWRQ I %(Jin i sur. 2013).

TLR1
TLR2
TLRS

TLRe -

/TéAsta—- RIP-1 \ e
1 —— ___»___ CIRAKs X MyD88>)
CTAKY dKK kompleks> | |
(MAPKKKS) Ik kompleks > QQRAFD |
: l ‘ i '..
T E — | r'/vl_RF_.“ > \
/7INKY C IkBa D l Sl .
| ERKs / T - | R _‘ . |‘
Np38 - I . CIFNs) j
H —r T —— T |
b & NEKBS 3> | » .
g “Upalni medijat;c;ri.—”"":,‘ ., /’ Btk n:::'éato" |
et o LIL-2) ) ~—__ [nor.i-10)
/7 Upalni medijatori ™ \-.\(V'V‘P' SR ST Sy P

S\

o |
— — \
“__(npr. MMP) —— | |

Slika 1.signalnipuflLR QDNRQ LVKHPLMVNRJ PRAGDQRJ XGDUD 7/5 VLJQDOQ
P R a G D Q R J piadvedt Diz lproupalnih i antiupalnih odgovoraUHX]HWR L SULODJRYHQR R
(2013.).

PorodicaMAPKKK VH VDVWRML RG D lekétradélulair® Bih@din Negudan] H
kinaze 1/2(od engextracellular signal regulated kinasg2 +ERK1/2),ekstracelularne signalom

4



regulirane kinaz®& (od engextracellular signal regulated kinase-ERKS5), cJUN N-terminalne

kinaze (od engC-JUN Nterminal kinase+JNK) i p38 mitogen aktiviraa protein kinae (p38
mitogenactivated protein kinasep38 MAPK) (Nithianandarajaliones i sur. 2012). ERK5 put

QLMH GRYROMQR LVWUDAHQ QR VXPQMD VH NDNR EL PRJDR L
VWDQLpQRJ VWUHVD DNWLYDFLMRP (5. SXWD GROD]L GR SU
(WanJ L VXU $SNWLYDFLMRP S 0$3. WDNRYHU GROD]JL GR ¢
NRMLK VX QDM]QDPDMBLM-L 7-11). SXW MH VOLpDQ S 0$3. SXW
uzrokuje produkciju proupalnih citokina kao i p38 MAPK put (Barnes 20163 iKhemijskog
PRAGDQRJ XGDUD SRND]DOR VH GD WD GYD SXWD VXGMHOXM
sur. 2013).

SULMH DNWLYDFLMH 11 %9 SXWD 7%$. DNWNQIUINoHQKLELW
eng.l % N L QIRK).Haj kompleks se sagiad tri podjedinice HVHQFLMDOQL PRGLILNLEL
(odeng.11 % HVVHQWEHD@OPRG.LILLHY. 8 WRP NRPSOHNVX ,.. SRG
IRVIRULOLUD RG VWUDQH 7$. ,.. SRGMH GL QRGIBHI® OFMH IRV I
11 %, % NRML MH X FLWRSOD]PL YH]DQ ]D 11 % L WLPH JD GU
RQ VH GHJUDGLUD L 11 % RGOD]L X MHJJUX iL: s RNUHILIH®%I NVSU
put uzrokuje proizvodnju mnogih proupalnih citokina, adhezijskihleknda i matriks
PHWDORSURWHLQD]D @&8WR VYH SULGRQRVL XSDOL 11 % RELWFE
QDM]QDpDMQLML X LVKHPLMVNRP PRAGDQRP XGDUX JGMH S
udarom (Ridder Schwaninger 2009).

a,927,1-@®.2'(/, 024'$12* 8'$5%

=D PRGHO PR&GDQRJ XGDUD NRULVWH VH YHOLNH L PDOF
PLAHYL L &WDNRUL GRN RG YHOLNLK VH NR-jubskiiiina8VL PDpI
*ODYQD UD]JOLND L]PH®XYRMOIOWMBE MH XORKDWRPLML PR]JD !
JLUHQFHIDOLpPNL PR]JDN GRN PDQMH &LYRWLQMH LPDMX OL]H
JLUXVH NDR L OMXGVNL PR]DN WH LPD YHiUL XGLR ELMHOH W
QDMpPPBQHIHVWLUD X SRGUXpMX ELMHOH WYDUL SD EL SUHPD
]D LV WU D &L YADainMiBur.62R18E \



SULYUHPHQD RNOX]LMD VUHGL &rgnsidit middleHtérébiala@dry D U W H L
occlusion- tMCAOQ) je metodakoja L]D]LYD SDWRORJLMX LVKHPLRMMRAHRYVPRA!
S RV Wialiaminalnim filamentonkoji se progura kroz unutarnju karotidnu arteriju kako bi se
SUHNLQXR GRWRN NUYL GR VOMHOWLE Q M BWFHIJWHIEQ D D Yig DG MAKDUI
je prikazana na Slici 22YRP PHWRGRP PRAGDQL XGDU ]DKYDuUD SRGUX
NRUWHNV WH WDODPXV L KLSRWDODPXV 3UHGQRVW RYH PH)
XYMHWH NRML QDVWDMX NRG U @ KKBLMIMPRXIKRRE B D RRIY DQ MU
PRAGDQH EDULMHUH VPUW QHXURQD XSDOX X PR]JX WH SU

bihevioralnim testovima (Fluri i sur. 2015).

W0&$2 VH PRaH QDSUDY L @ WdhtjdVva dvaranye HuRAN KR iPoklvk iR Be
radi KLUXU&NL VWDYOMDQMHP OLJDWXUD LOL HOHNWURNRDJ.
reproducibilnost, mala smrtnos¥ L] XDOQD SRWYUGD XVISEM#EHQRY QM B KR
hipotalamusa, hipokampusa i srednjeg mozga (Kumar i sur. 2016). NedoM&talktmetode
izazvane kranijektomijom je manjiolumen ][ DKYDUHQRJ WNLYD RRWBiGBUQLP XGD!
2015).

-R4a MHGQD WHKQLND UDYyHQMD W0&%2 MH IRWRWURPEF
osvjetljavanjem lubanjsviettomRGUHVYHQH YDOQH \@XDWD @B 6 NIRNVRL \R-EW H U X
ALOD L SRWLpH QDNXSOMDQMH WURPERFLWD NRML VWYDUDM:
YHOLND UHSURGXFLELOQRVW QDVWDOH OHJLMH L PLQLPDOQD
edema izazvanog citotdVLPp QR AU X NDR @ WRFMrH sW.R0OY5D X p D M

W0&$2 VH PRAH WDNRYHU SRV WL ©Oh jNVRidkomsuikie kbli & HQ G R\
PRAH DSOLFLUDWL LQMHNFLMRP X PR]JDN GLUHNWQR QD VUHC
VolumenQDVWDORJ LVKHPLMVNRJ R&aW-HNRQMMDD VRHY GVIM R &IRY R W IQQ
ove WHKQLNH MH QLVND VPUWQRVW PDOD LQYD]JLYQRVW L VSR
IHGRVWDWDN NRULMWHHE R B W R RRWIESMHOOIEHraStwiéuha phlddrfel M X
PR4A&H NRULVWLWL X LVWUDALYDQMLPD NRMD SURPDWUDMX U
sur. 2015).

-R4a MHGQD RG WHKQLND L] YRiveinizMDP\E B &% M A HWVRRGWHMAR & |
NRULAWHQMHPIMNYBDOQMHPRWURPERHPEROLMH 6IHUH PRJX ELWL
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L XEUL]JDYDMX VH X VUHGL a Qivtarnju katdtit BUJEDEDIQ. XPréalbgl ivd L M X L ¢
PHWRGH MH a8WR VH LIEMHJDYD QDVWDQDN P REoénibqQliR3deXGDUD
L]DJLYD XEUL]JDYDQMHP XJUX&ADND L] NUYL VDPH AaLYRWLQM
FHUHEUDOQX DUWHULMX LOL XQXWDUQMX NDURWLGQX DUWE
QDVWDQND PRAGDQRJ XGDUD X URIGKRHD QBGWDWRIW D RAGID @
i sur. 2015).

Mjesto zatvaranja
srednje mo#dane arterije
Srednja mozdana
arterija

Unutarnja karotidna
arterija
Vanjska karotidna
arterija
Zajdenicka karotidna
arterija

Slka2.6 KHPD L ORNDFLMD W0&%$2 PHWRGH 3UHX]HWR L SULODJRY




&,/- ,675%$4,9%1-%

&LOM LVWUDALYDQMD ELR MH R G UdpGavek hakowishehijgkdy SHUL |
PRAaGDQRJ XGDUD L QMLKRY XWMHFDM QD XSDOQH SURFHVH
SHULIHUQL PDNURIDJL XVSRUDYDMX L RWHADYDMX RSRUDYDN
SRWLpX QDVWDQDN XSDOH X PR]JIX

,VWUDAMMN BQURNHOR ERMDQMHP SUHUH]D PLAMLK PR]JJRYL
PR]JD L]D]YDQD SULYUHPHQD RNOX]LMD VUHGLaAaQMH FHUHE
PRAGDQRJ XGDUD 3UHUH]L VX VH pbRiijeR&ija NRE vézWaHAQ MHP S
SsSHFLILpQH P pricvarkaprétutijgél®su se vezala sekundarpeotutijelakoja su na sebi
imala konjugiranu fluorescentnu boju. Kako bi se ustvrdila uloga perifernin makrofaga jednoj
VNXSLQL PLAHYD MH NLUXU&ANLP |DKYDWRP RGVWUDQMHQD \
PDNURIDJD GRN VH GUXJD V N X fdrgipa jOrR@ &y iRnaksdthdendpadid /DAQL
NLUXU&AGNL UH] QD PMHVWX VOHIHQH QR RQD QLMH L]YDYHQD

SRMHGLQDpPpQLK PDUNHUD VSHFLILPpQLK ]D QH XbthRkalHomDVWURF
mikroskopu.



