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POPIS KRATICA

ANOVA - analiza varijance od engl. analysis of variance
CD - grupa diferencijacije od engl. cluster of differentiation

DAMP - molekularni obrasci povezani s ozljedom od engl. damage associated molecular
patterns

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol
GFAP - glijalni fibrilarni kiseli protein od engl. glial fibrillary acidic protein

Ibal - ionizirana kalcij vezujuca adapter molekula 1 od engl. ionized calcium-binding adapter
molecule 1

IL - interleukin od engl. interleukin

LZRN — Laboratorijski zavod za regenerativnu neurologiju

MMP - matriks metaloproteinaza od engl. matrix metalloproteinase

NeuN - heksaribonukleotid vezujuci protein-3 od engl. hexaribonucleotide binding protein-3
PRR - receptori za prepoznavanje obrazaca od engl. pattern recognition receptors

ROI - regija od interesa od engl. region of interest

ROS - reaktivni kisikovi radikali od engl. reactive oxygen species

SPLX — splenektomirana skupina, odnosno skupina kojoj je izvadena slezena

SPLX-SHAM - skupina koja je lazno operirana i nema izvadenu slezenu, nego samo kirurski rez
TGF - faktor rasta tumora od engl. tumor growth factor

Th - pomo¢ni¢ki T limfociti od engl. helper T lymphocytes

TIr - tollu sli¢an receptor od engl. toll like receptor

PBS - fosfatni pufer od engl. phosphate buffered saline

tMCAO - privremena okluzija srediSnje cerebralne arterije od engl. transient middle cerebral
artery occlusion

TNF - faktor nekroze tumora od engl. tumor necrosis factor



1. UvOD
1.1. MOZDANI UDAR

Mozdani udar je sindrom u kojem zbog poremecaja krvne opskrbe mozga dolazi do gubitka
cerebralnih funkcija. Posljedice mozdanog udara mogu sezati od oporavka do smrti (Bonita 1992).
Postoji mnogo razli¢itih podjela mozdanog udara s puno podtipova. Prema Amarenco i sur. (2009)
pet je glavnih tipova mozdanog udara, a to su ishemijski, hemoragijski, subarahnoidno krvarenje,
tromboza cerebralnih vena i1 udar ledne mozdine. Ta klasifikacija ima dalje podtipove za svaku
vrstu i napravljena je nakon evaluacije prednosti i mana razli¢itih klasifikacija. S druge strane,
prema Corrigan i sur. (2013) mozdani udar se dijeli na dvije osnovne skupine: ishemijski i

hemoragijski. U ovom radu ¢e se koristiti ta podjela.

Rizi¢ni faktori za mozdani udar su dob, krvni tlak, pusenje cigareta, serumski kolesterol,
dijabetes i bolesti srca. Samim starenjem se povecava $ansa za sve tipove mozdanog udara i
posljedi¢no smrt. Ista stvar je i s povecanjem krvnog tlaka gdje poviSeni sistoliki tlak vise
povecava Sanse za sve mozdane udare, nego povisenje dijastolickog krvnog tlaka. Primijeceno je
kako je serumski kolesterol pozitivno proporcionalan s nastankom ishemijskog mozdanog udara,
dok je obrnuto proporcionalan s nastankom hemoragijskog mozdanog udara. Dijabetes takoder
povecava Sanse za smrt od ishemijskog moZzdanog udara i u neSto manjoj mjeri za smrt od
hemoragijskog mozdanog udara. Sto se ti¢e bolesti srca, osnovni je rizik fibrilacija atrija, dok osobe
koje su ve¢ imale sr¢ani udar imaju povecane Sanse za smrt od ishemijskog mozdanog udara, ali

nize Sanse za smrt od hemoragijskog (Neaton 1 sur. 1993).

Ishemijski moZdani udar je prevalentniji oblik 1 nastaje opstrukcijom ili blokadom krvotoka
kroz cerebralne arterije. Hemoragijski mozdani udar je okarakteriziran lokalnim krvarenjem u
mozgu i puno je smrtonosniji. Za ishemijski mozdani udar klasi¢na terapija je aktivator tkivnog
plazminogena koja se mora primijeniti unutar tri sata od udara. U lijecenju posljedica mozdanog
udara znac¢ajna je rehabilitacija pacijenta od kojih 80% zadrzi ili ponovno nauci sposobnost hodanja
(Brott i Bogousslavsky 2000). Kod hemoragijskog mozdanog udara je smrtnost unutar prvih 30
dana izmedu 40% i 80%. Postupak lije¢enja je kirurgijom, kraniotomijom i uklanjanjem hematoma
iako nema dovoljno pouzdanih podataka o ucinkovitosti ovih postupaka. Kod osobe koja je
dozZivjela hemoragijski mozdani udar potrebno je uspostaviti regularnu respiraciju i stabilnost
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krvnog tlaka koji se moze poremetiti zbog krvarenja. U tu svrhu koriste se lijekovi koji snizavaju
krvni tlak, a time i samo krvarenje. Od ostalih pristupa mogu se Koristiti lijekovi koji poticu
hemostazu i stvaranje ugruska na mjestu krvarenja (Lapchak i Araujo 2007).

U novije vrijeme rade se istrazivanja u kojima se nakon mozdanog udara pokusSava
potaknuti neuroregeneracija. Primjerice, u jednoj studiji na Stakorima Li 1 sur. (2005) su koristili
mezenhimalne stanice koStane srzi i primijetili su kako se povecava plastiCnost mozga,
sinaptogeneza, neurogeneza, a smanjuje apoptoticka smrt stanica. U drugoj studiji Rabinovich i
sur. (2005) su koristili stanice ljudskog fetalnog ziv€anog tkiva koje su injektirali u subarahnoidni
prostor. Pokazalo se da takve stanice poti¢u mijelinizaciju i sinaptogenezu i time se pacijentima

vratila sposobnost govora, bolja kontrola nad udovima i ojacao im je mentalni status.

1.2. UPALA NAKON MOZDANOG UDARA

Nastankom ishemije dolazi do povecanja koncentracije reaktivnih kisikovih oblika (od
engl. reactive oxygen species - ROS) koje proizvode neuroni i endotelne stanice zila. Zbog nastanka
ROS-a dolazi do smanjenja koncentracije duSikovog monoksida $to privlaci trombocite i leukocite
na mjesto ozljede. Leukociti povecavaju oksidativni stres i time pospjesuju narusavanje krvno-
mozdane barijere (Vidale i sur. 2017). Neutrofili su medu prvim imunosnim stanicama koje dolaze
do mjesta ozljede. Njihova koncentracija najviSe poraste unutar 24 sata i ostaju do preko tri dana
na mjestu ozljede (Ahmad i Graham 2010). Neutrofili poti¢u nastanak upale stvaranjem ROS-a
(poput superoksida), otpustanjem raznih kemokina, poput interleukina 8 (od engl. interleukin 8 —
IL-8) koji privlace druge imunosne stanice, lu¢enjem proupalnih citokina interleukina 6 (od engl.
interleukin 6 — IL-6) i faktora nekroze tumora a (od eng. tumor necrosis factor a - TNF-a) (Jin i
sur. 2013) te ispustanjem matriks metaloproteinaze 9 (od engl. matrix metaloproteinase 9 - MMP-
9) koja naruSava medustani¢nu tvar (Iadecola i Anrather 2011). Usporedno uz narusavanje Krvno
mozdane barijere, stanice ispustaju signale s molekularnim obrascima povezanima s ozljedom (od
engl. damage associated molecular patterns - DAMP) koje prepoznaju receptori za prepoznavanje
obrazaca (od engl. pattern recognition receptors - PRR) na stanicama mikroglije (Anrather i
Iadecola, 2016). Nakon aktivacije, mikroglija djeluje citotoksi¢no na neurone i poti¢e upalu
lu¢enjem ROS-a i TNF-a (Kim i Cho 2016). S druge strane, mikroglija takoder ima i

neuroprotektivnu ulogu. To postize lu¢enjem faktora rasta tumora 3 (od engl. tumor growth factor
2



f - TGF-B) 1 drugih neurotrofnih ¢imbenika te fagocitozom neutrofila koji poti¢u ekscitotoksi¢nost
(Jin 1 sur., 2010). Mikroglija je stanica urodene imunosti sa sposobnos¢u fagocitoze i nalazi se
isklju¢ivo u mozgu. Periferni makrofagi se u normalnim homeostatskim uvjetima ne nalaze u
mozgu jer ne mogu proci krvno-mozdanu barijeru. Nakon naruSavanja krvno-mozdane barijere,
oni dolaze na mjesto ozljede u mozgu gdje mogu imati proupalnu ili antiupalnu ulogu. Tu
dvostruku ulogu ima i mikroglija i ta sposobnost se naziva polarizacija. Polariziraju kada je tkivo
u kojem se nalaze ozlijedeno na bilo koji na¢in (mehanicki, kemijski, zbog prisutnosti patogena
itd.). Makrofagi i mikroglija koji su polarizirani u M1 tip djeluju proupalno lu¢enjem citokina TNF-
a i interleukina 1P (od engl. interleukin 7/ - IL-1B) i kemokina monocitni kemoatraktantni protein
1 (od engl. monocyte chemoattractant protein-1 — MCP-1) izmedu ostalih. M2 tip makrofaga i
mikroglija smanjuje upalu i djeluje neuroprotektivno lu¢enjem TGF-B i interleukina 10 (od engl.

interleukin 10 - IL-10) te fagocitozom apoptoti¢nih vezikula nakon smrti stanica (Jin i sur. 2013).

U mozgu nakon ishemijskog udara takoder su prisutne i dendriticke stanice koje imaju
povecanu ekspresiju faktora tkivne snosljivosti II (od engl. major histocompatibility complex 11 —
MHCI) 1 sluze kao antigen prezentirajuce stanice T limfocitima s periferije. Pomoénic¢ki T
limfociti 1 s grupom diferencijacije 4 (od engl. helper T lymphocytes 1 with cluster of
differentiation 4 - Thy CD4+) luce proupalne citokine interleukin 2 (od engl. interleukin 2 - 1L-2),
interleukin 12(od engl. interleukin 12 - IL-12), interferon y (od engl. interferon y- IFN-y) i TNF-a
koji zatim poticu djelovanje citotoksi¢nih T limfocita s grupom diferencijacije 8 (od engl. cytotoxic
T lymphocites with cluster of differentiation 8 - T. CD8+). U mozak dolaze i CD4+ Thy limfociti
koji zajedno s regulatornim T limfocitima (od engl. regulatory T lymphocytes — Treg) Stanicama
djeluju protuupalno (Jin i sur. 2010).

