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SAZETAK

POKAZATELJI OSTECENJA I OPORAVKA U RAZLICITIM MOZDANIM
REGIJAMA I VREMENSKIM INTERVALIMA NAKON TRAUMATSKE
OZLJEDE MOZGA U STAKORA

PETRA DOLENEC
Zavod za farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci,
Brace Branchetta 20, 51 000 Rijeka

U ovom doktorskom radu proucavani su opseg i vrijeme pojave pokazatelja ostecenja i
oporavka posljedi¢no traumatskoj ozljedi mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) u dosad
nedovoljno istraZzenim regijama mozga (talamus, mali mozak, rostralni dio velikog mozga).
Pokusi su radeni na odraslim Hannover-Wistar Stakorima muskog spola. TBI je inducirana
metodom lateralne ozljede mozga tlakom tekuéine. Stakori su Zrtvovani prvog, treceg ili
sedmog dana nakon TBI, a kontrolnu skupinu ¢inile su Zivotinje Zrtvovane prvog dana nakon
lazne ozljede. Uzorci mozgova proucavani su Western blot i TUNEL metodama,
histoloskim/imunohistoloskim analizama te Fluoro-Jade B bojenjem. U talamusu ozlijedenih
Zivotinja pronadene su progresivna degeneracija i gubitak neurona, programirana stani¢na smrt
neovisna o aktivnoj kaspazi-3, a posredovana ¢imbenikom indukcije apoptoze (AIF), reaktivna
astrocitoza i mikroglioza, te ogranicene neuroplasti¢ne promjene tijekom prvog tjedna nakon
TBI. U malom mozgu ozlijedenih Stakora, prvog dana nakon TBI, neurodegenerativne
promjene zabiljeZzene su u straZznjim reZnji¢ima, a potom su ponovno uocene sedmog dana
nakon traume u Sirem podrucju ove strukture. U IX. reZnjicu bio je detektiran i znacajan gubitak
Purkinjeovih stanica u svim istraZivanim vremenskim tockama. Najjace izraZena apoptoza, koja
nije bila posredovana aktivacijom kaspaze-3 niti AIF-om, zabiljeZena je prvog dana nakon
ozljede u svim slojevima kore IX. reznji¢a. PojaCani AIF signal pronaden je u bijeloj tvari
malog mozga tre¢eg 1 sedmog dana nakon TBI. Iako su ekspresije markera astrocita 1 mikroglije
bile smanjene u ipsilateralnoj polovici malog mozga nakon TBI, na mjestima oStecenja
Purkinjeovih stanica zabiljeZena je njihova aktivacija. Diskretne neuroplastiéne promjene
nakon TBI detektirane su u IX. reZnji¢u. U strukturama rostralnog dijela velikog mozga
degeneracija i gubitak neurona nisu zabiljezeni u prvom tjednu nakon TBI. U frontalnom
korteksu ozlijedenih Stakora pronadene su reaktivna astrocitoza i mikroglioza, te stanice
pozitivne na DCX, marker neuroblasta, a neuroplasticne promjene nisu uocene. Promjene
imunoreaktivnosti DCX-a detektirane su i u subventrikularnoj zoni i rostralnom migratornom
putu ozlijedenih Zivotinja. Sumarno, rezultati ovog rada pokazali su kako TBI u S$takora
uzrokuje pojavu znakova oSte¢enja i oporavka u istrazivanim mozdanim strukturama u
razli¢itim vremenskim to¢kama tijekom prvog tjedna nakon ozljede.
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ABSTRACT
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PETRA DOLENEC
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In this doctoral thesis regional and temporal distribution of the parameters of damage and
repair following traumatic brain injury (TBI) were investigated in the rat brain structures which
have not been previously studied extensively (thalamus, cerebellum, rostral part of the
cerebrum). Experiments were done on adult male Hannover-Wistar rats. TBI was induced by
lateral fluid percussion injury method. Rats were sacrificed on the first, third or seventh day
after TBI, and the rats sacrificed on the first day after sham injury were used as the control
group. Brain samples were examined by Western blot and TUNEL methods,
histologic/immunohistologic analyses, and by Fluoro-Jade B staining. In the thalamus of
injured animals progressive degeneration and neuronal loss, programmed cell death, which was
caspase-independent, but mediated by apoptosis inducing factor (AIF), reactive astrocytosis
and microgliosis as well as limited neuroplastic changes were detected during the first week
after TBI. In the cerebellum of the injured rats, on the first day after TBI, neurodegenerative
changes were discovered in the posterior lobules, and on the seventh day after brain trauma,
diffusely through this brain structure. In the lobule IX, a significant loss of Purkinje cells was
detected at all the investigated time points. Most significant apoptosis, which was caspase-3
and AIF independent, was found on the first post-injury day in all the cortical layers within the
lobule IX. Enhanced AIF signal was detected in the cerebellar white matter on the third and
seventh day after TBI. Even though the expressions of astrocytic and microglial markers were
lower in the ipsilateral halves of the cerebellum after TBI, activation of these cells was
discovered in the areas of pronounced Purkinje cells’ loss. Discrete neuroplastic changes after
TBI were also detected in the lobule IX. In the structures of the rostral part of the cerebrum,
degeneration and neuronal loss were not detected in the first week after TBI. In the frontal
cortex of the injured animals reactive astrocytosis and microgliosis were found as well as the
cells which expressed DCX, a neuroblast marker, while other neuroplastic changes were not
revealed. Changes in the DCX immunoreactivity were also detected in the subventricular zone
and the rostral migratory stream in the injured animals. In conclusion, results of this thesis
demonstrated that TBI in the rat causes appearance of the sings of damage and repair in the
investigated brain structures in different time points within the first week after the injury.
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Keywords: traumatic brain injury, pathophysiology, thalamus, cerebellum, rostral part of the
cerebrum, rat