3. MATERIJALI | METODE
4,927,1-(

ALYRWLQMH NRMH VX NR lglsd WastapjeneXiNasvawil PedhokKU3i@M X E L (
ALYRWLQMHE06 MPINSH)OHGLFLQVNRJ IDNXOWHWDu skttuXxspLO LA W L
=DNRQRP R |DAWLWL ALYRWLPWHQDPD L GRSXQDPD =DNRQD F
(NN 37/13) Eksperimenti su napravljeni u okviru projeckkkHSDLUG6WURNH |]D NRML MH
dopusnica od strane Ministarstva poljoprivrede, Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane
(KLASA: UP/1-322-01/1701/45; URBROJ: 5280/025517- WH OLAOMHQMH |
SRYMHUHQVWYD OHGLFLQVNRJ IDNXOWH-WMO7-8XYMH)XURBRQIAWD X =
380-59-1010617-100/100; 9.10.2017.)6 DPH ALYRW MQMHPWXHE¥HPOD VMVdeUL PLAM
C57BL/6Tyr B4 Tg(TIr2-luc/gfp)”@ 7R VX PLAHYL DOELQR IHQRWLSD V \
promotorom gendlr2 eksprimira bioluminiscentni marker, luciferazu, i zelenim fluorescentnim
proteinom (od englgreen fluorescent proteix*) 3 0L & tdpodijéfeni u dvije skupine po 6
PLAHSD/DERUDWRULMVNRP ]JDYRGX |]D UHJHQHUDWLYQX QHXI
QDSUDYOMHQD MH VSOHQHNWRPLMD 63/; VNXSLQD GRN MH
(SPLX-SHAM skupina) /DAQD RSHDBBDMDMHQOQ X REOLNX NLUXU&NRJ
SHULWRQHXP QD PMHVWX JGMH VH QDONH]VO&INMNEDQ QD RV\QM
nakon operacije, kod obje skupine je izazvana ishemijska lezija na lijevoj strani mozga metodom
tMCAO kojajH WUDMDOD PLQXWD 'YDGHVHW RVDP GDQD QDNRC
VX PLaAaML PR]JJRYL LJROLUDQL

0$7(5,-%/, , 85( $-,

8 WDEOLFL VX SULND]DQL SRGDFL R WUJRYDpPNRP QD]L\Y
NRULGAWHQLK NHPLNDOLMD L XUHYyDMD



7$%/,&% SRGDFL R NRULAWHQLP NHPLNDOLMDPD L VWURM

85 ( $-/KEMIKALIJA 75*293%y., 352,=92 $y ZEMLJA
NAZIV PODRIJETLA
Medij za uklapanje TissueTek O.C.T. Sakura SAD
smrznutog tkiva TissueTel
Triton Triton X-100 Sigma Aldrich SAD
DAPI * -diamidino-2- Abcam SAD
fenilindol
PHGLM ]D Rp> Fluorescence Mountin DAKO Danska
fluorescencije DAKO Medium S3023
Puferska otopina PBS Kemika Hrvatska
Saharoza Sucrose SigmaAldrich SAD
Mikrotom Criocut Leica, model Leica IMHPDpPNEL
CM3050 S
Pozitivho nabijene Adhesion Microscope Epredia SAD
predmetnice Slides
Pokrovna stakla Pokrovna stakla Biognost Hrvatska
(24x50mm)
3.3. METODE

3.3.1.UKLAPANJE ZA POTREBEIMUNOHISTOKEMIJE

Za potrebe ovog rada koristio sam prethodno izolirBriedbigove pohranjene u 48ni
paraformaldehid. Mozgove sam isprao dva puta fosfatnim puferom (odpéghbhate buffered
saline +3%6 L VWDYLR X JUDGLMHQW VDKDUR]H 3%6 MH IL]L
RGUaADYDQMX S+ YULMHGEPWRWI+ .RULEBEWR QMH 3WwOaMMB HUHJ VD V!
0.27 mM KCI, 0.65 mM Na2HPO4, 0.14 mM KH2PO4. Prvo sam mozgove stavio tri0%
otopinu saharoze na 24 sata, zatim prebacio w20%6topinu na 24 sata i na kraju u 3@
otopinu na 24 sata. Mozgosam nakon gradijenta stavio u aluminijske kadice i prekrio s medijem
QD]LYD 7LVVXH7HN 7LVVXH7HN MH YRGHQDVWL PHGLM QD EI
smrznutog tkiva za potrebe izrade preparata za bojanje. Takve mozgove sam stavio u par@fiva
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-25f& GRN VH 7LVVXH7HN PHGLM QLMH JDPU]J]QXR .DGLFH V PR]
-25f& GR NRULaAWHQMD

3.3.2.REZANJEMOZGOVA NA KRIOTOMU

Mozgowe samreza na kriotomu na temperaturi 682 £ na prereze debljine 30 mikrona.
StaviosamihQD QRVDp WDNR GD VX ROIDNWRUQtakedaGeEkrkedUWo ELOL R
rezati od njih. Od svakog mozga napeesamdvadeset predmetnih stakalca tako da su na svakom
bila po tri prereza, dakleopsvakom mozgu sveukupno 60 prerdZkupno sam dobio od svih 12
ALYRWLQMD Na$vakbipscrebhd/dbakadcstavio sanjedan prerez korteksa (Slika 3),
jedan prerez striatuma (Slika 4) i jedan prerez hipokampusa (Sliledkd)da je jedan prepdra
odnosno predmetno stakalce, imalo tri prere2aG SUHSDUDWD SR ALYRWLQN
najkvalitetnijeza bojanjanetodamamunohistokenie.

60OLND 6OLND SUH Sit¢ljda PILCAVINGMIPIR HINDV 3 U H X ] HAlldR Brai§ Btldd DYHQR R
(https://portal.brairmap.org/)
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60OLND 60LND SUHUH]D PLaAMHJ PR]JD 6WUHOLFD R]QDpXMH VWL
Atlas (https://portal.brairmap.org).

!

60OLND 60LND SUHUH]D PL&MHJ PR]JD 6WUHOLFD R]QDpXMH KLSR
Atlas (https://portal.brairmap.org/)
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3.3.3.IMUNOHISTOKEMIJA

Prethodno pripremljene prepara sve trregije PLaAMPHR]JJD RG VYDNRJ SRMHGI
PLAMHJ f@Rjgld dva putaX ][ DVWRSQR MHU VDP Né& seldkanfokainbmad H P D U N
PLNURVNRSX NRML VDP NRULVWQRGDWILL NKIDEGIL ROGF bM W IQUH. INFDEQ
istodobnoUkupno &m bojad0 preparata sa sveukupno 180 prerBoalatno samamarker TIr2
dva puta bojao preparate jer se slabije vidio nakon prvog bojanjaputa am ih bojao za
detekciju markeragrupa diferencijacije 68 (od engtluster of differentiation68 - CDG68),
ioniziranu kalcijvemeM XU X DGDSWHU P RiOnizéttaourbin&irtg ddaptdOmolecule
1-Ibal) i TIr2 dokdrugi putaza markere glijalni fibrilarni kiseli protein (od engjial fibrillary
acidic protein- *)$3 KHNVDULERQXN O H R3V(bds englthgXakib¥riucle@idleR W H L Q
binding protein-3 - NeuN) i TIr2. Prije bojanja prepaegamisprao pHWLUL SXWD SR SHW Pl
—PBSD SR SUHSDUDWX .RULVWLR VDP 3%6 N RKddukiapanjaVvWRJ V|
mozgova Otopina za blokiranje se sastojala od 19fdg kozjeg seruma u kge dodan0,25%-
tni Triton otopljen u PBSu. Po preparatuasnstavio 200—/ RWRSLQH | bstavibRiNlBUD QM H
se inkubirajusat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije pripresam primarna
protutijelaza pojedine markerako da am ihotopo u 1%tnom kozjem serumu u koji je dodan
0,1%-tni Triton u PBSu. Omjerprotutijelau odnosu na otopinu za marker CD68 je bi000 dok
je za markere Ibal i TIre bio 1/100kada sam prvi put bojao preparate. Kada sam preparate bojao
drugi putaomijer protutijelau odnosu na otopinu za marker GFfio 1/500, za marker NeuN
1/200 dok je za marker TIr2 omjer bio 1/100. Primgonatutiela NRMD VX NRULaAWHQD ]D
ELOD PLAMD ]D ,ED ]JHpMD ]D &' aWDNRUVKDprizog bojanja3 NRNR
sam koristio P L & MKod dbugog bojaia & W D N pratutijl® Stavo sampo 100—/ RWRSLQH
protutijela po preparatu, a za negativnu kontsdmstavo 100 —/ R W R Sthdg Kozjeg seruma
u koji je dodan 0,1%ni Triton otopljen u PBS. Preparatesam zatim ostaio da se inkubiraju
prekonoiL QD VREQRM WHPSHUD WotlijelimnaR & DERLLR 5| DIQRDX) QDEOLF
dan ampreparagisprao otopinom 0,1%tnog Tritona u PB& pet puta po pet minuta. Nakon toga
sam pripremo sekundarngrotutijela W D N Rand W&opd u PBSu. Omjer koncentracija za
sekundarnagrotutielaMH ELR ]D VYH PDUNHUH =DpitiDa@wWBd RUV NVX
sekundarna protutijela iz kofed engl.goat antirat), za Ibalprots [HpMD VHNXQGDUQD SU
iz koze(od engl.goat antirabbit), za NeuNprot PLaAMD VHNXQGDUQ D(o8 8lgIW XWLMH