1.3. RECEPTOR TLR2 | NJEGOVA ULOGA NAKON ISHEMIJSKOG
MOZDANOG UDARA

Tollu sli¢an receptor 2 (od eng. toll-like receptor 2 - Tlr2) se nalazi na povrsini stani¢ne
membrane. Sastoji se od vanjske domene koja veze ligand i gradena je od ponavljajucih sekvenci
leucina, transmembranske i unutarnje domene nazvane Toll-interleukin receptor (od engl. toll-

interleukin receptor — TIR). Prilikom aktivacije receptor TIr2 heterodimerizira s drugim
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receptorima gdje se njithove TIR domene vezu, aktiviraju i zatim pokrecu druge unutarstanicne
signalne puteve (Punt i sur. 2019). Nakon aktivacije TIR domene TIr2 receptora za nju se veze
adaptorski protein MyD88 ¢ime se i aktivira (Sakata i sur. 2007). On dalje aktivira porodicu kinaza
asociranih s interleukinom 1 (od engl. interleukin-1 associated kinase — IRAK). One zatim
fosforiliraju i aktiviraju tumor nekrozni faktor asocirani faktor 6 (od engl. TNF associated factor 6
— TRAF6) koji nizvodno aktivira kinazu 1 aktiviranu transformiraju¢im faktorom rasta 3 (od eng
transforming growth factor-g-activated kinase 1 — TAK1). TAK1 zatim moze pokrenuti dva
signalna puta (Slika 1), Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaze kinaze (od eng. Mitogen-

activated protein kinase kinase kinase — MAPKKK) put ili nuklearni faktor kB put (od eng. Nuclear
factor kB — NfkB) (Jin i sur. 2013).
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Slika 1. signalni put TLR nakon ishemijskog mozdanog udara. TLR signalni putevi se mogu aktivirati nakon

mozdanog udara i proizvesti niz proupalnih i antiupalnih odgovora. Preuzeto i prilagodeno od Jin i sur
(2013)).

Porodica MAPKKK se sastoji od Cetiri glavne kinaze: ekstracelularne signalom regulirane
kinaze 1/2 (od eng. extracellular signal regulated kinase 1/2 — ERK1/2), ekstracelularne signalom



regulirane kinaze 5 (od eng. extracellular signal regulated kinase 5 - ERK5), c-JUN N-terminalne
kinaze (od eng. C-JUN N-terminal kinase — JNK) i p38 mitogen aktivirane protein kinaze (p38
mitogen-activated protein kinase — p38 MAPK) (Nithianandarajah-Jones i sur. 2012). ERKS5 put
nije dovoljno istraZzen, no sumnja se kako bi mogao imati ulogu u antiupalnim procesima. Prilikom
stani¢nog stresa aktivacijom ERK1/2 puta dolazi do proizvodnje proupalnih citokina poput IL-13
(Wang i sur. 2004). Aktivacijom p38 MAPK takoder dolazi do produkcije proupalnih citokina od
kojih su najznacajniji TNF-a, IL-1pB, IL-6 i IL-8. JNK put je slican p38 MAPK putu i takoder
uzrokuje produkciju proupalnih citokina kao i p38 MAPK put (Barnes 2010). Kod ishemijskog
mozdanog udara pokazalo se da ta dva puta sudjeluju u pogorsanju nakon mozdanog udara (Jin 1

sur. 2013).

Prije aktivacije NfkB puta, TAK1 aktivira inhibitorni kompleks inhibitora kinase «f3 (od
eng. lxB kinase — IKK). Taj kompleks se sastoji od tri podjedinice: esencijalni modifikator NfkB
(od eng. NfkB essential modifier — NEMO), IKKa i IKKf. U tom kompleksu IKK podjedinica se
fosforilira od strane TAK 1. IKKf podjedinica dalje fosforilira inhibitor NfkB (od eng. inhibitor of
NfxB — 1kB) koji je u citoplazmi vezan za NfkB i time ga drzi inaktiviranim. Fosforilacijom IkB
on se degradira i NfkB odlazi u jezgru i pokrece ekspresiju gena (Napetschnig i Wu 2013). NfkB
put uzrokuje proizvodnju mnogih proupalnih citokina, adhezijskin molekula i matriks
metaloproteinaza §to sve pridonosi upali. NfkB obitelj se sastoji od 5 ¢lanova od kojih su p50 1 p65
najznacajniji u ishemijskom mozdanom udaru gdje povecavaju volumen podru¢ja zahvacéen

udarom (Ridder i Schwaninger 2009).

1.4. ZIVOTINJSKI MODELI MOZDANOG UDARA

Za model mozdanog udara koriste se velike i male zivotinje. Od malih se najc¢esce koriste
misevi i Stakori, dok od velikih se koriste psi, macke, ovce, zeCevi, svinje i ne-ljudski primati.
Glavna razlika izmedu velikih 1 malih Zivotinja je u anatomiji mozga. Velike zivotinje imaju
girencefali¢ki mozak, dok manje zivotinje imaju lizencefalicki mozak. Girencefalicki mozak ima
giruse kao i ljudski mozak te ima ve¢i udio bijele tvari naspram sive tvari. Sam mozdani udar se
najces¢e manifestira u podrucju bijele tvari pa bi prema tome vece zZivotinje bile pogodniji model

za istrazivanja (Sorby-Adams i sur. 2018).



Privremena okluzija srediSnje cerecbralne arterije (engl. transient middle cerebral artery
occlusion - tMCAOQ) je metoda koja izaziva patologiju ishemijskog mozdanog udara, a moze se
posti¢i intraluminalnim filamentom koji se progura kroz unutarnju karotidnu arteriju kako bi se
prekinuo dotok krvi do sredi$nje cerebralne arterije. Mjesto zatvaranja sredi$nje cerebralne arterije
je prikazana na Slici 2. Ovom metodom mozdani udar zahvaca podrucje striatuma, okcipitalni
korteks te talamus i hipotalamus. Prednost ove metode je §to je minimalno zahtjevna i simulira
uvjete koji nastaju kod ishemijskog mozdanog udara u ljudi $to ukljucuje narusavanje krvno-
mozdane barijere, smrt neurona, upalu u mozgu te promjenu u ponasanju koja se moze utvrditi

bihevioralnim testovima (Fluri i sur. 2015).

tMCAO se moze napraviti i kranijektomijom §to zahtjeva otvaranje lubanje i okluzija se
radi Kirurski stavljanjem ligatura ili elektrokoagulacijom. Prednost ove metode je dobra
reproducibilnost, mala smrtnost, vizualna potvrda uspjeS$nosti zahvata i izbjegavanje oStecenja
hipotalamusa, hipokampusa i srednjeg mozga (Kumar i sur. 2016). Nedostatak tMCAO metode
izazvane kranijektomijom je manji volumen zahvacenog tkiva mozdanim udarom (Fluri i sur.
2015).

Jo§ jedna tehnika radenja tMCAO je fototromboza. Radi se ubrizgavanjem boje i
osvjetljavanjem lubanje svjetlom odredene valne duljine. Tako se stvara ROS koji ostecuje endotel
zila 1 poti¢e nakupljanje trombocita koji stvaraju okluziju. Prednost ove tehnike je niska smrtnost,
velika reproducibilnost nastale lezije i minimalna invazivnost dok je nedostatak to Sto ne dolazi do

edema izazvanog citotoksi¢noscu kao $to je to slucaj u ljudi (Fluri i sur. 2015).

tMCAO se moze takoder posti¢i koriStenjem endotelina-1. On je vazokonstriktor koji se
moze aplicirati injekcijom u mozak, direktno na srediSnju cerebralnu arteriju ili samo na povrsinu.
Volumen nastalog ishemijskog oStecenja ovisi o dozi endotelina-1 koja se daje zivotinji. Prednost
ove tehnike je niska smrtnost, mala invazivnost i sposobnost izazivanja lokalnih mozdanih udara.
Nedostatak koristenja endotelina-1 je to $to on potice proliferaciju astrocita i rast neurona pa se ne
moze koristiti u istrazivanjima koja promatraju regeneraciju neurona i zivcanog sustava (Fluri 1

sur. 2015).

Jos jedna od tehnika izvodenja tMCAO metode je izazivanjem embolije §to se moze postici

koriStenjem sfera ili izazivanjem tromboembolije. Sfere mogu biti izradene od razli¢itog materijala
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i ubrizgavaju se u sredi$nju cerebralnu arteriju ili u unutarnju karotidnu arteriju. Prednost ove
metode je Sto se izbjegava nastanak mozdanog udara u podrucju hipotalamusa. Tromboembolija se
izaziva ubrizgavanjem ugrusaka iz krvi same zivotinje ili ubrizgavanjem trombina u srediSnju
cerebralnu arteriju ili unutarnju karotidnu arteriju. Prednost ove metode je Sto oponasSa uvjete
nastanka mozdanog udara u ljudi, a nedostatak je manji volumen nastalog mozdanog udara (Fluri

i sur. 2015).

Mjesto zatvaranja
srednje moidane arterije

Srednja mozdana
arterija

Unutarnja karotidna
arterija

Vanjska karotidna
arterija

Zajdenicka karotidna
arterija

Slika 2. Shema i lokacija tMCAO metode. Preuzeto i prilagodeno od O'Neill i Clemens, 2001.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je odrediti utjecaj perifernih makrofaga na oporavak nakon ishemijskog
mozdanog udara i njihov utjecaj na upalne procese u mozgu. Hipoteza istrazivanja bila je da
periferni makrofagi usporavaju i otezavaju oporavak mozga nakon ishemijskog mozdanog udara i

poticu nastanak upale u mozgu.