Supervisor: Prof. Gordana Zupan, MD, PhD

Reviewers: Dubravka Svob-Strac, PhD, Research scientist
Prof. Zoran Tadi¢, PhD
Prof. Jasenka MrSi¢-Pel¢i¢, MD, PhD



SADRZA]J

2.1. Epidemiologija traumatske ozljede mozga .......................cccoeeviiiiiiiencieeenenn,

2.2. Patofiziologija traumatske ozljede mozga ......................ccoeeviiiiiiiieiiiieiee,

2.2.1. Primarna ozljeda mozga .................

2.2.2. Sekundarna ozljeda mozga ............

2.2.2.1. Mehanizmi stani¢ne smrti ........

2.2.2.2. Reakcije glija stanica ................

2.2.3. Procesi endogenog neurooporavka

2.3. Traumatska ozljeda mozga u talamusu, malom mozgu i rostralnom

dijelu velikog mozga ..........................

2.4. Eksperimentalni modeli traumatske ozljede mozga ...................ccocovveennnn.

2.4.1. Modeli ZariSne traumatske 0zljede MOZga .......ccceevvveeriieeriiieeriieeiee e

2.4.2. Modeli difuzne traumatske ozljede

INOZZA w.evveveenieeitenieete ettt eiee e naeens

2.4.3. Model kombinirane ZariSne i difuzne traumatske ozljede mozga ...................

3. MATERIJALI I METODE ....................

3.1. Pokusne zZivotinje ..................cccoeeuneen.

3.2. Materijali ............ccoooevveeiiiiiiiee.
3.2.1. Kemikalije ......ccccoevrvuveencnieennreennee,

3.2.1.1. Kemikalije za Western blot metodu ..........ceeevuieeniieiniiiiiniienieeeieeeieeene

3.2.1.2. Kemikalije za histoloSke metode ...........cceeeviieiniieiniieiniieiieeeiceeeee e,

3.2.2. LijJeKOVI couvveeeiieiiiieeiiceieeeee
3.2.3. Primarna protutijela .......................

3.2.4. Sekundarna protutijela ...................

3.2.5. Pribor i aparatura ............ccccueeeneen..

3.3. Metode .......oeeevviiiiiiieeeeeee

3.3.1. Traumatska ozljeda mozga Stakora

© N U U A~ A

11
15

18
21
21
22
23
24
24
24
24
24
25
25
25
27
28
28
28



3.3.2. Western blot analize .........ccooveriiieniiriiiiiieiieeseeeeee e
3.3.2.1. Priprema uzoraka i odredivanje koncentracije proteina ..............cccccvveenneee.
3.3.2.2. Mjerenje razine eKSPresije Proteina ........c..eeccveeercveeerveeerveeerveeerveeesnveennnes