13



goat antimousg i za GFAPprott NRNR&MD VHNXQGDUQ @d 2hgRgdaXMitL MHOD L
chicken. Za marker TIr2 amkod prvog bojanj&oristioprotr PLaAMD VHNXQGDU®R® SURW X
(od engl.goat antimousg, akod drugay protrt AWDNRUVND VHNXQGD (b@ehgE URW XW
goat antirat). 6HNXQGDUQD SURWXWLMHOD LPDMX UHJLMX NRMD VI
Sekundarngrotutijelakojasam koristio imajwna sebdonjugirani fluorofor Njihova detekcija je
REMDaAaQMHQD X FoRikpabavsandtxio po 100—/ SULSUHPOMHQH RWRSLQE
protutijela a za negativnu kontrolu 108-/ 3 %. ®odaci o sekundarnjpnotutijelimasuprikazani

u Tablici 3. Preparatsamostavo GD VH LQNXELUDMX VDWD QD WRBQRM WH
ispro PBSRP pHWLUL SXWD SR &HiWinkhi@osWwdom = O-Wamiling 2-

fenilindol (DAPI) X RPMH U X W UL P la@ kipHo § pustfeBSdimHRY Epavate

VDP ERMDR V ERMRP '$3, NDNR ELK YL]XDOL]JLUDR MH]JUH VW
deoksiribonukleinsku kiselinu (od engleoxyribonucleic acidtDNA). Na krajusam preparate

uklopio u Dako medij.

7$%/,&% 3RGDFL R VSHFLILPQRVWL ]D SURWHLQ SURLRYR &BMHQ

UDJUMHYHQMX NRULBWWH&LK SULPDUQLK

63(&,),y1267 : 352,=92 $y 75*29%y.2 ,0(| PODRIJETLO 58$=5-( (1-¢(
PROTEIN PROTUTIJELA
CD68 Bio-Rad Laboratoriess Mouse anti Rat CD68 AWDNRI 1/1000
Antibody | ED1
Ibal FUJIFILM Wako Anti Ibal, Rabbit (for Zec 1/100
Immunocytochemistry)
TIr2 eBioscience CD282 (TLR2) oOL& &awb 1/100
Monoclonal Antibody
(6C2)
GFAP Abcam Anti-Glial Fibrillary .RNRA& 1/500

Acidic Protein
antibody produced in
rabbit

NeuN Merck Millipore Anti-NeuN Antibody, oLa 1/200
clone A60
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7$%/,&% 3RGDFL R VSHFLILpQRV& LWDJIKVY R WN&ifp<ns BLRBPYUR § D p

NRULAWHQRP UDJUMHYHQM X phRtijlaaWHQLK VHNXQGDUQLK

63(&,),y1267 PROTUTIJELO 352,=92 $y FLUOROFOR 58=5-( (1(

Prottu AWDNRUVNR SUROdenyl L Life Technologies, $OH[D )OXR 1/500
(goat antirat) zelena boja

Protu |HPMH SURW X Wdevigligod® | Life Technologies $OH[D )OXR 1/500
anti rabbit) crvena boja

Protu NRNRAMH SUR WodngligadtO Life Technologies, $OH[D )OXR 1/500
anti chicken crvena boja

Protu PLAMH SURW XUvdenMtg@aR Life Technologies $OH[D )OXR 1/500

anti mousg plava boja

3.3.4. KONFOKALNA MIKROSKOPIJA

Konfokalni mikroskop koristi ekscitacijski laser kako bi proizveo fluorescenciju. On
emitira laserskusvjetlost manje valne duljine koja prolazi kroz dikromatsko zrcalo gogena
preparatuSURSX¥WMBWORVW Q L a hiatrdddSOUR-B sGRIBIMHQIHH YDOQH GXON
Nakon prolaska kroz dikromsko zrcalolaserskaVY MHWORVW QLAaH YDOWRH GXOMI
JUFDOD NRMD UDVSUdXMX ODVHUVNX VYMHWORVW SUHNR FLN
duljine dolazi do sekundarnog protutifel V NRQMXJLUDQLP IOXRURIRURP HOHN
QD YHUX HQHUJHWVNX UD]JLQX QDNRQ pHJD VH VSXVWH SRQF
HPLWLUDQMD VYMHWORVWL YHUH Y DO Qvel zGaxaD pMdleQitkrozr D VY M
dikromatsko ] UFDOR L SUROD]L NUR] IRNXVHU L]D NRMHJD VH QDO
kako bi na detektor propustsamo svjetlost HUH YDOQH GXOMLQH D SR]DGLQVN
Na konfokalnom mikroskopu am slikaso SHW SUHSDUDWD SR Aakowte&k&LQML V
hipokampuai striatura s kontralateralomi ipsilateralnon stratommozga 3SRYHUDQMH MH ELC
SXWD QD REMHNWLYX L SXWD QD RNXODUX ]D VYHXNXSQR
samslikao je1024 puta 1024Prott |HpMD VHN X QG D U Q D08 éhRydat sviirbbbitD D L] NR
su slikangpod ekscitacijskim laseroma valnoj duljini od 51 nm za marker IbaRrotu EWDNR UV N D
sekundarna protutijela iz ko@a engl.goat antirat) su slikanapod ekscitacijskim laserom na
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valnoj duljini od 488nm u prvom navratu za marker CD68, a u drugom za TIr2 maPketu

PLAMD VHNXQGDUQD (&lUsRgVggal aniliibOs s klikaRapbld ekscitacijskim

laseromma valnoj duljini od 80 nm u prvom navratu za marker TIr2, a u drugom navratu za NeuN.

Prottu NRNRE&MD VHNXQGDUQ D(ocs erglvVgoatvanivi ¢hicker) &4 shkénpiod
ekscitacijskim laserom na&alnoj duljini od 1 nm za marker GFAP. DAPI je slikapod
ekscitacijskim laseronma valnoj duljini od 405nm. Od svh prereza odabrao sam po jedan
najkvalitetniji ]|D VYDNX UHJLMX PR]JD V NRQWUDODWHUDOQRP L LS\
kojD MH ELOD X addiMWwdb@durezQista ]

3.3.5.0BRADA REZULTATA IMUNOHISTOKEMIJE

Obradi rezultata imunohistokemijesamradio u programu ImageJ (National Institute of
Health +Bethesda, Maryland, SAD, v. 1.8.00MHULR VDP RSWLpPpNX IJXVWRUOX L
SRYUALQD VLIQDOD RMIHNYISBURM VWD ISFHF INRMQL PDUNHU G|
0 samom broju stanica i razini ekspresije ggn@WLpPpND JXVWRUD MH ORJDULWDP
MDpLQH XOD]QH VYMHWORVWL L MDpLQH HPLWLUDQHWYMHWO
J X'V Wi Brdgfamu amgledab Integriraru GusWiRad engl.IntegratedDensity na tri decimalne
WRPpNH V SOt Y dh§iPea). , Q W H J U L U DeBImd Wijétvidsii $vih piksela koji
VH QDOD]JH X SRMHGLQRP SR @ds¥raseREddmjom VijedA@3 R Sivé Qo H P
engl. Mean Gray Valuggdje jeProstor SRYUALQD R]QD [sre@R\Vrij&hddt-sder D
suma vrijednosticncEe LMHOH ERMH VYLK SLNVHOD X R]IQDpHQRP SRGU
.RULVWLR VDP ,QWjdrisd hjore® R &X \QDMEROMH L]JPMHULWL QDM\
SLNVHOH QD ELRORA&NLP SUHS D Wzashimerep prathatitvuHorhDidtriRat PM HU H
kako bi se pikseli mogli izmjeritiKalibraciju mjerenja u programu sarh ] YdJsdvaranjem
standarda za mjenje ostalih podatakao RodbardI XQNFLML V SDUDPHWULPD ]D [ L
Q D PAngliziraj>Kalibrirg (od engl. Analyze>Calibrat¢ na 8 bitnoj slici SRYU&aALQD UHJLMD
interesa (od engRegion of InteresttROI) sam postavio n@,5 — P f&am postaviona
slikane preparate na mjesta fluorescencije markera. Analigamregije korteksa, striatuma i
hipokampusa na ipsilateralnoj i kontralateralnoj hemisfed® VYDNX ALYRWLQMX VDP U

mjerenpza svaki perezodnosno regiju za kontralateralnu i ipsilateralnu str&R M H G,ld&xle p Q R
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SR ALYRWLQML VY H XeNjXSikeRanizdfjis ptabbidv shkd 6t 8 bitova crnbijele
boje i izmjero RS W UIXNW®RDI V O M H @hhiidira@NDj¢rii(Qd engl.Analyze>Measurge
Podaci su izvezeni u Microsoft Excel (MicrosaflRedmon, Washington, SAD; v. 2019.)