Istrazivanje se provelo bojanjem prereza misjih mozgova kojima je na jednoj hemisferi
mozga izazvana privremena okluzija srediSnje cerebralne arterije koja oponasa patologiju
mozdanog udara. Prerezi su se bojali koriStenjem primarnih protutijela koja su se vezala za
specifi¢tne markere. Na primarna protutijela su se vezala sekundarna protutijela koja su na sebi
imala konjugiranu fluorescentnu boju. Kako bi se ustvrdila uloga perifernih makrofaga jednoj
skupini miSeva je kirurSkim zahvatom odstranjena slezena kako bi se smanjio broj dostupnih
makrofaga dok se druga skupina lazno operirala. Lazna operacija je napravljena tako da se napravio
kirurSki rez na mjestu slezene, no ona nije izvadena. Rezultati bojanja mjerili su se fluorescencijom
pojedina¢nih markera specifi¢nih za neurone, astrocite, mikrogliju i makrofage na konfokalnom

mikroskopu.



3. MATERIJALI | METODE
3.1. ZIVOTINJE

Zivotinje koje su koristene u istrazivanju bile su nastanjene u Nastambi za pokusne
zivotinje (HRPOK-006 MP UVSH) Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u skladu sa
Zakonom o zastiti zivotinja (NN 102/17, 32/19), Izmjenama i dopunama Zakona o zastiti Zivotinja
(NN 37/13). Eksperimenti su napravljeni u okviru projekta RepairStroke za koji je izdana eticka
dopusnica od strane Ministarstva poljoprivrede, Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane
(KLASA: UP/I-322-01/17-01/45; URBROJ: 525-10/0255-17-7; 9.10.2017.) te Misljenje etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (KLASA: 641-01/17-02/01; URBROJ:
380-59-10106-17-100/100; 9.10.2017.). Same zivotinje su bili tri mjeseca stari misji muzjaci soja
C57BL/6-TyreBa-Tg(TIr2-luc/gfp)<"¥. To su misevi albino fenotipa s transgenom koji pod
promotorom gena Tlr2 eksprimira bioluminiscentni marker, luciferazu, i zelenim fluorescentnim
proteinom (od engl. green fluorescent protein — GFP). Misevi su podijeljeni u dvije skupine po 6
miSeva. U Laboratorijskom zavodu za regenerativhu neurologiju jednoj grupi od 6 miSeva
napravljena je splenektomija (SPLX skupina) dok je druga skupina od 6 miSeva lazno operirana
(SPLX-SHAM skupina). Lazna operacija je napravljena u obliku kirur$kog reza gdje je prerezan
peritoneum na mjestu gdje se nalazi slezena, no ona nije izvadena te je rez zasiven. Dva tjedna
nakon operacije, kod obje skupine je izazvana ishemijska lezija na lijevoj strani mozga metodom
tMCAO Kkoja je trajala 30 minuta. Dvadeset osam dana nakon tMCAOQ, zivotinje su Zrtvovane te

su mi§ji mozgovi izolirani.
3.2. MATERIJALI I UREDAIJI

U tablici 1. su prikazani podaci o trgovackom nazivu, proizvodacu i zemlji porijekla
koriStenih kemikalija 1 uredaja.



TABLICA 1. Podaci o koriStenim kemikalijama i strojevima

UREDAJ/KEMIKALIJA TRGOVACKI PROIZVODAC ZEMLJA
NAZIV PODRIJETLA
Medij za uklapanje TissueTek O.C.T. Sakura SAD
smrznutog tkiva TissueTek
Triton Triton X-100 Sigma Aldrich SAD
DAPI 4',6-diamidino-2- Abcam SAD
fenilindol
medij za ouvanje Fluorescence Mounting DAKO Danska
fluorescencije DAKO Medium S3023
Puferska otopina PBS Kemika Hrvatska
Saharoza Sucrose Sigma-Aldrich SAD
Mikrotom Criocut Leica, model Leica Njemacka
CM3050 S
Pozitivno nabijene Adhesion Microscope Epredia SAD
predmetnice Slides
Pokrovna stakla Pokrovna stakla Biognost Hrvatska
(24x50mm)
3.3. METODE

3.3.1. UKLAPANJE ZA POTREBE IMUNOHISTOKEMIJE

Za potrebe ovog rada koristio sam prethodno izolirane misje mozgove pohranjene u 4%-tni
paraformaldehid. Mozgove sam isprao dva puta fosfatnim puferom (od engl. phosphate buffered
saline — PBS) i stavio u gradijent saharoze. PBS je fizioloska puferska otopina koja sluzi
odrzavanju pH vrijednosti. Koristeni PBS je imao pH 7,4 1 bio je sljede¢eg sastava: 13.7 mM NaCl,
0.27 mM KCI, 0.65 mM Na2HPO4, 0.14 mM KH2PO4. Prvo sam mozgove stavio u 10%-tnu
otopinu saharoze na 24 sata, zatim prebacio u 20%-tnu otopinu na 24 sata i na kraju u 30%-tnu
otopinu na 24 sata. Mozgove sam nakon gradijenta stavio u aluminijske kadice i prekrio s medijem
naziva TissueTek. TissueTek je vodenasti medij na bazi glikola i smola 1 sluzi za uklopljavanje
smrznutog tkiva za potrebe izrade preparata za bojanje. Takve mozgove sam stavio u zamrzivac na
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-25 °C dok se TissueTek medij nije zamrznuo. Kadice s mozgovima sam ostavio u zamrzivacu na

-25 °C do koristenja.

3.3.2. REZANJE MOZGOVA NA KRIOTOMU

Mozgove sam rezao na kriotomu na temperaturi od -22 °C na prereze debljine 30 mikrona.
Stavio sam ih na nosac tako da su olfaktorni bulbusi bili orijentirani frontalno, tako da se krenulo
rezati od njih. Od svakog mozga napravio sam dvadeset predmetnih stakalca tako da su na svakom
bila po tri prereza, dakle po svakom mozgu sveukupno 60 prereza. Ukupno sam dobio od svih 12
Zivotinja 240 preparata. Na svako predmetno stakalce stavio sam jedan prerez korteksa (Slika 3),
jedan prerez striatuma (Slika 4) i jedan prerez hipokampusa (Slika 5) tako da je jedan preparat,
odnosno predmetno stakalce, imalo tri prereza. Od 20 preparata po Zzivotinji izabrao sam

najkvalitetnije za bojanje metodama imunohistokemije.

Slika 3. Slika prereza misjeg mozga. Strelica oznacuje korteks. Preuzeto i preradeno od Allen Brain Atlas
(https://portal.brain-map.org/).
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Slika 4. Slika prereza misjeg mozga. Strelica oznacuje striatum. Preuzeto i prilagodeno od Allen Brain

Atlas (https://portal.brain-map.org/).

!

Slika 5. Slika prereza misjeg mozga. Strelica oznacuje hipokampus. Preuzeto i prilagodeno od Allen Brain
Atlas (https://portal.brain-map.org/).
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3.3.3. IMUNOHISTOKEMUJA

Prethodno pripremljene preparate sa sve tri regije miSjeg mozga od svakog pojedinac¢nog
misjeg mozga sam bojao dva puta uzastopno jer sam koristio vise markera i jer se na konfokalnom
mikroskopu koji sam koristio za vizualizaciju ne moze gledati viSe od Cetiri kanala odnosno boje
istodobno. Ukupno sam bojao 60 preparata sa sveukupno 180 prereza. Dodatno sam za marker Tlr2
dva puta bojao preparate jer se slabije vidio nakon prvog bojanja. Prvi puta sam ih bojao za
detekciju markera grupa diferencijacije 68 (od engl. cluster of differentiation 68 - CD68),
ioniziranu kalcij vezujuéu adapter molekulu 1 (od engl. ionized calcium-binding adapter molecule
1 - 1bal) i Tlr2 dok drugi puta za markere glijalni fibrilarni kiseli protein (od engl. glial fibrillary
acidic protein - GFAP), heksaribonukleotid vezujuci protein-3 (od engl. hexaribonucleotide
binding protein-3 - NeuN) i Tlr2. Prije bojanja preparate sam isprao ¢etiri puta po pet minuta s 200
uL PBS-a po preparatu. Koristio sam PBS koji je istog sastava kao i PBS koristen kod uklapanja
mozgova. Otopina za blokiranje se sastojala od 10%-tnog kozjeg seruma u koji je dodan 0,25%-
tni Triton otopljen u PBS-u. Po preparatu sam stavio 200 pL otopine za blokiranje i ostavio ih da
se inkubiraju sat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije pripremio sam primarna
protutijela za pojedine markere tako da sam ih otopio u 1%-tnom kozjem serumu u koji je dodan
0,1%-tni Triton u PBS-u. Omjer protutijela u odnosu na otopinu za marker CD68 je bio 1/1000 dok
je zamarkere Ibal i TIr2 je bio 1/100 kada sam prvi put bojao preparate. Kada sam preparate bojao
drugi puta omjer protutijela u odnosu na otopinu za marker GFAP je bio 1/500, za marker NeuN
1/200 dok je za marker TIr2 omjer bio 1/100. Primarna protutijela koja su koristena za NeuN su
bila mi§ja, za Ibal zec¢ja, za CD68 $takorska i za GFAP kokosja. Za marker TIr2 kod prvog bojanja
sam koristio misja, a kod drugog bojanja stakorska protutijela. Stavio sam po 100 uL otopine
protutijela po preparatu, a za negativnu kontrolu sam stavio 100 uL otopine 1%-tnog kozjeg seruma
u koji je dodan 0,1%-tni Triton otopljen u PBS-u. Preparate sam zatim ostavio da se inkubiraju
preko noéi na sobnoj temperaturi. Podaci o primarnim protutijelima su prikazani u Tablici 2. Iduéi
dan sam preparate isprao otopinom 0,1%-tnog Tritona u PBS-u pet puta po pet minuta. Nakon toga
sam pripremio sekundarna protutijela tako $to sam ih otopio u PBS-u. Omjer koncentracija za
sekundarna protutijela je bio 1/500 za sve markere. Za marker CD68 su koristena protu-stakorska
sekundarna protutijela iz koze (od engl. goat anti rat), za Ibal protu-ze¢ja sekundarna protutijela
iz koze (od engl. goat anti rabbit), za NeuN protu-misja sekundarna protutijela iz koze (od engl.
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goat anti mouse) i za GFAP protu-kokosja sekundarna protutijela iz koze (od engl. goat anti
chicken). Za marker TIr2 sam kod prvog bojanja koristio protu-misja sekundarna protutijela iz koze
(od engl. goat anti mouse), a kod drugog protu-stakorska sekundarna protutijela iz koze (od engl.
goat anti rat). Sekundarna protutijela imaju regiju koja se specifi¢no veZze za primarna antitijela.
Sekundarna protutijela koja sam koristio imaju na sebe konjugirani fluorofor. Njihova detekcija je
objasnjena u poglavlju 3.3.4. Po preparatu sam stavio po 100 pL pripremljene otopine sekundarnih
protutijela, a za negativnu kontrolu 100 uL. PBS-a. Podaci o sekundarnim protutijelima su prikazani
u Tablici 3. Preparate sam ostavio da se inkubiraju 2 sata na sobnoj temperaturi nakon ¢ega sam ih
isprao PBS-om cetiri puta po pet minuta. Zatim sam ih inkubirao s bojom 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) u omjeru 1/2000 tri minute nakon ¢ega sam ih isprao tri puta PBS-om. Preparate
sam bojao s bojom DAPI kako bih vizualizirao jezgre stanica, buduc¢i da se ta boja veze za samu
deoksiribonukleinsku kiselinu (od engl. deoxyribonucleic acid — DNA). Na kraju sam preparate

uklopio u Dako medij.