3.3.3 Histokemijske i imunohistokemijske metode ............cccccveeviiiieniiieeniieenieeennn.
3.3.3.1. Priprema mozgova za histoloske analize ..........cc.ccccooveiiniiiiiiiniienniienne.
3.3.3.2. Fluoro-Jade B fluorescentno 0bojenje ..........cccceevuveeriveeriiieeniiieeniiieenieeeae
3.3.3.3. Imunohistokemijske Metode ..........ccocuerrriiiiniiiiniieiieeeiee e

3.3.3.4. Enzimski test za utvrdivanje apoptoze u pojedinacnoj stanici
(TUNEL) ettt sttt st ettt enes

3.4. Analize i obrada podataka ..................c.cocceiiiiiiiiiiicecee e
3.4.1. Analize miKrofotografija ........ccocceeviiiiiriiiiiiiiie e
3.4.2. Statistika obrada podataka ............ccecceeiiiiiiiiiiiiiiiieeee

Q. REZULTATI ...ttt et sttt sttt eaaenneens

4.1. Pokazatelji oStecenja i oporavka u talamusu Stakora

nakon traumatske ozljede mozga ...................coccoeeiiiiiiiiinie e,

4.1.1. Neurodegeneracija i gubitak neurona u talamusu Stakora nakon

traumatske 0Zljede MOZEA .......ccc.eevviiiiiiiiiiiieeeeee e

4.1.2. Programirana stani¢na smrt u talamusu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZZA........ccceevvviiiiiieeiiieeceeecee e

4.1.3. Reakcije glija stanica u talamusu Stakora nakon

traumatske 0Zljede MOZZA .......ccc.eeiviiiiiiiiiiieeteee e

4.1.4. Neuroplasti¢nost u talamusu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......cccuevvvviiiiiiieiiieeee e

4.2. Pokazatelji oStecenja i oporavka u malom mozgu Stakora nakon
traumatske OZIJede ..................ooooviiiiiiiiiiiece e

4.2.1. Neurodegeneracija i gubitak neurona u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......cccuevevviiiiiiieiieeeeeeeee e

4.2.2. Programirana stani¢na smrt u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZGA.........cc.eevviiiiiiiiiiiieeceeeee e

31
31
31
32
32
33
33

34
35
35
36
37

37

37

41

48

54

60

60

70



4.2.3. Reakcije glija stanica u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......cccueevvviiiiiiieiiieecee e

4.2.4. Neuroplasti¢nost u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......ccc.eevviiiiiiiiiiieeeee e

4.3. Pokazatelji oStecenja i oporavka u rostralnom dijelu velikog mozga

Stakora nakon traumatske ozljede mozga .................cccoocveeiiieiiiniienieeiee,

4.3.1. Neurodegeneracija i gubitak neurona u rostralnom dijelu velikog mozga

Stakora nakon traumatske ozljede MOZga .........coovvieiviiiiiiieniiieeieeeeeee

4.3.2. Reakcije glija stanica u rostralnom dijelu velikog mozga

Stakora nakon traumatske ozljede mOzga ........c.cccecvveeriieeniieeniieeiee e

4.3.3. Neuroplasti¢nost i neurogeneza u rostralnom dijelu velikog mozga

Stakora nakon traumatske ozljede mOZga ..........ccovveeeviiiiiiieiiiienieeeeeeee

S.RASPRAVA Lt

5.1. Pokazatelji oStecenja i oporavka u talamusu Stakora nakon

traumatske ozljede MOZEa .................ccoccoeiiiiiiiiiii e

5.1.1. Neurodegeneracija i gubitak stanica u talamusu Stakora nakon

traumatske 0Zljede MOZEA .......ccc.eevviiiiiiiiiiiieteee e

5.1.2. Programirana stani¢na smrt u talamusu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......cccueevviiiiiiiieiieeceeeeee e

5.1.3. Reakcije glija stanica u talamusu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZZA .......ccc.eevviiiiiiiiiiiieeeee e

5.1.4. Neuroplasti¢nost u talamusa Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZZA .......cccuevvviiiiiiiieiieecee e

5.2. Pokazatelji oStecenja i oporavka u malom mozgu Stakora nakon

traumatske ozljede MOZZA ....................ccoviiiiiiiiiiieeee e

5.2.1. Neurodegeneracija i gubitak stanica u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......cccueveeviieiiiieiieecee e