SRYUYLQQDOD RGUHYXMH KksBl&nd&dldR KModSrjdrénpa \Wij€rialé sS L
postavkonSve XN XS QD 3RY U &loQIAre® Slikd @rd Prvoprebaio u slike od 16 bitova
crno-bijele boje i postavioan prag tako daamuzeo fluorescencij pozadine. Pragasn postavio
QD V OMH G Prades>MBtpradflka>Makro (od endtrocess>Math>Macrd i stavio sam
sredny vrijednost fluorescencije pozadine kakoskei uklonio sav pozadinski signal. Nakon toga
samslikeprebaio X ELQDUQL REOLN Rpibes#BindrAdShapriavi@BDdrifad engl.
Process>Binary>Make Binajy 7LPH VX QD VOLNDPD RVWDOL LNaK@@MXpLYR
togasamizmjerio 10 ROFD NRML VX ELOL QD LVWLP SR]JLFLMDPD NDR |
Poddke |D SRYUA&LQX VLJQ Dasimiic uWitdoRR BxceR ,

3.36.67%$7,67,yOBRADAREZULTATA

5DGLR VvVDP GYLMH PHWRGH REUDGH SRGDWDND 3HDUYV
GRELYHQLK PMHUHQMD RSWL D N j¢driomfjékhRtadt ahaliderverijpadce@ad VL JQ |
engl.analysis of variancetANOVA) za svaku metodu zasebmNajprijesam L | WibapPearsonov
NRHILFLMHQW NRUHODFLMH L]PHYyX GRELYHQLK PMHUHQMD R
OLFURVRIW ([FHO SRPRUXolsaq Mdid thkbl d& 2atnsusporedio flimjerenja
od svihn6 ALYRWLQMD XQXWDU MHGQ6E+¥0NXEL YNDBX ;SRMHGRQDD)pC
NRQWUDODWHUDOQX LOL LSVLODWHUDOQX VYDNH SRMHGLQ
QD NUDMX UH]J]XOWLUDOR V PMHUHQMD ]D VYDNX VWUDQX V
sve strane svih raggMD REMH VNX3HDMWH ROQRHYNRHILFLMHQW NRUHODF
OLQHDUQH NRUHODFLM Htid-§dHgaeKaks RIGUSPATEIN Kbliko ¢ Rijetenja
SRNODSDMX L]PHYX G Ydbkde rdDliadal R HW.H IAHWORMG R UHODFLMH
LIPHY X gKLP MH NRHILFLMHQW EOL&H EURMX NRUHODDFLMD
korelacija je obrnuto proporcionalna. kbl LFLMHQW NRUHODFLMH VH WDNRVHU
kada je r>0,7, umjerenu korelaciju gdje je r=0,3 te slabu korelaciju gdje je r<0,5 (Mukaka
2012).

17



ANOVA testsamradio u programu GraphPad Prisf@raphPad SoftwarecSan Diego,
California, SA; v. 84.3.).$129% WHVWRP VDP XVSRUHYLYDR SRGDWNH ]I
za svaku metodu mjerenja zasebOAMHUHQMD VDP SRGLMHOLR X pHWLUL VHYV
mjerenja za ipsilateralnu stanu SPLX skupine, drugi set su bila mjegpaigteralne strane SHAM
VNXSLQH WUHUL VHW PMHUHQMD NRQWUDODWHUDOQH VWUI
NRQWUDODWHUDOQH VWUDQH 6+$0 VEXSdrepjd. AROVA @dodm RG WL}
samusporedd PMHUHQMD PHYyXVREQR XQXWabhuspérédd iMjBrdnj itPMY XSRGD W
svakog seta podataka8VSRUHGLR VDP SRGDWNH L]JPMHUHQH ]D RSWL|
LIPMHUHQH ]D SRYUALQX VLJQDOD |]DVHEQR ]D VYDNL PDUNHU

Svaki set podaka &m analizirao tako da se testirala normalnost distribucije podataka
Shapire:LON WHVWRP QRUPDOQRVWL GLVWULEXFLMH 8 VOXpDM
log-normalnu distribuciju transformitesamh NRULAWHQMHP I XQNF uMaimanéQ < 8 \
ili log-normalne distribucije transformagijnisam radio. Zatim @m izbacio vrijednosti koje
RGVWXSDMX PHWRGRP 5287 JG Mudndiid odakd soGivgmiNoodatatssD W LV W L
nadalje rdio jednosmjernim ANOVA testom za neponovljenaergnja s poshoc testom po
Tukeyu za podatke s normalnom i fogrmalnom distribucijomSW D WUL VQADLONSE@R V W
definirao na razini P<0,05. Rezulta¢ dobivere ANOVA testom prikaza samkao srednj

vrijednost “ standardna devijacija.
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4. REZULTATI

.25(/%$&,-$ 5(=8/7%$7% 0-(5(1-% 237,y.( *86720( ,
32954,1( 6,*1%$/9%

Za marker CD68 visakkoeficijentkorelaciH LIPHYyX PMHUHQMD RSWLPNH JX
signala]D 63/; VNXSLQX PLaAHYD MH XamRiaterxjoysiam & I &fikijPrivogiX V D
korelacije od 0,68. Kod SPL6 +$0 VNXSLQH PLA&HYD NRHILFLMHQW NRUHC
LSVLODWHUDOQRM VWUDQL KLSRNDPSXVD V MR&a YHURP YULM

korelaciju za ipsilatalnu stranu hipokampusa mogu se vidjeti na Slici 9.

o
> 14000 -
% y = 0,0013x% 298,47
12000 - N
> u y = 0,0015x 745,05 Zg A 1UB(
[ R
— 10000 m Zg A 1U0I00
Y . -
< ® e u’
g 8000 . o 28 [
= = ¢ e
6000 - [ ] LT e
L. 2
| (] -- u _..-":: .......
4000 - l- et
- [ |
[ |
0,0E+00 1,0E+06 2,0E+06 3,0E+06 4,0E+06 5,0E+06 6,0E+06 7,0E+06 8,0E+06
OD(A))
B SPLX ® SPLX-SHAM -ceeeeeee Linearna (SPLX) «-cee-- Linearna (SPLX - SHAM)

60LND BULND] NRUHODFLMD L]JPHYX RSWLDN HrupX difdféncijecije2' L SRY
68 (od englcluster of differentiation 68 CD68) mjerenog na ipsilaterlanoj strani hipokampusa za SPLX i
SPLX-6+%$0 VNXSLQX6 PDADYWRpPpND SUHGVWDYOMD MHGQR RG PMHUHC
signala.Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SBBAM skupinu sivo.$M R]QDpDYD
arbitrarnujedinicu
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=D PDUNHU ,ED NRHILFLMHQW NRUHODFLMH L]JPHYyX PMHL
]D 63/; VNXSLQX MH YLVRN X SRGUXpMX VWULDWXPD QD LSVL
aAaWR MH SULND]DQR QDSHAMLIkupinu koefizije6t3korelacije je visok na
LSVLODWHUDOQRM VWUDQL NRUWHNVD V YULMHGQRAauX RG

l
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E o
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>
: 7000 A
Sﬂ( y = 0,0007% 201,34 y = 0,0003x + 1355
= 6000 - Zg A 1UGTIO Zo A iUOGI
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- ..'. ........ '..
A e
(] ' ) e
3000 A B e g e (]
- (I T Sl
%909
2000 - F 1' ,..9..:9,1 u
350.:"qu
N Bee g
10001 THoEE o
0 T T T T T T 1
0,0E+00 2,0E+06 4,0E+06 6,0E+06 8,0E+06 1,0E+07 1,2E+07 1,4E+07
OD(A))
m SPLX ® SPLX-SHAM -eeeeeee Linearna (SPLX) ««-eee Linearna (SPLX - SHAM)

60LND BULND] NRUHODFLMAH L PIRNKUR B Q/H pN_HbQIAE B @KBIEHP D UN H U
YH]XMXUD DG D S wdtbglbRzedHddl2iurbinding adapter molecule-llbal) mjerenog na
ipsilateralnoj strani striatuma za SPLX i SR+ $0 VNXSLQX6 PDADYWRpPND SUHGVWDYO
PMHUHQMD ]D RSWLpPpNX JXVWRUX L SRYUALQX VLIQDOD- 3RGDFL
SHAM skupinu sivo.$M R]QDpDYD DUELWUDUQX MHGLQLFX