TABLICA 2. Podaci o specifi¢nosti za protein, proizvodacu, trgovackom imenu, podrijetlu i koristenom
razrjedenju koriStenih primarnih protutijela

SPECIFICNOST ZA PROIZVOPAC TRGOVACKO IME PODRIJETLO | RAZRJEDENJE
PROTEIN PROTUTIJELA
CD68 Bio-Rad Laboratories | Mouse anti Rat CD68 Stakor 1/1000
Antibody | ED1
Ibal FUJIFILM Wako Anti Ibal, Rabbit (for Zec 1/100
Immunocytochemistry)
Tir2 eBioscience CD282 (TLR2) Mis, Stakor 1/100
Monoclonal Antibody
(6C2)
GFAP Abcam Anti-Glial Fibrillary Kokos 1/500
Acidic Protein
antibody produced in
rabbit
NeuN Merck Millipore Anti-NeuN Antibody, Mis 1/200
clone A60
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TABLICA 3. Podaci o specifi¢nosti za protein, proizvodaca, trgovackom imenu odnosno fluoroforu i

koriStenom razrjedenju Kkoristenih sekundarnih protutijela

SPECIFICNOST ZA PROTUTIJELO PROIZVODAC FLUOROFOR RAZRJEDENE

Protu-stakorsko protutijelo iz koze (od engl. Life Technologies Alexa Fluor®488, 1/500
(goat anti rat) zelena boja

Protu-zecje protutijelo iz koze (od engl. goat Life Technologies Alexa Fluor®546, 1/500
anti rabbit) crvena boja

Protu-kokosje protutijelo iz koze (od engl. goat = Life Technologies Alexa Fluor®546, 1/500
anti chicken) crvena boja

Protu-misje protutijelo iz koze (od engl. goat Life Technologies Alexa Fluor®647, 1/500
anti mouse) plava boja

3.3.4. KONFOKALNA MIKROSKOPIJA

Konfokalni mikroskop koristi ekscitacijski laser kako bi proizveo fluorescenciju. On
emitira lasersku svjetlost manje valne duljine koja prolazi kroz dikromatsko zrcalo koje prema
preparatu propusta svjetlost nize valne duljine, a natrag propusta svjetlost vece valne duljine.
Nakon prolaska kroz dikromatsko zrcalo laserska svjetlost nize valne duljine prolazi kroz dva
zrcala koja rasprSuju lasersku svjetlost preko cijelog preparata. Kada laserska svjetlost vece valne
duljine dolazi do sekundarnog protutijela s konjugiranim fluoroforom, elektroni unutar njega skoce
na vecu energetsku razinu nakon ¢ega se spuste ponovno na nizu energetsku razinu i dolazi do
emitiranja svjetlosti veCe valne duljine. Ta svjetlost se odbija od dva zrcala, prolazi kroz
dikromatsko zrcalo i prolazi kroz fokuser iza kojega se nalazi detektor svjetlosti. Fokuser sluzi
kako bi na detektor propustio samo svjetlost vec¢e valne duljine, a pozadinsku svjetlost eliminirao.
Na konfokalnom mikroskopu sam slikao pet preparata po zivotinji s prerezima Korteksa,
hipokampusa i striatuma s kontralateralnom i ipsilateralnom stranom mozga. Povecanje je bilo 20
puta na objektivu 1 10 puta na okularu za sveukupno povecanje od 200 puta. Rezolucija u kojoj
sam slikao je 1024 puta 1024. Protu-zec¢ja sekundarna protutijela iz koze (od engl. goat anti rabbit)
su slikana pod ekscitacijskim laserom na valnoj duljini od 561 nm za marker Ibal. Protu-stakorska
sekundarna protutijela iz koze(od engl. goat anti rat) su slikana pod ekscitacijskim laserom na
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valnoj duljini od 488 nm u prvom navratu za marker CD68, a u drugom za TIr2 marker. Protu-
misja sekundarna protutijela iz koze (od engl. goat anti mouse) su slikana pod ekscitacijskim
laserom na valnoj duljini od 640 nm u prvom navratu za marker TIr2, a u drugom navratu za NeuN.
Protu-kokosja sekundarna protutijela iz koze (od engl. goat anti chicken) su slikana pod
ekscitacijskim laserom na valnoj duljini od 561 nm za marker GFAP. DAPI je slikan pod
ekscitacijskim laserom na valnoj duljini od 405 nm. Od svih prereza odabrao sam po jedan
najkvalitetniji za svaku regiju mozga s kontralateralnom i ipsilaterlnom stranom za svaku zivotinju

koja je bila u istrazivanju za daljnju obradu rezultata.

3.3.5. OBRADA REZULTATA IMUNOHISTOKEMIJE

Obradu rezultata imunohistokemije sam radio u programu ImageJ (National Institute of
Health — Bethesda, Maryland, SAD, v. 1.8.0). Mjerio sam opti¢ku gusto¢u i povrSinu signala.
Povrsina signala mjeri broj stanica koje eksprimiraju specifi¢ni marker, dok opticka gustoca ovisi
0 samom broju stanica i razini ekspresije gena. Opticka gustoca je logaritamska funkcija omjera
jacine ulazne svjetlosti i jacine emitirane svjetlosti nakon §to prode kroz odredeni medij. Za opticku
gusto¢u U programu sam gledao Integriranu Gustoc¢u (od engl. Integrated Density) na tri decimalne
tocke s postavkom Prostor (od engl. Area). Integrirana gustoca je suma vrijednosti svih piksela koji
se nalaze u pojedinom polju. Dobiva se mnozenjem Prostora sa Srednjom Vrijednosti Sive (od
engl. Mean Gray Value) gdje je Prostor povrSina oznac¢enog dijela, a Srednja Vrijednost Sive je
suma vrijednosti crno-bijele boje svih piksela u ozna¢enom podruéju podijeljena s brojem piksela.
Koristio sam Integriranu Gustoc¢u jer se njome moze najbolje izmjeriti najsvjetlije i najtamnije
piksele na bioloskim preparatima. Prije samog mjerenja sliku sam morao prebaciti u 8-bitni format
kako bi se pikseli mogli izmjeriti. Kalibraciju mjerenja u programu sam izvrSio Stvaranjem
standarda za mjerenje ostalih podataka po Rodbard funkciji s parametrima za x i y os na sljedeci
nacin Analiziraj>Kalibriraj (od engl. Analyze>Calibrate) na 8 bitnoj slici. PovrSina regija od
interesa (od engl. Region of Interest — ROI) sam postavio na 0,5 um. 10 ROI-a sam postavio na
slikane preparate na mjesta fluorescencije markera. Analizirao sam regije korteksa, striatuma i
hipokampusa na ipsilateralnoj i kontralateralnoj hemisferi. Za svaku zivotinju sam radio po deset

mjerenja za svaki prerez odnosno regiju za kontralateralnu i ipsilateralnu stranu pojedina¢no, dakle
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po Zivotinji sveukupno Sezdeset mjerenja. Slike sam zatim prebacio u slike od 8 bitova crno-bijele
boje i izmjerio opticku gustoéu na sljede¢i nac¢in Analiziraj>Mjeri (od engl. Analyze>Measure).

Podaci su izvezeni u Microsoft Excel (Microsoft — Redmon, Washington, SAD; v. 2019.).

Povrs$inu signala odreduje sam broj prisutnih piksela na slici. Kod mjerenja mjerio sam s
postavkom Sveukupna Povrsina (od engl. Total Area). Slike sam prvo prebacio u slike od 16 bitova
crno-bijele boje i postavio sam prag tako da sam uzeo fluorescenciju pozadine. Prag sam postavio
na sljede¢i na¢in: Proces>Matematika>Makro (od engl. Process>Math>Macro) i stavio sam
srednju vrijednost fluorescencije pozadine kako bi se uklonio sav pozadinski signal. Nakon toga
sam slike prebacio u binarni oblik na sljede¢i nac¢in: Proces>Binarno>Napravi Binarno (od engl.
Process>Binary>Make Binary). Time su na slikama ostali iskljucivo crni ili bijeli pikseli. Nakon
toga sam izmjerio 10 ROI-a koji su bili na istim pozicijama kao kod mjerenja opticke gustoce.

Podatke za povrsinu signala od svakog ROI-a sam unio u Microsoft Excel.