5.2.2. Programirana stani¢na smrt u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......ccc.eevviiiiiiiiiiiieeceteee e

5.2.3. Reakcije glija stanica u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......cccuevveviiiriiieieecee e

78

82

87

87

90

93
99

99

99



5.2.4. Neuroplasti¢nost u malom mozgu Stakora nakon

traumatske 0zljede MOZEA .......cccueeveviiiiiiieiiecee e 117

5.3. Pokazatelji oStecenja i oporavka u rostralnom dijelu velikog mozga
Stakora nakon traumatske ozljede mozga .....................cccoooeeeiiiiiiieiiec e, 118

5.3.1. Neurodegeneracija i gubitak stanica u rostralnom dijelu velikog mozga

Stakora nakon traumatske ozljede mOzga ........c.cceecvveeriieeniieeniie e 118

5.3.2. Reakcija glija stanica u rostralnom dijelu velikog mozga

Stakora nakon traumatske ozljede mOZga ..........ceevueeiiiiiiiiieniiieiieeeeeeeen 119

5.3.3. Neuroplasti¢nost i neurogeneza u rostralnom dijelu velikog mozga

Stakora nakon traumatske ozljede mOzga ........c.cceecvveeriieeniieenieeeiee e 120
6. ZAKLJUCCT .....ccoovvooiiireioeeeiee ettt 122
7. LITERATURNIIZVORI ..ottt 125

8. ZIVOTOPIS AUTORA ..o e 160



1. UVOD

Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) oStecenje je tkiva mozga
uzrokovano djelovanjem vanjske, mehanicke sile. Radi se o sloZenom procesu koji dugorocno
utjeCe ne samo na mozak vec¢ i na druge organe i organske sustave. Buduci da je TBI naj¢esc¢i
uzrok smrti i invaliditeta u osoba mladih od 45 godina, predstavlja znacajan javnozdravstveni
problem Sirom svijeta (1-4). Takoder, u osoba koje su prezivjele TBI, povecana je incidencija
razli¢itih oblika epilepsije, poremecaja spavanja, neurodegenerativnih bolesti, neuroendokrinih
poremecaja i psihijatrijskih oboljenja (5-13). TBI se Cesto naziva i ,tiha epidemija“ jer
problemi koji se javljaju posljedicno traumi mozga najceSce nisu odmah vidljivi, stvarna
incidencija Cesto je podcijenjena, a druStvo nije svjesno ozbiljnih 1 dalekoseznih posljedica ove
ozljede (14).

Ostecenje mozga uzrokovano TBI-em posljedica je primarne i sekundarne ozljede.
Primarna ozljeda nastaje neposredno po traumi, a posljedica je direktnog djelovanja sile koja
uzrokuje ireverzibilno oSte¢enje tkiva mozga (15-17). Ona moZe biti ZariSna ili difuzna, a
najcesc¢e je kombinirana (18,19).

Nekoliko minuta nakon primarnog inzulta zapocinju sekundarni patofizioloski procesi
koji imaju vaZznu ulogu u oSteCenju moZdanog parenhima te smrti stanica, a ukljucuju
ekscitotoksi¢nost, oksidacijski stres, upalu, ishemiju, povecanje propusnosti krvno-moZzdane
barijere (KMB), pojavu edema mozga, te poremecaje metabolizma i regulacije mozdanog
krvotoka (8,18,20-39). Tijekom sekundarne posttraumatske neuropatologije aktiviraju se
kaspaze, translokaze i endonukleaze, enzimi koji uzrokuju progresivne strukturne promjene,
fragmentaciju 1 inhibiciju popravka DNK (21,22,40-44) te pokrecu mehanizme aktivacije
programirane stani¢ne smrti (21,44—47). Procesi sekundarne ozljede mogu se odvijati i tijekom
nekoliko tjedana, mjeseci, pa i godina nakon primarnog inzulta (21,48-50), a u kona¢nici mogu
rezultirati mnogim neuroloSkim, motorickim, kognitivnim 1 afektivnim poremecajima, te
invaliditetom, koji su Cesti ishodi TBI-a.