IDMYHUL NRHILFLMWHIW RRHBIOQMDMRIS W L p N HzaMavR&kR i H L S
70U 63/; VNXSLQH MH QD SRGUXpMX KLSRNDPSXVD QD LSVLC
0,91 (Slika 11), dok je za SPE¥+$0 VNXSLQX NRHILFLMHQW NRUHODFLM
VWULDWXPD QD LSVLODWHUDOQRM uMWe)a3,qb sPeRid®spi® u N D

umjereru korelaciju.
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2 (od engl.toll like receptor2 - TIr2) mjerenog na ipsilateralnoj strani hipokampusa za SPLX i SPLX

6+$0 VNXSLQX6 PDADYWRpPND SUHGVWDYOMD MHGQR RG

PMHUHQ!

signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SS1XM skupinu sivo.3M R]QDpDYD

arbitrarnu jedinicu
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B SPLX ® SPLX-SHAM -ceeeeeee Linearna (SPLX) -«-ceeee- Linearna (SPLX - SHAM)
60LND

6+%$0 VNXSLQX6PDADYWRpPND SUHGVWDYOMD MHGQR RG

3ULND] NRUHODFLMH L PSHRWUR B Q/H PN HARECUONR B BPLDDINH U H F

2 (od engl.toll like receptor2 +TLR2) mjerenog na ispilaterlanoj strani striatuma za SPLX i SPLX

PMHUHQ

signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SSHAXM skupinu sivo.$M R]QDpDYD

arbitrarru jedinicu

21



ODUNHU *)$3 LPD YLVRNL NRHILFLMHQW NRUHODFLMH L]PF
VLIQDOD |]D 63/; VNXSLQX QD SRGUXPpMX KLSRNDPSXVD QD NR!
od 0,75 (Slika 13)Za SPLXSHAM skupinu visoki koeficilentNRUHODFLMH MH QD SRGU.

ipsilateralne strane mozga i iznosi 0,77 (Slika 14).
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B SPLX ® SPLX-SHAM -ceeeeee Linearna (SPLX) «------- Linearna (SPLX - SHAM)

60LND BULND] NRUHODFLMH L PRWUR BQ/H pN_HI@EiS@n&E HP DUNH U
kiseli protein(od engl.glial fibrillary acidic protein £tGFAP) mjerenog na kontralateralnoj strani
hipokampusa za SPLX i SPEX +$0 VNXSLQX6 PDANDYWRpPpND SUHGVWDYOMD MHGQ
RSWLPNX JXVWRUOUX L SRYUALQX VLIQDOD 3RGDFLSHAMGGRUPINUNXSLQ X
sivo.A) R]QDpDYD DUELWUDUQX MHGLQLFX
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B SPLX ® SPLX-SHAM -ceeeeee Linearna (SPLX) --c----- Linearna (SPLX - SHAM)

60LND BULND] NRUHODFLMAH L PIRNUR B Q/H pN_HIGA BRI @iam HP D UNH U
kiseli protein(od engl.glial fibrillary acidic protein +GFAP) mjerenog na ipsilateralnoj strani korteksa za
SPLX i SPLXSHAM skupinu.6 YDND WRpND SUHGWVWDBYGIRQRMDMHEGE QRBRWIGH N X J X\
SRYUALQX VLIJQDOD 3RGDFL ]D 63/; VNXHARQ skuginu svie.R M ORQ Q CBDDNDR
arbitrarnu jedingu.

Visoki koeficijent korelacijeL]PHYy X PMHUHQMD RSWLpNHza \&MMRUH L S
1HX1 NRG 63/; VNXSLQH MH QD SRGUXpMX NRUWHNVD LSVLOD
(Slika 15) Za SPLX6+$0 VNXSLQX YLVRNL NRHILFLMHQW NRUHODFLM}
LSVLODWHUDOQRM VWUDQL PR]JD V YULMHGQRA&UX 60LND
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vezujX U L S tBRod/dthdl Qexaribonucleotide binding protel® tNeuN) mjerenog na ipsilateralnoj

strani korteksa za SPLX i SPEX+$0 VNXSLQX6 PDAHDYWRpPpND SUHGVWDYOMD MHGC

RSWLPpNX JXVWRUX L SRYUALQX VLIQDOD 3RGDFLSHAMGRUPINUNXSL QX
sivo. $M R]QDpDYD DUELWUDUQX MHGLQLFX
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strani hipokampusa za SPLX i SPL&+$0 VNXSLQX6 PDAHDYWRpPpND SUHGVWDYOMD |
PMHUHQMD ]D RSWLPpNX JXVWRUX L SRYUALQX VLIJQDOD -3RGDFL ]L
SHAM skupinu sivo.$M R]Q D p D MDjeBiticE.L W U D
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4.2. AKTIVACIJA MIKROGLIJE NAKON ISHEMIHJISKE LEZIJE

ObojaniCD68 marker je prikazan na Slici Zélenom bojomAktivacija CD68 markera
PMHUHQD RSWLPpNRBDIXVHWRRKGEP 63/; VNXSLQH PLaHYD D QD
hipokampusa8 SRGUXpMX KLSRNDPSXVD VH VWDWLVW lnjekk@® REUDG
QD LSVLODWHUDOQRM VWUDQL 63/; VNXSLQH YHUD R-G DNWL)
SHAM skupine (F (3, 235) = 5,802k0,00]).

Slika 17. Slikaipsilateralne strane hipokampusa uzgoki@remljenog u Laboratorijskom zavoda
regenerativnu neurologiju 09 (LZRN 0903) koji sam obojao za imunodetekciju markera i slikao s
konfokanim PLNURVNRSRP =HOHQRP M HripR dfeRdncifatip B (HdengilsteN H U
of differentiation68 - CD68), crvenommarkerionizirana kalcijveeM XU D DGDSWHU PROHNXOD
ionized calciurbinding adapter molecule *lbal)i tirkiznom jezgre stanica obojane bojom -
diamidino-2-fenilindol (DAPI).
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7TDNRYyHU MH DNWLYDFLMD &' PDUNHU QD NRQWUDODWI
aktivacije markera na ipsilateralnoj strani SREKAM skupine (Slika 18)Aktivacija markera
CD68 PMHUHQD SRYUjaLYGHRIP®D WLBEADOMNXSLQL L WR(SIk&8RG U Xp M X
OMHUHQMD VX SRND]DOD GD MH DNWLYDFLMD QD LSVLODWHU
SPLX-SHAM skupine na ipsilateraincy WUDQL GRN VWD W]IOLW Hp X LD NIDLL\DOVFQ HY
63/; LSVLODWHUDOQH L 63/; NRQWUDODWHUDOQH VWRUDQH QH
(3, 235) = 49,60 i P<0,0001.

Slika 18.2 SW L p N D zd rarkégrupa diferencijacije 68 (od engluster of differentiatior8 -
CD68) QD SRGUXpPpMX K spRRektOnfiranXiFPRX)]IDO Da QR R SALXISHAM) skupinu.
Rezultati prikazuju srednju vrijedst * VWDQGDUGQX GHYLMDFLNUXSRAM-ILIPMHUHQM |
SPLX-CL skupinu i 59 mjerenja za SHAM./ VNXSLQX ,/ R]QDpDYD LSVLODWHUDO
kontralateralnu stranmmozga $M R]QDpDY D D U BPoiudly dr@lkirdi O\ AQdstox
(**p<0,01).
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Slika 19.PR Y Wa&igr@la za markegrupa diferencijacij@8 (od engl.cluster of differentiatior68 -
CD68 QD SRGUXpM XsplenekkanirdJPDX) 0D D A Q R R SRLXISHAM) skupinu.
Rezultati prikazuju srednju vrijedst * VWDQGDUGQX GHY L MaPLMXSRAM-ILIPMHUHQM |
SPLX-CL skupinu i 59 mjerenja za SHAM./ VNXSLQX ,/ R]QDpDYD LSVLODWHUDO
kontralateralnu stranmozga Podaci su analiziradANOVA testom(*** *p<0,001).