3.3.6. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Radio sam dvije metode obrade podataka: Pearsonov koeficijent korelacije izmedu
dobivenih mjerenja opticke gustoce i povrsine signala te jednosmjerni test analize varijance (od
engl. analysis of variance — ANOVA) za svaku metodu zasebno. Najprije sam izracunao Pearsonov
koeficijent korelacije izmedu dobivenih mjerenja opticke gustoce 1 povrSine signala u programu
Microsoft Excel pomoc¢u funkcije CORREL. To sam radio tako da sam usporedio svih 10 mjerenja
od svih 6 Zivotinja unutar jedne skupine (SPLX ili SPLX-SHAM) za svaku pojedina¢nu stranu
(kontralateralnu ili ipsilateralnu) svake pojedinacne regije (korteks, striatum ili hipokampus) §to je
na kraju rezultiralo s 60 mjerenja za svaku stranu svake pojedinacne regije te sam to napravio za
sve strane svih regija obje skupine miSeva. Pearsonov koeficijent korelacije sluzi za mjerenje
linearne korelacije izmedu podataka i koristio sam ga kako bih usporedio koliko se mjerenja
poklapaju izmedu dvije razli¢ite metode obrade rezultata. Koeficijent korelacije se moze kretati
izmedu 1 i -1. Cim je koeficijent blize broju 1 korelacija je veéa dok ¢im je koeficijent blize -1
korelacija je obrnuto proporcionalna. Koeficijent korelacije se takoder dijeli na visoku korelaciju
kada je r>0,7, umjerenu korelaciju gdje je r=0,5-0,7 te slabu korelaciju gdje je r<0,5 (Mukaka
2012).
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ANOVA test sam radio u programu GraphPad Prism (GraphPad Software — San Diego,
California, SAD; v. 8.4.3.). ANOVA testom sam usporedivao podatke za svaki marker zasebno i
za svaku metodu mjerenja zasebno. Mjerenja sam podijelio u Cetiri seta podataka. Jedan set su bila
mjerenja za ipsilateralnu stanu SPLX skupine, drugi set su bila mjerenja ipsilateralne strane SHAM
skupine, tre¢i set mjerenja kontralateralne strane SPLX skupine i zadnji set su bila mjerenja
kontralateralne strane SHAM skupine. U svaki od tih setova je uslo 60 mjerenja. ANOVA testom
sam usporedio mjerenja medusobno unutar svakog seta podataka te sam usporedio mjerenja izmedu
svakog seta podataka. Usporedio sam podatke izmjerene za opticku gusto¢u zasebno i podatke

izmjerene za povrSinu signala zasebno za svaki marker 1 regiju mozga.

Svaki set podataka sam analizirao tako da se testirala normalnost distribucije podataka
Shapiro-Wilk testom normalnosti distribucije. U slu¢aju kada podaci nisu spadali u normalnu ili
log-normalnu distribuciju transformirao sam ih koristenjem funkcije Y=Ln(Y). U slu¢aju normalne
ili log-normalne distribucije transformaciju nisam radio. Zatim sam izbacio vrijednosti koje
odstupaju metodom ROUT gdje je Q jednak 5%. Statisticku analizu ovako dobivenih podataka sam
nadalje radio jednosmjernim ANOVA testom za neponovljena mjerenja s post-hoc testom po
Tukeyu za podatke s normalnom i log-normalnom distribucijom. Statisticku znacajnost sam
definirao na razini P<0,05. Rezultate dobivene ANOVA testom prikazao sam kao srednju

vrijednost + standardna devijacija.
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4. REZULTATI

4.1. KORELACIJA REZULTATA MJERENJA OPTICKE GUSTOCE 1
POVRSINE SIGNALA

Za marker CD68 visoki koeficijent korelacije izmedu mjerenja opticke gustoce i povrsine
signala za SPLX skupinu miSeva je u podru¢ju hipokampusa na ipsilateralnoj strani s koeficijentom
korelacije od 0,68. Kod SPLX-SHAM skupine miseva koeficijent korelacije je takoder visok na
ipsilateralnoj strani hipokampusa s jo§ ve¢om vrijednosti korelacije od 0,92. Pravci koji prikazuju

korelaciju za ipsilateralnu stranu hipokampusa mogu se vidjeti na Slici 9.
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Slika 9. Prikaz korelacija izmedu opticke gustoce (OD) i povrSine signala za marker grupa diferencijacije
68 (od engl. cluster of differentiation 68 - CD68) mjerenog na ipsilaterlanoj strani hipokampusa za SPLX i
SPLX-SHAM skupinu miSeva. Svaka tocka predstavlja jedno od mjerenja za opti¢ku gustocu i povrsinu
signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-SHAM skupinu sivo. Aj oznacava
arbitrarnu jedinicu.

19



Za marker Ibal koeficijent korelacije izmedu mjerenja opticke gustoce i povrsine signala
za SPLX skupinu je visok u podrucju striatuma na ipsilateralnoj strani s vrijednos¢u od 0,83. kao
§to je prikazano na Slici 10. Za SPLX-SHAM skupinu koeficijent korelacije je visok na

ipsilateralnoj strani korteksa s vrijednosc¢u od 0,84.
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Slika 10. Prikaz korelacije izmedu opticke gustoce (OD) i povrSine signala za marker ionizirana kalcij
vezujuca adapter molekula 1 (od engl. ionized calcium-binding adapter molecule 1 - Ibal) mjerenog na
ipsilateralnoj strani striatuma za SPLX i SPLX-SHAM skupinu miseva. Svaka tocka predstavlja jedno od
60 mjerenja za opticku gustocu i povrSinu signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-
SHAM skupinu sivo. Aj oznacava arbitrarnu jedinicu.

Najveci koeficijent korelacije izmedu mjerenja opticke gustoce i povrsine signala za marker
Tlr2 SPLX skupine je na podru¢ju hipokampusa na ipsilateralnoj strani mozga s vrijednoS¢u od
0,91 (Slika 11), dok je za SPLX-SHAM skupinu koeficijent korelacije najve¢i na podrucju
striatuma na ipsilateralnoj strani mozga (Slika 12) s vrijednos¢u od 0,63, no svejedno spada u

umjerenu korelaciju.
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Slika 11. Prikaz korelacije izmedu opticke gustoce (OD) i povrsine signala za marker tollu slican receptor
2 (od engl. toll like receptor 2 - TIr2) mjerenog na ipsilateralnoj strani hipokampusa za SPLX i SPLX-
SHAM skupinu miseva. Svaka tocka predstavlja jedno od 60 mjerenja za optiCku gustocu i povrsinu
signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-SHAM skupinu sivo. Aj oznacava
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Slika 12. Prikaz korelacije izmedu opticke gustoce (OD) i povrSine signala za marker tollu sli¢an receptor
2 (od engl. toll like receptor 2 — TLR2) mjerenog na ispilaterlanoj strani striatuma za SPLX i SPLX-
SHAM skupinu miseva. Svaka tocka predstavlja jedno od 60 mjerenja za opticku gustocu i povrsinu

signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-SHAM skupinu sivo. Aj oznacava

arbitrarnu jedinicu.
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Marker GFAP ima visoki koeficijent korelacije izmedu mjerenja opticke gustoce i povrSine
signala za SPLX skupinu na podrucju hipokampusa na kontralateralnoj strani mozga s vrijednoscéu
od 0,75 (Slika 13). Za SPLX-SHAM skupinu visoki koeficijent korelacije je na podrucju korteksa

ipsilateralne strane mozga i iznosi 0,77 (Slika 14).
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Slika 13. Prikaz korelacije izmedu opticke gustoc¢e (OD) i povrsine signala za marker glijalni fibrilarni
kiseli protein (od engl. glial fibrillary acidic protein — GFAP) mjerenog na kontralateralnoj strani
hipokampusa za SPLX i SPLX-SHAM skupinu miSeva. Svaka to¢ka predstavlja jedno od 60 mjerenja za
opticku gusto¢u i povrSinu signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-SHAM skupinu
sivo. Aj oznacava arbitrarnu jedinicu.
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Slika 14. Prikaz korelacije izmedu opticke gusto¢e (OD) i povrSine signala za marker glijalni fibrilarni
kiseli protein (od engl. glial fibrillary acidic protein — GFAP) mjerenog na ipsilateralnoj strani korteksa za
SPLX i SPLX-SHAM skupinu. Svaka tocka predstavlja jedno od 60 mjerenja za opti¢ku gustocu i
povrsinu signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-SHAM skupinu sivo. Aj ozna¢ava
arbitrarnu jedinicu.

Visoki koeficijent korelacije izmedu mjerenja opticke gustoce i povrsine signala za marker
NeuN kod SPLX skupine je na podruc¢ju korteksa ipsilateralne strane mozga s vrijedno$¢u od 0,79
(Slika 15). Za SPLX-SHAM skupinu visoki koeficijent korelacije je na podru¢ju hipokampusa na

ipsilateralnoj strani mozga s vrijedno$¢u 0,73 (Slika 16).
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Slika 15. Prikaz korelacije izmedu opti¢ke gustoée (OD) i povrSine signala za marker heksaribonukleotid
vezujucéi protein-3 (od engl. hexaribonucleotide binding protein-3 — NeuN) mjerenog na ipsilateralnoj
strani korteksa za SPLX i SPLX-SHAM skupinu miSeva. Svaka to¢ka predstavlja jedno od 60 mjerenja za
opticku gustoc¢u i povr§inu signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-SHAM skupinu
Sivo. Aj oznacava arbitrarnu jedinicu.
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Slika 16. Prikaz korelacije izmedu opti¢ke gustoce (OD) i povrSine signala za marker heksaribonukleotid
vezujuéi protein-3 (0d engl. hexaribonucleotide binding protein-3 — NeuN) mjerenog na ipsilateralnoj
strani hipokampusa za SPLX i SPLX-SHAM skupinu miseva. Svaka tocka predstavlja jedno od 60
mjerenja za opticku gustoéu i povrsinu signala. Podaci za SPLX skupinu su obojani plavo, a za SPLX-
SHAM skupinu sivo. Aj oznacava arbitrarnu jedinicu.
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4.2. AKTIVACIJA MIKROGLIJE NAKON ISHEMIHJSKE LEZIJE

Obojani CD68 marker je prikazan na Slici 17 zelenom bojom. Aktivacija CD68 markera
mjerena optickom gusto¢om veca je kod SPLX skupine miSeva, a najve¢a je u podrucju
hipokampusa. U podrué¢ju hipokampusa se statistickom obradom pokazalo da je aktivacija markera
na ipsilateralnoj strani SPLX skupine veca od aktivacije markera na ipsilateralnoj strani SPLX-

SHAM skupine (F (3, 235) = 5,802 i P<0,001).