Usprkos €injenici kako su ucinjene brojne studije u kojima je izuavana patofizioloSka
osnova TBI-a i dalje postoji niz nepoznanica o mehanizmima ukljuenim u o$tec¢enje i oporavak
mozga nakon traume. U dosadasSnjim eksperimentalnim istraZivanjima, najeS¢e proucavane
regije mozga bile su temporalni i parijetalni korteks te hipokampus (32,51-63). Medutim,
funkcionalni ishodi TBI-a ukazuju na potencijalno oSte¢enje i drugih regija mozga, kao $to su

primjerice talamus, mali mozak, rostralni dio velikog mozga, strijatum, amigdala i dr.
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(21,46,64—78). Radi se o mozdanim strukturama koje su udaljene od mjesta primarne ozljede,
a u kojima su procesi 1 mehanizmi oSteCenja i oporavka kao 1 vremenski profil njihove
pojavnosti nakon TBI-a nedostatno istraZeni. Nadalje, u dosadasnjim istraZivanjima koriSteni
su razliciti, viSe ili manje specifi¢ni eksperimentalni modeli ZariSne i/ili difuzne TBI, te su
postojeci rezultati oSte¢enja i oporavka pojedinih moZzdanih struktura u razli¢itim vremenskim
toCkama nakon TBI-a ¢esto u nesuglasju.

S obzirom na gore navedeno, svrha ovog istrazivanja bila je proSiriti postoje¢a znanja o
patofizioloskoj osnovi TBI-a, poglavito o opsegu i vremenskoj pojavnosti pokazatelja oSte¢enja
i oporavka u dosad nedovoljno istraZenim regijama mozga, udaljenim od mjesta primarne
ozljede.

Cilj rada bio je u talamusu, malom mozgu i rostralnom dijelu velikog mozga Stakora,
unutar prvog tjedna nakon indukcije eksperimentalne TBI, odrediti opseg i vrijeme pojave
neurodegeneracije, gubitka neurona, razlicitih oblika programirane stani¢ne smrti, odgovora
astrocita i mikroglije, te neurooporavka.

Istrazivanje je radeno na odraslim Hannover-Wistar Stakorima muskog spola, na Zavodu
za farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci. Eksperimentalna TBI bila je
inducirana lateralnom ozljedom mozga tlakom tekucine (engl. lateral fluid percussion injury,
LFPI), koji je jedan od najcesce koriStenih 1 najbolje karakteriziranih modela traume mozga, a
ukljuéuje elemente Zari$ne i difuzne ozljede (19,79,80). Zivotinje su Zrtvovane prvi, treéi ili
sedmi dan nakon TBI-a. Razine ekspresija razlicitih proteina od interesa u tkivnim lizatima
odredivane su Western blot metodom, a detekcija i kvantifikacija jaCine signala pruga (engl.
band) radena je pomocu sustava za slikovni prikaz, opremljenog programom za
denzitometrijsku analizu (Kodak Image Station 440CF i Kodak 1D Image Analysis Software,
Eastman Kodak, Rochester, NY, SAD). HistoloSke analize radene su na standardno
pripremljenim parafinskim preparatima mozgova pokusnih Zivotinja. Za detekciju odredenih
antigena koriStene su imunohistokemijske metode, a za vizualizaciju su upotrebljavane
svjetlosna ili fluorescentna mikroskopija. Za detekciju neurodegeneracije koristeno je Fluoro-
Jade B fluorescentno bojenje, a za dokazivanje apoptoze, enzimski test za utvrdivanje ovog tipa
programirane stani¢ne smrti (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling, TUNEL). Mikrofotografije koronalnih i sagitalnih rezova preparata mozga za sve
navedene postupke analizirane su pomocu Imagel] programa (NIH, Bethesda, MD, SAD).
Prikupljeni podaci statisticCki su obradeni pomoéu racunalne programske potpore

STATISTICA® inacica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).



Hipoteza ovog istrazivanja bila je kako se tijekom prvog tjedna nakon TBI-a u Stakora
biljeze znakovi oStecenja, ali 1 oporavka u talamusu, malom mozgu i rostralnom dijelu velikog

mozga.



2. LITERATURNI PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

2.1. Epidemiologija traumatske ozljede mozga

TBI je vodec¢i uzrok smrti i invaliditeta u osoba mladih od 45 godine te stoga predstavlja
znacajan javnozdravstveni problem u svim zemljama svijeta (1-3,23). NajceS¢e se javlja u
radno sposobne populacije mlade Zivotne dobi, kako u razvijenim drzavama tako i u zemljama
u razvoju (2,3). Zbog svojih pogubnih posljedica upravo u populacije bitne za sveukupni
drustveni razvoj, TBI predstavlja i vazan socioekonomski problem (14).