Proteinski markerlbal se nalazi na membrani monocita, MMDpH MH HNVSULPLU]I
aktivirane mikroglije NHDNWLYLUDQD L DNWLYLUDQD PLNURJOLMD LPD
prikazano na Slici 20 neaktivirana mikroglija ima ramificirani oblik dok aktivirana mikroglija ima
DPHERLGQX PRUIRORiKdzahX nd\ 8liBl 24 WZR midrker $oid sveukupna aktivacija
LIPMHUHQD RSWLPpNRP JXVWRURP RWS®&+%DLMNXNEH QUKH G Q CBNROG |
striatuma(F (3, 236) = 25,91 P=0,000).
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Slika 20. Prikaz kontralateralne strane korteksa uzorkaemljenog U aboratorijskon zavodl za
regenerativnu neurologiju 041ZZRN 0417. Strelica pokazuje neaktiviranu mikrogliju koja ima
ramificirani oblik. Mikrogliju samobojeo S R P R U Xeibnizirana kalcijveaeM Xi D DGDSWHU PROH!
(od englionized calciurbinding adapter molecule #lbal)i imunodetektira konfokalnim
mikroskopom.
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Slika 21. Prikaz ipsilateralne strane korteksa uzprigremljenog U.aboratorijskan zavodi za
regenerativnu neurologifgd17(LZRN 0417). Strelica pokazuje aktiviranu mikrogliju koja ima ameboidni
oblik. Mikrogliju samobojao za markeionizirana kalcijveeM XU D DGDSWHU P RiahkzédX O D RG
calciumbinding adapter molecule #lbal) iimunodetektira konfokalnim mikroskopom

Aktivacija na ipsilateralnoj strarstriatumazPMHUHQD R SW L [SRIXBkJphe WR UR P
]QDWQR MH YHUD RG DNWLYDFLMH Q D- &N+R5Q WWNXGD ¥ H U DDNORRYNH
aktivacija na ipsilateralnoj tni SPLX6+$0 VNXSLQH YHUD RG DNWLYDFLMH
strani SPLX i SPLXSHAM skupine (Slika 2). Na Slici 23 je prikazana aktivacija mikroglijéod
PMHUHQMD DNWLYDFLMH PDUNHUD ,ED PHWRGRP SRYU&ALQH
skupiQH L WR X VYLP UHJLMDPD 8QDWRp WRPH QDM]QDpDMQL
korteksagdje je nakon obrade podatakalljivo da je aktivacija na ipsilateralnoj strani SPLX
VNXSLQH YHUD RG DNWLYDFLM Hsk@ue (FR3/ 235)5-W 48 i0PE0DBOY). VW U D C
Razina aktivacije ipsilateralne strane SPLX skupitéeDNRWH UYHUOUD RG UD]JLQH DN
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kontralateralne strane SPLX i SPISHAM skupine. Aktivacija u SPLX6+$0 VNXSLQL MH YH
na ipsilateralnoj strani i prelazi riaz aktivacije kontralateralne strane SPLX skupine (Slia

Slika 2. 2 SW L p N D za krkéigniddana kalcij vegui D DGDSWHU P R Oildniiz®dO D RG H(
calciumbinding adapter molecule #lbal) QD SR G U X p M XspleviektanirtdxJPDX) JBD DA QR
operiranu $PLX-SHAM) skupinu.Rezultati prikazuju srednju vrijedsW “ VWDQGDUGQX GHYLMD
mjerenjazaVYH pHWLUL RNOPIDYHD LSVLODWHUDOQX VWUDQX D &/ NRQ
R]1Q D [aii¥fddnu jedinicuPodaci su analizirani ANOVA testom*(*p<0,001; *** *p<0,0001).
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Slika 23. Slika ipsilateralne strane korteksa uzopkipremljenog u.aboratorijskon zavodi za
regenerativnu neurologiju 090RZRN 0902 koji sam obgao za imunodetekciju markera i slikao
konfokalhim PLNURVNRSRP =HOHQRP E RpaRiifstéhciRtife B (HdEngiDstéN H U
of differentiation68 - CD68), crvenom markeioniziranakalcij veaaM XD DGDSWHU PROHNXOD
ionized calciurbinding adapter molecule *lbal)i tirkiznom jezgre stanice obojane bojom -
diamidina-2-fenilindol (DAPI).
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Slika 24. Pow 4L Q D VZam@iReibbizirana kalcijveaM XiD DGDSWHU PRi@aizédXOD RG
calciumbinding adapter molecule tlbal) QD SRGUXpMX NRUW HSHAM skppiBlB/; L 63/;
Rezultati prikazuju srednju vrijedst * VWDQGDUGQX GHYLMDFLMXSR&I-CLIPMHUHQM|
SHAM-CL skupinu i 59 mjerenja za SHAWM/ VNXSLQX ,/ R]IQDpDYD LSVLODWHUDO
kontralateralnu stranu mozdaodaci su analizirani ANOVA testorig<0,05; **p<0,01; *** *p<0,0001).

70U MH UHFHSWRU NRML VH QD Oidhlihogpib scédtiira@iL VW D Q L

70U PDUNHU VH PRaHMWMEIMHWLMD BBOUWLRHUD 70U L]PMHUHQL
RWSULOLNH MHGQDNBSHAVIRka@IiHi L YHUD X 63/;
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S

Slika 5. Slika kontralateralne strane striatuma uzopkigremljenog uLaboratorijskan zavodi za
regenerativnu neurologiju 07484RN 0743 koji sam obgao za imunodetekciju i slikao konfokalnim
PLNURVNRSRP =HOHQRP ERWR®@OXHVR|LPMEH QoiPHRBNERA 2 TIIR)G HQ J O

6WDWLVWLpPpNL QDM]QDpDMQLML UH]XOW DPRDIO0UIN gjieUHJL ML
je aktivacija kontralateralnih strana jednaka K8BLX i SHAM-63/; VNXSLQH 7DNRYVYHL
NRQWUDODWHUDOQD VWUDQD 63/; VNXSLQH ]QDpDMQR YHUD
skupine te je aktivacije na kontralateralnoj strani SPEX$0 VNXSLQH YHUD RG DNW|
ipsilateralnoj strani SPLX i SHAMBPLX skupine (Slika &@. Aktivacija TIr2 markera izmjerena
SRYUALQRP VLIQDOD WDNRYyHU MH RWSULOLNH MHGQDND L]F
63/; VNXSLQH 6WDWLVWLpPpNL QDM]QDpDMQLMD UHJLMD MH S
P=0,0001)gdje je aktivacija ipsilateralnih strana SPLX i SRI6x+ $0 VNXSLQH YHUD RG DN
QD NRQWUDODWHUDOQRM VWUDQL 63/; VNXSLQH 7DNRVYHU Ml
6+$0 VNXSLQH YHUD RG DNWLYDFLMH QD NK2KMUDODWHUDOQR
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Slika 6. O S WaLpNVar¥&RiarkerW RO O X VO Lp D Q UtdlFHikeSaseRtor 2- TIRGaH Q J O
SRGUXpMX VWULDW X3HBM]dkupisy Rekul8d prikazuju srednju vriiedsW “ VWDQGDUGQ:
devijaciju od 60 mjerenja ZBHAM-IL, SPLX-CL | SHAM-CL skupinu i 58 mjerenja za SPLX
skupinu.,/ R]QDpDYD LSVLODWHUDOQX VWUDQ X B @D [hirawmuu DODWHU |
jedinicu Podaci su analizirani ANOVA testormp<0,05; **p<0,01; *** *p<0,0001).
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Slika Z7. PR Y Wh&igr@la za markeW RO O X VOLpPpDQ UtdlHikeSaseRtor 2- TIRGaH QJ O
SRGUXpPpMX KLSRNDP S XSHAM Bkupidii RezuGai/prikazuju srednju vrijedst “
standardnu devijaciju od 60 mjerenja za SHLXSHAM-IL i SHAM-CL skupinu i 59 mjerenja za
SPLX-C/ VNXSLQX ,/ R]IQDpDYD LSVLODWHUDOQX VWdd&iZX D &/ NRQ
analizirani ANOVA testom*(* p<0,01; ***p<0,001; *** *p<0,0001).

4.4. UTIJIECAJ MAKROFAGA NA AKTIVNOST ASTROCITA | BROJ
NEURONA NAKON ISHEMIJESKE LEZIJE

Marker GFAP je protein koji se nalazi u astrocitarktivacija markera GFAP mjerena
RSWLpNRP JXVWRURP MH RWSULOLMNHAWM skGo@OIwMa BRtRHOFIX 63 /; L
PDUNHUD *)$3 VH PRaH Yd\VeNMWMOQWMOWO RPNBEOMQLML SRGDFL )

P VX X SRGU X [pieXe dktiMab &t Dnefke R Rontralateralne i ipsilateralne strane
SPLX-6+%$0 VNXSLQH YHUD RG DNWLYQRVWL QD NRQWUDODWHUTL
QD LSVLODWHUDOQRM VWUDQL 63/; VNXSLQH YHUD RG DNWL
(Slika 29).

6 GUXJH VWUDQH NRG PMHUHQMD DNWLYQRVWL SRYUa
DNWLYQRVW L WR QD SRGUXpMX VWULDWXPD N RPMHOMH VWDWL
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SNWLYQRVW QD LSVLODWHUDOQRM VWU Dipsti 6BipsilatdiaxnSiL QH MH
strani SPLXSHAM skupine i od aktivnosti na kontralateralnoj strani kod SPLX i SBEAM
skupina (Slika 30).