Slika 17. Slika ipsilateralne strane hipokampusa uzorka pripremljenog u Laboratorijskom zavodu za
regenerativnu neurologiju 0903 (LZRN 0903) koji sam obojao za imunodetekciju markera i slikao s
konfokalnim mikroskopom. Zelenom je bojom ozna¢en marker grupa diferencijacije 68 (od engl. cluster
of differentiation 68 - CD68), crvenom marker ionizirana kalcij vezujuc¢a adapter molekula 1 (od engl.
ionized calcium-binding adapter molecule 1 — Ibal) i tirkiznom jezgre stanica obojane bojom 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI).
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Takoder je aktivacija CD68 marker na kontralateralnoj strani u obje skupine veca od
aktivacije markera na ipsilateralnoj strani SPLX-SHAM skupine (Slika 18). Aktivacija markera
CD68 mjerena povrsinom signala je veca u SPLX skupini i to u podruc¢ju striatuma (Slika 19).
Mjerenja su pokazala da je aktivacija na ipsilateralnoj strani SPLX skupine veca od aktivacije u
SPLX-SHAM skupine na ipsilateralnoj strani, dok statisti¢ki znacajne razlike u aktivaciji izmedu
SPLX ipsilateralne i SPLX kontralateralne strane nema. Kod mjerenja je statistika bila sljedeca F
(3, 235) = 49,60 i P<0,0001.
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Slika 18. Opticka gustoca za marker grupa diferencijacije 68 (od engl. cluster of differentiation 68 -
CD68) na podrucju hipokampusa za splenektomiranu (SPLX) i lazno operiranu (SPLX-SHAM) skupinu.
Rezultati prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju od 60 mjerenja za SPLX-IL, SHAM-IL i
SPLX-CL skupinu i 59 mjerenja za SHAM-CL skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL
kontralateralnu stranu mozga. Aj oznacava arbitrarnu jedinicu. Podaci su analizirani ANOVA testom
(**p<0,01).
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Slika 19. Povrsina signala za marker grupa diferencijacije 68 (od engl. cluster of differentiation 68 -
CD68) na podrucju striatuma za splenektomiranu (SPLX) i lazno operiranu (SPLX-SHAM) skupinu.
Rezultati prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju od 60 mjerenja za SPLX-IL, SHAM-IL i
SPLX-CL skupinu i 59 mjerenja za SHAM-CL skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL
kontralateralnu stranu mozga. Podaci su analizirani ANOVA testom (****p<0,001).

Proteinski marker Ibal se nalazi na membrani monocita, a jace je eksprimiran kod
aktivirane mikroglije. Neaktivirana i aktivirana mikroglija ima razli¢itu morfologiju. Kao §to je
prikazano na Slici 20 neaktivirana mikroglija ima ramificirani oblik dok aktivirana mikroglija ima
ameboidnu morfologiju kao $to je prikazano na Slici 21. Za marker Iba sveukupna aktivacija
izmjerena optickom gustocom otprilike je jednaka za SPLX 1 SPLX-SHAM skupinu na podrucju
striatuma (F (3, 236) = 25,91 i P=0,0001).
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Slika 20. Prikaz kontralateralne strane korteksa uzorka pripremljenog u Laboratorijskom zavodu za
regenerativnu neurologiju 0417 (LZRN 0417). Strelica pokazuje neaktiviranu mikrogliju koja ima
ramificirani oblik. Mikrogliju sam obojao pomoc¢u markera ionizirana kalcij vezujuc¢a adapter molekula 1
(od engl. ionized calcium-binding adapter molecule 1 — Ibal) i imunodetektirao konfokalnim
mikroskopom.
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100 pm

Slika 21. Prikaz ipsilateralne strane korteksa uzorka pripremljenog u Laboratorijskom zavodu za
regenerativnu neurologiju 0417 (LZRN 0417). Strelica pokazuje aktiviranu mikrogliju koja ima ameboidni
oblik. Mikrogliju sam obojao za marker ionizirana kalcij vezujuca adapter molekula 1 (od engl. ionized
calcium-binding adapter molecule 1 — Ibal) i imunodetektirao konfokalnim mikroskopom.

Aktivacija na ipsilateralnoj strani striatuma izmjerena optickom gusto¢om SPLX skupine
znatno je veca od aktivacije na kontralateralnoj strani SPLX 1 SPLX-SHAM skupine. Takoder je
aktivacija na ipsilateralnoj strani SPLX-SHAM skupine veca od aktivacije na kontralateralnoj
strani SPLX i SPLX-SHAM skupine (Slika 22). Na Slici 23 je prikazana aktivacija mikroglije. Kod
mjerenja aktivacije markera Ibal metodom povrSine signala aktivnost je takoder veca kod SPLX
skupine i to u svim regijama. Unato¢ tome, najznacajnija razlika u aktivaciji je bila u podrucju
korteksa gdje je nakon obrade podataka vidljivo da je aktivacija na ipsilateralnoj strani SPLX
skupine vecéa od aktivacije na ipsilateralnoj strani SHAM skupine (F (3, 235) = 19,48 i P=0,0001).
Razina aktivacije ipsilateralne strane SPLX skupine takoder je veca od razine aktivacije

29



kontralateralne strane SPLX i SPLX-SHAM skupine. Aktivacija u SPLX-SHAM skupini je veéa

na ipsilateralnoj strani i prelazi razinu aktivacije kontralateralne strane SPLX skupine (Slika 24).
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Slika 22. Opticka gusto¢a za marker ionizirana kalcij vezujuéa adapter molekula 1 (od engl. ionized
calcium-binding adapter molecule 1 — Ibal) na podruéju striatuma za splenektomiranu (SPLX) i lazno
operiranu (SPLX-SHAM) skupinu. Rezultati prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju od 60
mjerenja za sve Cetiri skupine. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL kontralateralnu stranu mozga. Aj
oznacava arbitrarnu jedinicu. Podaci su analizirani ANOVA testom (***p<0,001; ****p<0,0001).
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Slika 23. Slika ipsilateralne strane korteksa uzorka pripremljenog u Laboratorijskom zavodu za
regenerativnu neurologiju 0902 (LZRN 0902) koji sam obojao za imunodetekciju markera i slikao
konfokalnim mikroskopom. Zelenom bojom je oznac¢en marker grupa diferencijacije 68 (od engl. cluster
of differentiation 68 - CD68), crvenom marker ionizirana kalcij vezujuca adapter molekula 1 (od engl.
ionized calcium-binding adapter molecule 1 — Ibal) i tirkiznom jezgre stanice obojane bojom 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI).
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Slika 24. Povrsina signala za marker ionizirana kalcij vezuju¢a adapter molekula 1 (od engl. ionized
calcium-binding adapter molecule 1 — Ibal) na podruéju korteksa za SPLX i SPLX-SHAM skupinu.
Rezultati prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju od 60 mjerenja za SPLX-IL, SPLX-CL i
SHAM-CL skupinu i 59 mjerenja za SHAM-IL skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL
kontralateralnu stranu mozga. Podaci su analizirani ANOVA testom (*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001).

TIr2 je receptor koji se nalazi na povrsini stanicne membrane imunosnih stanica. Aktivirani

TIr2 marker se moZze vidjeti na Slici 25. Aktivacija markera Tlr2 izmjerena optickom gusto¢om je

otprilike jednaka ako ne i ve¢a u SPLX-SHAM skupini.
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Slika 25. Slika kontralateralne strane striatuma uzorka pripremljenog u Laboratorijskom zavodu za
regenerativnu neurologiju 0743 (LZRN 0743) koji sam obojao za imunodetekciju i slikao konfokalnim
mikroskopom. Zelenom bojom je oznacen marker tollu sli¢an receptor 2 (od engl. toll like receptor 2 - TIr2).

Statisti¢ki najznacajniji rezultati su u regiji striatuma (F (3, 234) = 8,417 i P=0,0001) gdje
je aktivacija kontralateralnih strana jednaka kod SPLX i SHAM-SPLX skupine. Takoder je
kontralateralna strana SPLX skupine znacajno veca od aktivacije na ipsilateralnoj strani SPLX
skupine te je aktivacije na kontralateralnoj strani SPLX-SHAM skupine veca od aktivacije na
ipsilateralnoj strani SPLX i SHAM-SPLX skupine (Slika 26). Aktivacija TIr2 markera izmjerena
povrsinom signala takoder je otprilike jednaka izmedu dvije skupine, no neznatno je veca kod
SPLX skupine. Statisticki najznacajnija regija je podrucje hipokampusa (F (3, 235) = 12,49 1
P=0,0001) gdje je aktivacija ipsilateralnih strana SPLX i SPLX-SHAM skupine veca od aktivacije
na kontralateralnoj strani SPLX skupine. Takoder je i aktivacija na kontralateralnoj strani SPLX-

SHAM skupine vecéa od aktivacije na kontralateralnoj strani SPLX skupine (Slika 27).
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Slika 26. Opticka gustoca za marker tollu slic¢an receptor 2 (od engl. toll like receptor 2 - TIr2) na
podrudju striatuma za SPLX i SPLX-SHAM skupinu. Rezultati prikazuju srednju vrijednost + standardnu
devijaciju od 60 mjerenja za SHAM-IL, SPLX-CL | SHAM-CL skupinu i 58 mjerenja za SPLX-IL
skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL kontralateralnu stranu mozga. Aj oznacava arbitrarnu
jedinicu. Podaci su analizirani ANOVA testom (*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001).

34



5000 - * Kk
NE. * %
=2 4000+  —
5
[1]

S 30004
R
7]
© 20004
=
wn
S 1000-
[=]
o

ﬂ_

Eksperimentalna skupina

Slika 27. Povrsina signala za marker tollu slican receptor 2 (od engl. toll like receptor 2 - TIr2) na
podruéju hipokampusa za SPLX i SPLX-SHAM skupinu. Rezultati prikazuju srednju vrijednost +
standardnu devijaciju od 60 mjerenja za SPLX-IL, SHAM-IL i SHAM-CL skupinu i 59 mjerenja za
SPLX-CL skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL kontralateralnu stranu mozga. Podaci su
analizirani ANOVA testom (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).

4.4. UTJECAJ MAKROFAGA NA AKTIVNOST ASTROCITA | BROJ
NEURONA NAKON ISHEMUESKE LEZIJE

Marker GFAP je protein koji se nalazi u astrocitama. Aktivacija markera GFAP mjerena
opti¢kom gusto¢om je otprilike jednaka izmedu SPLX i SPLX-SHAM skupine. Sama aktivnost
markera GFAP se moze vidjeti na Slici 28. Statisti¢ki najznacajniji podaci (F (3, 236) = 14,36 1
P=0,0001) su u podrucju striatuma gdje je aktivnost markera kontralateralne i ipsilateralne strane
SPLX-SHAM skupine veca od aktivnosti na kontralateralnoj strani SPLX skupine te je aktivnost
na ipsilateralnoj strani SPLX skupine vec¢a od aktivnosti na kontralateralnoj strani iste skupine

(Slika 29).