Procjenjuje se kako u zemljama Europske unije oko jedan milijun (81), u Sjedinjenim
Americkim Drzavama (SAD) oko 1,4 milijuna (82), a sveukupno u svijetu oko 10 milijuna ljudi
godisnje zadobije TBI (2). U SAD-u, od navedenog broja ozljedenika, oko 1,1 milijun bude
otpusten iz bolnice nakon medicinskog zbrinjavanja, oko 17% bude hospitalizirano na dulje
vrijeme, a oko 50 000 umre nakon TBI-a (3,82). Realne brojke o ucestalosti TBI-a sigurno su
vecée od zabiljezenih. Naime, procjenjuje se kako od 1,5 milijuna ozljedenika koji doZive blaze
oblike TBI, njih ¢ak 25% ne trazi lije¢niCku pomo¢ (83). Dodatno, u epidemioloSke studije
najcesc¢e nisu ukljuceni podaci o ucestalosti i posljedicama TBI-a u vojnog osoblja, koje je
izrazito podloZno ovoj vrsti ozljede (82). Takoder, epidemioloski podaci o TBI znacajno se
razlikuju 1 s obzirom na nejedinstvene kriterije u procjeni tezZine ozljeda glave i mozga prilikom
hospitalizacije ozljedenika (4).

Trauma mozga dva do tri puta je ¢eS¢a u muskaraca nego u Zena (1,84), poglavito u
adolescenata i osoba mlade Zivotne dobi. S obzirom na posljedice, najugroZenija su djeca u dobi
do cetiri godine, zatim stariji adolescenti u dobi od 15 do 19 godina, te osobe starije od 75
godina (1,3).

TBI je najceS¢e uzrokovan padovima, prometnim nesre¢ama, nezgodama vezanim uz
sport i rekreaciju te nasilnim napadima (4). U razli¢itoj Zivotnoj dobi uzroci TBI-a su druk¢iji.
Tako su primjerice padovi, koji ¢ine oko 28% ukupnog broja TBI-a, naj¢es¢i u djece dobi do
Cetiri godine i osoba starijih od 75 godina (3,82). TBI koje su posljedica sportskih i rekreativnih
aktivnosti ¢ine oko 19% ukupnog broja trauma mozga, a naj¢esce su u djece dobi do 14 godina
(82). Prometne nesrece ¢ine oko 20% ukupnog broja TBI-a, a naj¢esce su u adolescenata dobi
od 15 do 19 godina (82).

TBI smanjuje ocekivano trajanje Zivota ¢ak i1 kod blaZih klinickih oblika ozljede (85), a
¢esto ima za posljedicu razli¢ite neuroloske, kognitivne i afektivne poremecaje koji su nerijetko

trajni i prisutni do kraja Zivota ozljedenika (86). Jedna od najznacajnijih dugotrajnih posljedica
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TBI-a je teski invaliditet (86). Procjenjuje se kako otprilike 5,3 milijuna ljudi u SAD (2% opc¢e
populacije) Zivi s trajnim teSkim invaliditetom nakon TBI-a (87), na $to, po nekim procjenama,
zdravstveni sustav SAD-a godiSnje troSi oko 37,8 milijardi americkih dolara (88). Dodatno,
nakon TBI-a je povecana ucestalost epilepsije, neurodegenerativnih oboljenja poput
Parkinsonove i Alzheimerove bolesti, kroni¢ne traumatske encefalopatije, psihijatrijskih
oboljenja, ali i poremecaja spavanja, anksioznosti, neuroendokrinih poremecaja i miSi¢nih
disfunkcija (5,8-13). Takoder, pretklinicke i klinicke studije potvrdile su kako progresivna
atrofija sredi$njeg Ziv€anog sustava (SZS) mozZe biti posljedica TBI-a (50,89-91). Kao
neizravne posljedice TBI-a moguca su i trajna oStecenja udaljenih organa npr. jetre, bubrega i

kardiovaskularnog sustava (92).