Slika 28. Slika ipsilateralne strane striatuma uzopkipremljenog U.aboratorijskon zavodi za
regenerativnu neurologiju 09@RZRN 0902 koji sam obgao za imunodetekciju markera i slikao
konfokalnim PLNURVNRSRP &UYHQRP E RgU&rifivlarRk]<@lDppate®@ (dlzhgN H U
glial fibrillary acidic protein +GFAP), plavommarker KHNVDULER QXN O H R¥W/(bdenglH] XM XUL S
hexaribonucleotiddinding protein-3 +NeuNl) i tirkiznom jezgre stanica obojane bojom -diamidino-2-
fenilindol (DAPI).
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Slika 29. O S WaL p)NVaxRniarkeglijalni fibrilarni kiseli protein (od englglial fibrillary acidic protein
+GFAP) QD SRGUXpMX VWU L D VEXANVDsKUPin6.RezultatiGoBkazuju srednju vrij@dsW *
standardnu devijaciju od 60 mjerenjasx@ skupine ,/ R]QDpDYD LSVLODWHUDOQX VW
NRQWUDODWHUDOQX VWUDQX P R]JHdasgigu &npzDgnDAKOVMA tefoimW U D U Q X
(****p<0,0001).
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Slika 3. PR Y W&igr@la za markaglijalni fibrilarni kiseli protein (od englglial fibrillary acidic protein
*GFAP) QD SRGUXpMX VWU L D VBXANMDsKLPinG.RezultatiGoBikazuju srednju vrijedst “
standardnu devijaciju o8l7 mjerenja za SPA-IL, 58 za SHAMIL, 60 za SPLXCL i 59 za SHAMCL
skupinu ,/ R]QDpDYD LSVLODWHUDOQX VWU D Q@dati s& andliR@wW UD OD W H
ANOVA testom (** *p<0,0001).

NeuN je protein koji se nalazi u jezgri neurohegow bojanjeVH PRAH YLGMHWL Q]
31.Izmjerena aktivnost za marker duUR SWLPpNRP JXVWRURP MH |@GBAMDMQR YH
VNXSLQH X RGQRVX QD 6+$0 VNXSLQX 6WDWLVWLpPNL QDM]¢
3 MH X SRGUXpMX VW Utlkbntkakateaing Gttdrie SWESHBM $Kupn® R V
YHUD RG NRQWUDODWHUDOQH VWUDQH 63/; VNXSLQH

7DNRYHU MH DNWLYQRVW QD-6+SHLODNWSIU@H QR BIWQRU B E
aktivnosti na ipsilateralnoj i kontralateralnoj strani SPLX skupine. Uz to je i aktivmast
LSVLODWHUDOQRM VWUDQL 63/; VNXSLQH YHUD X RGQRVX QD
ANWLYQRVW L]PMHUH QW DS\RRWWHALL IVMBP- 6\BI5DQ DIOSLQL WH MH VW
najpouzdanija (F (3, 223) = 33,7 Pi X SR G UtEKsd RktNriesd na ipsilateralnoj
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strani SPLX6+$0 VNXSLQH RVUHGQMH MH YHUD X XVSRUHGEL V DN
iste skupine. S druge strane, aktivnost na ipsilateralnoj straniSP£$0 VNXSLQH JQDWQR M
od aktivnosti na kontralatdrej i ipsilateralnoj strani SPLX skupine. Ujedno je i aktivnost
kontralateralne strane SPLB+$0 VNXSLQH J]QDWQR YHUD RG DNWLYQRV)
63/; VNXSLQH 7DNRyHU MH L DNWLYQRVW LSVLODWHUDORQH
aktivnosti kantralateralne strane iste skupine (Slika 33).

Slika 3L. Slika kontralateralne strane korteksa uzqrkpremljenog u_aboratorijskon zavodi za
regenerativnu neurologiju 041RBZRN 0419 koji sam obgao za imunodetekciju markera i slikao
konfokanm PLNURVNRSRP 3ODYRP ERMRMNWIHUR ERDPHNID A R-W/ e UY H] X M X |
engl hexaribonucleotiddinding protein-3 +NeuN).
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Slika 2. O S WaLpNVa¥RniarkerK HNVD U L ER Q X N O H R/ (o@Gengd»aibanutle&ideR WH L Q
binding protein-3 t+NeuN) QD SRGUXpM X VW U L D VBXANDsKUPin6.RezultatiGoBkazuju
srednju vrijedosW “ VWDQGDUGQX GHYtagmAM:-IM SPRXECL i SPIAMHCLH K Di
55 za SPLXIL skupinu ,/ R]QDpDYD LSVLODWHUDOQX VWUDQX D &/ NRQWUL
arbitrarnu jedinicuPodaci su analizirani ANOVA testom*(p<0,01; ***p<0,001; *** *p<0,0001).
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Slika 33. PR Y Whé&igr@la za markecK HN VD U L E R Q X N O H R/ (odengHdxanbenint/e@ideR W H L Q
binding proteinr3 tNeuN) QD SRGUXpMX NRUWHNYV D -$BAM.REz8Ita@piikéBijy L 6 3/;
VUHGQMX YULMHGQRVW “ 5mM¢RgaGHIPEMQ,)68GAHSHANMID FT2d RPR4EL i
57zaSHAM &/ VNXSLQX ,/ R]QDpDYD LSVLODWHUDOQX VRoUabiGUX D &/ N
analizirani ANOVA testom*(p<0,05; ***p<0,001; *** *p<0,0001).
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5. RASPRAVA

Ipsilateralna strana mozga je u oveksperimentu mjesto ozljede na koje dolaze imunosne
stanice, dok je kontralateralna strana kontrolna strah&® G NRMH SUHPD KLSRWH]L
akiYDFLMD PDUNHUD EL WUHEDOD ELWL PDQMD 7DNRYHU MH Y

skupine gdje je SHAM skupina kontrolna grupa i ima slezenu.

CD68 marker je glikoprotein koji se nalazi na mononuklearnim fagocitima u koje spada
PLNURJOLMD L PDNURIDJL 8 VWDQLFDPD VH QDOD]L X HQGRYV
Na njega se véX DSRSWRWLpPpQH VWDQLFH L IRVIDWI@dsaniHULQ L S
prezentaciji antigena (Chistiakovisur. 2013)UHPD GRELYHQLP UH]XOWDWLPD L]F
JXVWRURP L SRYthdrla@de eDF¥FP RGBOMH |DNOMXpPWMVANR O PR R G DLQY/R
XGDUD GROD]JL GR PLJUDFLMH PLNURJOLMH QD PMHVWR R]ON
DNWLYDFLMD YHUD X VNXSLQL PLAHYD NRMRM MH L]YDYHQD \
utjecali na upaluDodatna potvrda je razlika aktivaciji na ipsilateralnoj strani SPLX skupine i
NRQWUDODWHUDOQRM VWUDQL 6+%$0 VNXSLQH MHU NRQWUDO
PRAGDQLP XGDURP L 6+$0 VNXSLQD LPD VOH]JHQX

,ED MH SURWHLQ NRML YH&H DN Wnie@bran®milkddgljjiei pfemxX QDER
6DVDNL L VXU PXWDFLMD X WRP SURWHLQX RQHPRJIXI
fagocitozu. 1 MHJRYD DNWLYDFLMD WDNRyYHU LGH X SULORJ WYUGC
mikroglija. To se vidi iz podataka izmgHQLK RSWLpPpNRP JXVWRURP L SRYUAal
aktivacijatog markera] QDp DM QR Y H (aboj@teanL SPYX €kipivehklgo na ipsilateralnoj
strani SHAM skupine.

70U UHFHSWRU MH SR JUDyL WUDQVPHPEUDQVNL SURW
LPXQRVWL L SUHSR]QDMH UD]OLpLWH DQWLJIJHQHP&RI&I 3BDW R JH C
70U VH PRJX GYRMDNR SURWXPDpPpLWL RYLVQR R PHWRGL
RSWLPpNRP JXVWRURP NRQWUDODWHUDOQD “hktWadiupiog6+$0 L ¢
markeraRG LSVLODWHUDOQH VWUDQH &a8WR XSXUXMH WRWWHGD
NRQWUDGLNWRUQR SRGDFLPD ]D ,ED L &' PDUNHU 7R VH F
JXVWRUH NDR PHWRGH PMHUREMD a R MVHRQ RH & IGW X N-D V QY IUNDKD M L

42



GRELYHQL PMHUHQMHP SRYU&LQH VLIQDOD SRND]XMX GD MH |
L 63/; VNXSLQH RG NRQWUDODWHUDOQH VWUDQH 63/; VNXSLC
makrofaganaBP MHVW X RaAWHUHQMD

*Y$3 MH SURWHLQ NRML VH QDOD]L X FLWRVROX D X FHC
DVWURFLWLPD JGMH LPD XORJX LQWHUPHGLMDUQRJ ILODPHQ
RGUADYDQMX NUYQR PRAGDQHKuED). MMH HR Y CP DN RVLY DFDLFD LV
ipsLODWHUDOQRM VWUDQL 63/; L 6+$0 VNXSLQH L]JPMHUHQD RS
WRJD VH GD ]DNOMXpLWL GEL OBIVWGREIDRQE R R AWWHDIGH.Q M B UQWDWLD
oporavkuod ozl H X PR]JX L LPDMX SRWSRUQX XORJX RVWDOLP VW|
LIPMHUHQLP SRYGRAPQ&RAR]DMCHIED MH YHUD NRG 63/; VNXSLQF
VOH]HQD a8WR SRWHQFLMDOQR XSXiUXMH QD WR @R RDWQ RNV L

detaljnije objasniti.