S druge strane, kod mjerenja aktivnosti povrSinom signala SPLX skupina ima vecu
aktivnost i to na podrucju striatuma koje je statisti¢ki najznacajnije (F (3, 230) = 16,42 i P=0,0001).
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Aktivnost na ipsilateralnoj strani SPLX skupine je znacajno veca od aktivnosti na ipsilateralnoj
strani SPLX-SHAM skupine i od aktivnosti na kontralateralnoj strani kod SPLX i SPLX-SHAM
skupina (Slika 30).

Slika 28. Slika ipsilateralne strane striatuma uzorka pripremljenog u Laboratorijskom zavodu za
regenerativnu neurologiju 0902 (LZRN 0902) koji sam obojao za imunodetekciju markera i slikao
konfokalnim mikroskopom. Crvenom bojom je ozna¢en marker glijalni fibrilarni kiseli protein (od engl.
glial fibrillary acidic protein — GFAP), plavom marker heksaribonukleotid vezuju¢i protein-3 (od engl.
hexaribonucleotide binding protein-3 — NeuN) i tirkiznom jezgre stanica obojane bojom 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI).
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Slika 29. Opticka gustoca za marker glijalni fibrilarni kiseli protein (od engl. glial fibrillary acidic protein
— GFAP) na podru¢ju striatuma za SPLX i SPLX-SHAM skupinu. Rezultati prikazuju srednju vrijednost +
standardnu devijaciju od 60 mjerenja za sve skupine. IL oznacéava ipsilateralnu stranu, a CL
kontralateralnu stranu mozga. Aj oznacava arbitrarnu jedinicu. Podaci su analizirani ANOVA testom
(****p<0,0001).
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Slika 30. Povrsina signala za marker glijalni fibrilarni kiseli protein (od engl. glial fibrillary acidic protein
— GFAP) na podru¢ju striatuma za SPLX i SPLX-SHAM skupinu. Rezultati prikazuju srednju vrijednost +
standardnu devijaciju od 57 mjerenja za SPLX-IL, 58 za SHAM-IL, 60 za SPLX-CL i 59 za SHAM-CL
skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL kontralateralnu stranu mozga. Podaci su analizirani
ANOVA testom (****p<0,0001).

NeuN je protein koji se nalazi u jezgri neurona. Njegovo bojanje se moze vidjeti na Slici
31. Izmjerena aktivnost za marker NeuN optickom gusto¢om je znacajno vec¢a kod SPLX-SHAM
skupine u odnosu na SHAM skupinu. Statisticki najznacajnija razlika (F (3, 231) = 24,30 1
P=0,0001) je u podrucju striatuma gdje je aktivnost kontralateralne strane SPLX-SHAM skupine

veca od kontralateralne strane SPLX skupine.

Takoder je aktivnost na ipsilateralnoj strani SPLX-SHAM skupine znatno veca od
aktivnosti na ipsilateralnoj i kontralateralnoj strani SPLX skupine. Uz to je i aktivnost na
ipsilateralnoj strani SPLX skupine veca u odnosu na kontralateralnu stranu iste skupine (Slika 32).
Aktivnost izmjerena povrSinom signala takoder je ve¢a u SPLX-SHAM skupini te je statisticki

najpouzdanija (F (3, 223) = 33,77 i P=0,0001) u podrucju korteksa. Aktivnost na ipsilateralnoj
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strani SPLX-SHAM skupine osrednje je veca u usporedbi s aktivno$¢u na kontralateralnoj strani
iste skupine. S druge strane, aktivnost na ipsilateralnoj strani SPLX-SHAM skupine znatno je veca
od aktivnosti na kontralateralnoj i ipsilateralnoj strani SPLX skupine. Ujedno je i aktivnost
kontralateralne strane SPLX-SHAM skupine znatno veca od aktivnosti kontralateralne strane
SPLX skupine. Takoder je i aktivnost ipsilateralne strane SPLX skupine dostatno veca od

aktivnosti kontralateralne strane iste skupine (Slika 33).

Slika 31. Slika kontralateralne strane korteksa uzorka pripremljenog u Laboratorijskom zavodu za
regenerativnu neurologiju 0419 (LZRN 0419) koji sam obojao za imunodetekciju markera i slikao
konfokalnim mikroskopom. Plavom bojom je oznacen marker heksaribonukleotid vezujucéi protein-3 (od
engl. hexaribonucleotide binding protein-3 — NeuN).
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Slika 32. Opticka gustoca za marker heksaribonukleotid vezujuci protein-3 (od engl. hexaribonucleotide
binding protein-3 — NeuN) na podruéju striatuma za SPLX i SPLX-SHAM skupinu. Rezultati prikazuju
srednju vrijednost + standardnu devijaciju od 60 mjerenja za SHAM-IL, SPLX-CL i SHAM-CL skupinu i
55 za SPLX-IL skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL kontralateralnu stranu mozga. Aj oznacava
arbitrarnu jedinicu. Podaci su analizirani ANOVA testom (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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Slika 33. Povrsina signala za marker heksaribonukleotid vezujuéi protein-3 (od engl. hexaribonucleotide
binding protein-3 — NeuN) na podruéju korteksa za skupine SPLX i SPLX-SHAM. Rezultati prikazuju
srednju vrijednost + standardnu devijaciju od 55 mjerenja za SPLX-IL, 58 za SHAM-IL, 57 za SPLX-CL i
57 za SHAM-CL skupinu. IL oznacava ipsilateralnu stranu, a CL kontralateralnu stranu mozga. Podaci su
analizirani ANOVA testom (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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5. RASPRAVA

Ipsilateralna strana mozga je u ovom eksperimentu mjesto ozljede na koje dolaze imunosne
stanice, dok je kontralateralna strana kontrolna strana, kod koje prema hipotezi istrazivanja,
aktivacija markera bi trebala biti manja. Takoder je velika vaznost u razlici izmedu SPLX i SHAM

skupine gdje je SHAM skupina kontrolna grupa i ima slezenu.

CD68 marker je glikoprotein koji se nalazi na mononuklearnim fagocitima u koje spada
mikroglija i makrofagi. U stanicama se nalazi u endosomima i moze migrirati na povrsinu stanice.
Na njega se vezu apoptoti¢ne stanice i fosfatidilserin i potencijalno ima ulogu u procesiranju i
prezentaciji antigena (Chistiakov i sur. 2017). Prema dobivenim rezultatima izmjerenima optickom
gusto¢om i povr§inom signala za marker CD68 moze se zakljuéiti da nakon ishemijskog mozdanog
udara dolazi do migracije mikroglije na mjesto ozljede i poticanja upale. To se potvrduje jer je
aktivacija veca u skupini miSeva kojoj je izvadena slezena pa nema perifernih makrofaga koji bi
utjecali na upalu. Dodatna potvrda je razlika u aktivaciji na ipsilateralnoj strani SPLX skupine i
kontralateralnoj strani SHAM skupine jer kontralateralna strana nije bila zahvacena ishemijskim

mozdanim udarom i SHAM skupina ima slezenu.

Ibal je protein koji veze aktin i nalazi se u naborima stani¢cne membrane mikroglije i prema
Sasaki 1 sur. (2001) mutacija u tom proteinu onemogucuje stvaranje pravilnih nabora i samu
fagocitozu. Njegova aktivacija takoder ide u prilog tvrdnji da je glavni pokreta¢ upale u mozgu
mikroglija. To se vidi iz podataka izmjerenih optickom gusto¢om i povrSinom signala gdje je
aktivacija tog markera zna¢ajno veca na ipsilateralnoj strani SPLX skupine, nego na ipsilateralnoj
strani SHAM skupine.

TIr2 receptor je po gradi transmembranski protein koji se nalazi na stanicama urodene
imunosti i prepoznaje razli¢ite antigene od patogena i umirucih stanica (Flo i sur 2001). Podaci za
TIr2 se mogu dvojako protumaciti ovisno o metodi mjerenja. Prema podatcima dobivenim
optickom gusto¢om kontralateralna strana SHAM i SPLX skupine ima vecu aktivaciju ovog
markera od ipsilateralne strane $to upucuje na to da nema uopée upale nakon oSte¢enja §to je
kontradiktorno podacima za Ibal i CD68 marker. To se moze objasniti zbog koriStenja opticke

gustoce kao metode mjerenja, a to ¢e biti kasnije viSe objasnjeno. S druge strane, podaci o aktivaciji
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dobiveni mjerenjem povrsine signala pokazuju da je aktivacija veca na ipsilateralnoj strani i SHAM
1 SPLX skupine od kontralateralne strane SPLX skupine. To upucuje na aktivaciju i mikroglije i

makrofaga na mjestu osteéenja.

GFAP je protein koji se nalazi u citosolu, a u centralnom ziv€anom sustavu iskljuc¢ivo u
astrocitima gdje ima ulogu intermedijarnog filamenta i time ulogu u medustani¢noj komunikaciji,
odrzavanju krvno mozdane barijere i mitozi (Baba i sur. 1997). Njegova aktivacija je veca na
ipsilateralnoj strani SPLX i SHAM skupine izmjerena optickom gusto¢om i povrSinom signala. 1z
toga se da zakljuciti da je doslo do oStecenja na ipsilateralnoj strani jer stanice astrocite pomazu u
oporavku od ozljede u mozgu i imaju potpornu ulogu ostalim stanicama. Takoder, prema podacima
izmjerenim povrSinom signala GFAP markera ozljeda je ve¢a kod SPLX skupine kojoj je izvadena
slezena $to potencijalno upucuje na to da makrofagi imaju ulogu u smanjenju upale Sto ¢u kasnije

detaljnije objasniti.