2.2. Patofiziologija traumatske ozljede mozga

2.2.1. Primarna ozljeda mozga

Primarnom ozljedom naziva se Zari$no ili difuzno oSte¢enje mozga koje nastaje kao
posljedica neposrednog djelovanja vanjske mehanicke sile. Sile koje uzrokuju ozljedu mozga
mogu trajati vrlo kratko, manje od 100 milisekundi (23), ali unato¢ toga mogu uzrokovati
ozbiljna oStecenja mozdanog parenhima i krvnih Zila (15-17). Ako snazna vanjska sila djeluje
na glavu koja se ne krece, ozljeda mozga najcesce je pracena prijelomima kostiju lubanje.
Ukoliko se glava krece, na nju se prenosi zna¢ajna kineticka energija ubrzanja (akceleracija) ili
naglog smanjenja brzine kretanja (deceleracija), te nastupaju translacijska (sila djeluje u
ravnini) ili rotacijska oStec¢enja (sila djeluje pod kutem ili tangencionalno na glavu i mozak)
(16). Takoder, neovisno o gibljivosti glave, mogu se pojaviti i akceleracijska/deceleracijska
gibanja mozga unutar kostiju lubanje, te tada nastaju ozljede mozZdanog parenhima na mjestu
(engl. coup injury) ili na strani suprotnoj od mjesta (engl. contra coup injury) udarca (8). Takvi
udarci oSte¢uju mozdano tkivo na nacin da uzrokuju nagnjeCenja i oSte¢enja mozdanog
parenhima i krvnih Zila, te nastaju tipi¢na kontuzijsko-hemoragijska ZariSta primarne ozljede
(16,93).

Epiduralna, subduralna, intracerebralna i intraventrikularna krvarenja kao posljedice
TBI-a povezuju se sa slabim neuroloskim oporavkom (94). Intracerebralna krvarenja mogu biti
razlogom velikih primarnih lezija u mozdanom parenhimu, Sto je uobicajena pojava kod

umjerenog i teSkog TBI-a (94).



Zarazliku od Zari$nih lezija, koje su ograni¢ene na lokalizirana podru¢ja mozga, difuzna
aksonalna ozljeda znacajno je Sira te zahvaca veca podrucje bijele tvari mozga (95). Difuzna
aksonalna ozljeda karakteristika je potresa mozga, koji najceS¢e predstavlja privremenu i
prolaznu disfunkcija ovog organa SZS-a (96). Neko¢ se smatralo kako je potres mozga ozljeda
blage prirode bez dugoro¢nih posljedica, medutim, novija istrazivanja ukazuju na moguc
posljedi¢ni razvoj kroni¢nih oSte¢enja, osobito ukoliko se traume mozga ponavljaju (96-98).

Difuzna ozljeda mozga moZe se klinicki manifestirati gubitkom svijesti 1 komom, te
znacajno doprinosi tezini klinicke slike i pogorSava ishod. Njen nastup povezan je s veéim
brojem smrtnih ishoda te trajnim vegetativnim stanjem (99). Ovaj tip ozljede uzrokuju inertne
sile koje nastaju rotacijskom akceleracijom ili deceleracijom glave u trenutku traume, Sto
inducira dinami¢no povlacenje, kidanje 1 natiskivanje tkiva mozga, koje kulminira
deformacijom i oSte¢enjem aksonalnih puteva u dubljim mozdanim strukturama (15,100,101).
Smatra se kako je razlika u gustoci sive i bijele tvari mozga klju¢na za ovaj tip ozljede. Naime,
pod utjecajem rotacijskih akceleracijskih ili deceleracijskih sila siva tvar krece se brze buduci
je manje gustoce u odnosu na bijelu tvar. Navedena razlika u brzini kretanja rezultira
dislokacijom bijele i sive tvari, te kidanjem aksona koji se nalaze izmedu njih (102-105). Iako
se difuzna ozljeda uobi¢ajeno smatra primarnom ozljedom, sve je vec¢i broj autora koji smatraju
kako je ona specifican entitet i posljedica progresivnog procesa koji se inicijalno pokrece
djelovanjem vanjske sile, a ve¢im dijelom se razvija kao rezultat sekundarnih patofizioloskih
procesa (68). Vjeruje se kako primarna ozljeda aksona ima vaZznu ulogu u klinic¢ki teskim
oblicima TBI, dok je sekundarna aksotomija ¢eS¢e karakteristika blaZih ozljeda mozga (90).