NeuN je protein koji se nalazi u jezgri neurona. Zbog njegove sposobnosti vezanja DNA i
51%$ SUHPD *XViHKOrgh@\skiyR(20M5) sumnja se da ima regulatornu ulogu u jezgri, no
QH ]QD VH WRMbIQRvHM#YH RSVHI R]JOMHGH YHuidupdiai 63/; VNX
DNWLYDFLML LIPMHUHQL RSWLp NpoRojinxayeNit arRanjeha al@vatja L QR P \
na psilateralnoj strani SPLX skupine u odnosu ha istu stranu SHAM skupine. Smanjena aktivacija
ukazuenam QML EURM QHXURQD L QD YHUX RJOMHGX X]JURNRYDQ?>

mikroglija, a ne periferni makrofagi.

SamasSOHQHNWRPLMD MH UD yXpQm DNND NeRY EL FVBHQX K OFRDINLWRR | C
SURFHVH X PR]JJX X 63/; VNXSLQL WH NDNR EL VH UH]XOWDW!|
koja ima slezenu (SPL$HAM skupina) i time vidjeti kakvu ulogu makrofagi imaju u upali.
'RVDG MH SULPLMHUNDRRNWRK X LDINRWL@RIND ID]JL LVKHPLMVNRJ
VPDQMXMH WH GD MH VPDQMHQMH X SRILWLYQRM NRUHODFLM
REMDVQLWL PLJUDFLMRP LPXQRVQLK VWDQLFD X PR]DN .F
splenektomiDQLP ALYRWLQMDPD GRELYHQL VX GYRMDNL UH]XO
splenektomija djeluje neuroprotektivnho (Larodd D X GUXJLP SRJRUADYD QDV\
.RQVPDQ L VXU 7R VH PRaAH SRWHQFLMDOQR REN@¥QLW
VSOHQHNWRPLMD SULMH LOL QDNRQ L]D]JLYDQMD LVKHPLMVN

MHGQRM VWXGLML SRND]JDQR NDNR VSOHQHNWRPLMD GYD WI
43



cerebralne arterije (od engermanent middle cerebradrtery occlusion £ pMCAO) djeluje
QHXURSURWHN W@ DK Q kX O RIRSGG®dM X aWDNRUD ]D
(Honneri "RFKHUW\ 8 GUXJRM VWXGLML QD PLaAHYLPD L a\
splenektomija odmah nakon izazivanja MCAO nRREROMaDYD LVKRGHM17)=LHUDW
2EMDAQMHQMH |D WR MH GD GROD]L GR LPXQRVQRJ RGJRYRU!
MH QDMEROMH YULMHPH ]D UDGLWL VSOHQHNWRPLMK GYD W
Offner 2018), a u prild WRPH LGH L]JPMHUHQD SRYUAaALQD VLJQDOD

hipokampusa koja sugerira prisutnost makrofaga.

6SOHQHNWRPLMD PRaH SRJRUADWL XSDOQH SURFHVH X
mikroglije. Naime, obje vrste stanica imaposobnost polarizacije u proupalni M1, oblik koji
SRIJRUADYD XSDOX L X DQWLXSDO Qitanfei tRie OdotdvalN(Rivh iSRV SMI
VXU BYHXNXSQD NROLpPpLQD PLNURJOLMH GDNOH O L O
(Zhaoisur. 2 GRN VH PDNURIDJL SRpLQMX SRMDMebahc2oIBjL X Q X W
L SRVWLIQX QDMYHUX NRQFHQWUDFLMX VHGPL GDQ RG XGDU|

OHYyXWLP NRQFHQWUDFLMD 0 WLS BtLiNakéhIBQland ppddH SRY F
GRN VH NRQFHQWUDFLMD 0 WLS PLNURJOLMH NRQVWDQWQF
PRAGDQRJ XGDUD .DQD]D Ziezultattxatdobivenim u bk Padaa markere
& L ,ED SULVXWQRVW PLNURWRPMUBDNDH KY R 1 BHNBDGQDS OFNQALHD D
VXJHULUD GD MH PLNURJOLMD X 0 WLSX SRODUL]DFLMH L SR
M2 tipa je oko 7. dana otprilike ista, no s vremenom koncentracija M1 tip makrofaga pada i nakon

GDQD QeDpvisutid M2 tip makrofaga (Jayaraj i sur. 2019). Prema ovim podacima i
UH]XOWDWLPD ]D 1HX1 PDUNHU pLMD MH SULVXWQR\VW PDQM]I
VH ][DNOMXpLWL GD MH PLNURJOLMD QDMYL&H ]DWOkKKaQD ]D
PDNURID]JL LPDMX YHUX XORJX X VDPRP RSRUDYNX RG R]JOMHG
SRWLFDQMD IDFMHOMHQMD L DNVR Q Dzoereéndg GBAPWhBrkeradjX U R Q D
YHUD QD LSVLODWH U D O Qlegdasirv¢ithibopdravkividdodljedd. UMb R tdrizeR J
REMDaQMHQMX LGH GD VX UH]XOWDWL GRELYHQL GDQD QD

fazu ishemijske lezije.

Prema jednoj studiji blokiranjen€-C kemokinskog receptora tipa @d eng.C-C
chemokine reqaor type 2- CCR2), koji se nalazi na makrofagima, jedan tjedan nakon tMCAO

44



GROD]L GR VPDQMHQMD 0O WLSD GMHORYDQMD PDNURIDJD
VSRVREQRVWL PLdA4HYD QDNRQ LVKHPLMVNRJ PRAGDQRJ XGDU
VWXGLML MH SRND]DQR NDNR 0 WLS PDNURIDJD SRPD&H X R!
SRODUL]JLUDMX X 0 WLS L SRWLpX SRODUL]DFLMX GUXJLK PDN
NRQFHQWUDFLMH 0 WLS PDNURIDJD 4&gijpMN Raon 3@&ane Nadali@ DM Y H i
MHGQD VWXGLMD MH SRWYUGLOD NDNR VSOHQHNWRPLMD
koncentraciju i infiltraciju M1 tip i M2 tip makrofaga u mozak, no u toj studiji u isto vrijeme nije
SULPLMHUHQ QLNDNDYHXQ@DQRO® WISG X QIHRMMODRMHMQDVWDOD QDN
i Leblanc2016), no prema rezultatima zdC PDUNHU L 70U Pdirdijstl da R&aH VH
prisutnost makrofaga manja u SPLX skupini, nego u SBBAM skupini. 1HGRVWDWDN XpLQ!
PR4&H REMBPMQ@GWR MH VSOHQHNWRPLMD UDYyHQD QHSRVUHGQR

se imunosni sustav nije mogao prilagoditintvonastaleivjete.

5DpXQDQMHP NRHILFLMHQWD NRUHODFLMH L]JPHYyX RSWL|
primijetiti kakoje NRUHODFLMD YHULQRP YHOLND NRG VNéuk PWRNHUD
VH PRAH YLGMHWL L SUHPD RUMDBDEHR DPMIREDGNDPID RSWLpPN:
je iizmjerena aktivacijamanjaR UD]JOLNH GROD]L JERJ QDBRQD &L M R/M I QP+
PRaH ELWL RVMHERYO M ISUDMLOPER BRY¥WDYL SUDJ MHU RQD PM
RSWLPpND JXVWRUD PMHUL akbina Inidid! @ktacijel ontl s& irgullifékom L P H
PMHUHQMD RSWLpPpNH JXVW Bigndla G\RiN akiviraril Ri&@kes Feprékariticam
pikselom.Sam koeficijent korelacije je mjeren kako bi se ustvrdilo koja je metoda bolja za analizu

podataka dobivenih imunohistokemijsim bojanjem.

45



=$./-8Y$.

6SOHQHNWRPLMD NRMD MH |JDDYHDO@MGY DV WHIFH.G/Q/IN RS PN £
PHWRGRP W0&$%$2 MH SRIJRU&DAOUQ ESBQOARSCBEGR WMIB DARND]DC
VWDWLVWLPNL ]1QDpDMQLP UD]JOLNDPD X 63/; VNXSLQL NRG N
7TDNRYHU MH SRND]DQR NDNF6#WH XSDXSDQRDQNMGB®QR 6RBG; REMD & C
]JERJ VSRVREQRVWL SRODUL]DFHNKHOP DW.I$RL DA L PSHU ¥ AVDHG D R MSXU )
povoljno na posljedice ishemijske lezije u SREKIAM skupini. S druge strane, u SPLX skupini
PDNURIDJL QLVX SULVXWQL L vDPLP WLPH MH XSDOD YHUD
7DNRYHU RYLP UDRBRPURBRAHP R 5 RSWLpN Da hxgvi\daR pobzdan8 R Y U A L
UH]XOWDWH RYLVQRAKRR NWH PLDQQAMBPINMMOYDHUMHNRML MH DNWLYL
pogodnija za mjerenje zbog same prirode metodeobje metode su validne metode mjerenja

podataka.
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