NeuN je protein koji se nalazi u jezgri neurona. Zbog njegove sposobnosti vezanja DNA i
RNA prema Gusel’nikova i Korzhevskiy (2015) sumnja se da ima regulatornu ulogu u jezgri, no
ne zna se to¢no koju. U prilog tvrdnji da je opseg ozljede veéi kod SPLX skupine idu podaci o
aktivaciji izmjereni optickom gusto¢om i povr§inom signala po kojima se vidi smanjena aktivacija
na ipsilateralnoj strani SPLX skupine u odnosu na istu stranu SHAM skupine. Smanjena aktivacija
ukazuje na manji broj neurona i na vecu ozljedu uzrokovanu dodatnom upalom koju je uzrokovala

mikroglija, a ne periferni makrofagi.

Sama splenektomija je radena kako bi se uklonio u¢inak perifernih makrofaga na upalne
procese u mozgu u SPLX skupini te kako bi se rezultati mogli usporediti sa skupinom Zivotinja
koja ima slezenu (SPLX-SHAM skupina) i time vidjeti kakvu ulogu makrofagi imaju u upali.
Dosad je primije¢eno kod Zivotinja kako se u akutnoj fazi ishemijskog mozdanog udara slezena
smanjuje te da je smanjenje u pozitivnoj korelaciji s opsegom ozljede (Liu i sur. 2015). To se moZe
objasniti migracijom imunosnih stanica u mozak. Kod prethodno radenih istraZivanja na
splenektomiranim Zivotinjama dobiveni su dvojaki rezultati gdje u nekim slucajevima
splenektomija djeluje neuroprotektivno (Lai i Todd 2006), a u drugim pogorsava nastalu ozljedu
(Konsman i sur. 2007). To se moze potencijalno objasniti vremenskim periodom u kojem je radena
splenektomija, prije ili nakon izazivanja ishemijskog mozdanog udara (Liu i sur. 2015). Tako je u

jednoj studiji pokazano kako splenektomija dva tjedna prije izazivanja trajne okluzije srediSnje
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cerebralne arterije (od eng. permanent middle cerebral artery occlusion — pMCAO) djeluje
neuroprotektivno smanjujuci volumen zahvacenog tkiva mozdanim udarom u Stakora za 80%
(Honner i Docherty 1999). U drugoj studiji na miSevima i Stakorima ustanovljeno je kako
splenektomija odmah nakon izazivanja MCAO ne poboljsava ishode (Zierath i sur. 2017).
Objasnjenje za to je da dolazi do imunosnog odgovora zbog same operacije ¢ime je zakljuceno da
je najbolje vrijeme za raditi splenektomiju dva tjedna prije izazivanja mozdanog udara (Seifert i
Offner 2018), a u prilog tome ide izmjerena povrSina signala za TIr2 marker u podrucju

hipokampusa koja sugerira prisutnost makrofaga.

Splenektomija moZe pogorsati upalne procese u mozgu zbog same prirode makrofaga i
mikroglije. Naime, obje vrste stanica imaju sposobnost polarizacije u proupalni M1, oblik Kkoji
pogorsava upalu, 1 u antiupalni M2 oblik, koji pospjesuje zacjeljivanje i time oporavak (Xiong i
sur. 2016). Sveukupna koli¢ina mikroglije (dakle M1 i M2 tip) se smanjuje nakon 48 do 72 sata
(Zhao i sur. 2017) dok se makrofagi po¢inju pojavljivati unutar prva dva sata (Elali i Leblanc 2016)
1 postignu najvecu koncentraciju sedmi dan od udara nakon ¢ega ona pocinje padati (Jayaraj 1 sur.
2019). Medutim, koncentracija M2 tip mikroglije se povecava unutar 12 sati i nakon 3 dana pada,
dok se koncentracija M1 tip mikroglije konstantno odrzava i do 14 dana nakon ishemijskog
mozdanog udara (Kanazawa i sur. 2017). Prema rezultatima dobivenim u ovom radu za markere
CD68 1 Ibal prisutnost mikroglije je ve¢a kod splenektomiranih miSeva na ipsilateralnoj strani $to
sugerira da je mikroglija u M1 tipu polarizacije i pogorSava upalu. Koncentracija makrofaga M1 1
M2 tipa je oko 7. dana otprilike ista, no s vremenom koncentracija M1 tip makrofaga pada i nakon
14 dana najvise je prisutan M2 tip makrofaga (Jayaraj i sur. 2019). Prema ovim podacima i
rezultatima za NeuN marker ¢ija je prisutnost manja na ipsilateralnoj strani SPLX skupine moze
se zakljuCiti da je mikroglija najviSe zasluzna za loSu prognozu zbog poticanja upale, dok
makrofazi imaju ve¢u ulogu u samom oporavku od ozljede iako same mikroglije imaju sposobnost
poticanja zacjeljenja i aksonalnog rasta neurona. Takoder, koli¢ina izmjerenog GFAP markera je
veca na ipsilateralnoj strani vjerojatno zbog uloge astrocita u oporavku od ozljede. U prilog tome
objaSnjenju ide da su rezultati dobiveni 28. dana nakon izazivanja ishemije, Sto prelazi u kroni¢nu

fazu ishemijske lezije.

Prema jednoj studiji blokiranjem C-C kemokinskog receptora tipa 2 (od eng. C-C
chemokine receptor type 2 - CCR2), koji se nalazi na makrofagima, jedan tjedan nakon tMCAQO
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dolazi do smanjenja M2 tipa djelovanja makrofaga i smanjena poboljSanja bihevioralnih
sposobnosti miSeva nakon ishemijskog mozdanog udara (Wattananit i sur. 2016). U jednoj drugoj
studiji je pokazano kako M1 tip makrofaga pomaZze u oporavku i smanjenju oStecenja tako da se
polariziraju u M2 tip i poticu polarizaciju drugih makrofaga u M2 tip. U prilog tome ide smanjenje
koncentracije M1 tip makrofaga nakon 7 dana s najve¢om koncentracijom nakon 3 dana. Nadalje,
jedna studija je potvrdila kako splenektomija prije izazivanja mozdanog udara smanjuje
koncentraciju i infiltraciju M1 tip i M2 tip makrofaga u mozak, no u toj studiji u isto vrijeme nije
primijecen nikakav uc¢inak splenektomije na ozljedu koja je nastala nakon mozdanog udara (Elali
i Leblanc 2016), no prema rezultatima za CD68 marker i Tlr2 marker moze se primijetiti da je
prisutnost makrofaga manja u SPLX skupini, nego u SPLX-SHAM skupini. Nedostatak u¢inka se
moze objasniti time $to je splenektomija radena neposredno prije izazivanja mozdanog udara ¢ime

se imunosni sustav nije mogao prilagoditi na novonastale uvjete.

Racunanjem koeficijenta korelacije izmedu opticke gustoce i povrSine signala moze se
primijetiti kako je korelacija ve¢inom velika kod svih markera osim kod markera TIr2 i NeuN $to
se moze vidjeti 1 prema izmjerenim podatcima. Korelacija je manja za opticku gustocu isto kao Sto
je i izmjerena aktivacija manja. Do razlike dolazi zbog na¢ina na koji metoda radi. PovrSina signala
moze biti osjetljivija metoda ako se pravilno postavi prag jer ona mjeri pojedinacne piksele dok
opticka gustoc¢a mjeri gradijent sive boje. Time, ako ima malo aktivacije ona se izgubi tijekom
mjerenja opti¢ke gustoc¢e dok je kod povrSine signala svaki aktivirani marker reprezentiran
pikselom. Sam koeficijent korelacije je mjeren kako bi se ustvrdilo koja je metoda bolja za analizu

podataka dobivenih imunohistokemijsim bojanjem.
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6. ZAKLJUCAK

Splenektomija koja je radena dva tjedna prije izazivanja ishemijskog mozdanog udara
metodom tMCAO je pogorsala upalne procese U mozgu nakon mozdanog udara $to je dokazano
statistiCki znacajnim razlikama u SPLX skupini kod kojih je glavni uzro¢nik upale mikroglija.
Takoder je pokazano kako je upala manja u SPLX-SHAM skupini. Jedno od objasnjenja je to da
zbog sposobnosti polarizacije makrofagi pretezno prelaze u M2 tip i time smanjuju upalu djelujuéi
povoljno na posljedice ishemijske lezije u SPLX-SHAM skupini. S druge strane, u SPLX skupini
makrofagi nisu prisutni i samim time je upala ve¢a zbog same aktivnosti M1 tipa mikroglije.
Takoder, ovim radom moZemo potvrditi da opticka gustoca i povrsina signala mogu dati pouzdane
rezultate ovisno o jacini aktivacije. AKO je manje markera koji je aktiviran, povrSina signala je
pogodnija za mjerenje zbog same prirode metode, no obje metode su validne metode mjerenja

podataka.
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8. ZIVOTOPIS

Op¢u gimnaziju u Srednjoj skoli Zlatar zavrs$io sam 2016. godine te upisao Preddiplomski
sveucili$ni studij Biologije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.
Tijekom druge godine preddiplomskog studija primao sam STEM stipendiju. 2019. godine zavrsio
sam Preddiplomski studij Biologije i upisao Diplomski sveucilis$ni studij Eksperimentalna biologija
modul fiziologija i imunobiologija. Tijekom druge godine studija primao sam Stipendiju za
izvrsnost grada Zagreba.

U akademskoj godini 2018./2019. odradio sam Laboratorijsku stru¢nu praksu na Zavodu
za Molekularnu biologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu. U periodu od
18.10.2021. do 01.03.2022. radio sam u Poliklinici za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku
Synlab na molekularnoj dijagnostici spolno prenosivih bolesti i SARS-CoV-2. Od 01.03.2022. sam
krenuo raditi u Poliklinici Breyer na izolaciji plazme iz krvi koja se dalje koristila za prenatalanu
dijagnostiku. 2021. godine sam polozio certifikat LabAnim A kategorije za osposobljenost za rad
s laboratorijskim zivotinjama. Od 06. do 09.04.2022. sam sudjelovao na sedamnaestoj RECOOP
konferenciji (Regional Cooperation for Health, Science and Technology) gdje sam bio jedan od

izlagaca.

Polozio sam IELTS ispit za sluzenje engleskim jezikom 2019. godine te sam po
samoprocjeni na C1 razini. Govorim i piSem njemacki po samoprocjeni na B1 razini. Snalazim se
s francuskim jezikom na A1 razini. Dobro se sluZzim s Microsoft Office paketom te imam osnovno

znanje u radu s programom ImageJ.
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