Nacin, intenzitet i smjer djelovanja vanjskih mehanickih sila utje€u na obrazac i opseg
primarnih oStecenja, te time i na funkcionalne ishode ozljeda (15). Ako je primarna ozljeda
uglavnom Zari$ne prirode, uz odgovaraju¢u medicinsku skrb, ishod mozZe biti povoljan (106).
Najtezi dugorocni ishodi Cesto su povezani s difuznom ozljedom mozga, koju je tesko utvrditi
standardnom metodom oslikavanja mozga, kompjuteriziranom tomografijom (99,106). Stoga
se u bolesnika s teSkim klini¢kim oblicima TBI-a 1 minimalnim strukturalnim promjenama
mozga preporucuje uciniti hitnu pretragu magnetskom rezonancijom, na kojoj su dobro vidljive
moguce difuzne ozljede. Vecina TBI sadrzi komponente zariSnog i difuznog ostecenja (8).

U posljednje vrijeme sve se veca paznja usmjerava na posljedice traume mozga
uzrokovane ekplozijom (engl. blast-induced traumatic brain injury), kako u vojnog osoblja,
tako 1 u civila. Radi se o specificnom obliku primarne ozljede uzrokovanom brzim prijenosom

i udarom zvucnog vala, induciranom naj¢esce razli¢itim eksplozivnim napravama (8). Iako je
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utjecaj ovog oblika mehanicke ozljede na tkivo mozga zasad nedovoljno istrazen, opisani su
moZzdani edem, hematomi 1 vazospazmi koji se mogu razviti vrlo brzo nakon primarnog inzulta
(107). Klini€ki se najceS¢e manifestira nizom kognitivnih deficita, te afektivnih i bihevioralnih
poremecaja (8,108).

Vazno je istaknuti kako je primarna ozljeda mozga ireverzibilna te se na nju ne moze

djelovati terapijskim ve¢ samo kvalitetnim preventivnim mjerama (109).

2.2.2. Sekundarna ozljeda mozga

Ubrzo nakon primarne zapocinju procesi sekundarne ozljede mozga, koji se mogu
odvijati danima, mjesecima, pa 1 godinama nakon inzulta (21,48,50,110).

Nekoliko je mehanizama sekundarne ozljede koji se pokre¢u neposredno nakon traume.
U pocetku se javlja val depolarizacije i poremecaji u homeostazi iona, uzrokovani prvenstveno
izlaskom iona kalija (K*) i ulaskom iona kalcija (Ca**) u stanice (18,111-113). Ulazak Ca>*
smatra se kljuénim dogadajem u patogenezi TBI budu¢i da navedeni proces inicira oStecenje
mitohondrija, porast stvaranja slobodnih radikala, promjene u ekspresiji gena te aktivaciju
brojnih kaskadnih enzimskih sustava, poput kaspaza i fosfolipaza, koji imaju destruktivan
ucinak na stanicu (26,28,94,114-117). Povec¢anje Ca’* u aksonima uzrokuje aktivaciju kalpaina
s posljedicnom proteolizom bo¢nih lanaca neurofilamenata, a s vremenom i sekundarnom
aksotomijom (118).

U akutnoj fazi nakon TBI-a otpustaju se ekscitatorne aminokiseline, prvenstveno
glutamat, iz presinaptiCkih vezikula u izvanstanicni prostor (23-25,119,120). U fizioloSkim
uvjetima, razine glutamata u izvanstani¢nom prostoru regulirane su unosom ove aminokiseline
u astrocite, koji je posredovan ATP-ovisnim glutamatnim transporterima (115,119,121).
Medutim, pretjerano otpustanje ekscitatornih aminokiselina uzrokuje prekomjernu, gotovo
kontinuiranu stimulaciju glutamatnih receptora (24,120) $to rezultira ulaskom Ca?* i iona natrija
(Na*) u stanice, te posljedi¢nom difuzijom iona klora (CI) i vode, od ¢ega stanice po¢nu bubriti,
a Sto u konacnici moZe rezultirati pojavom citotoksi¢nog edema (117,119,122). Prekomjerne
intersticijske razine glutamata zabiljeZene su u eksperimentalnoj i klini¢koj TBI (123—-129).

TBI uzrokuje, takoder, oSte¢enje i posljedicnu disfunkciju mitohondrija (121,130).
Pretpostavlja se kako su mitohondriji vjerojatno prvi pogodeni ekscitotoksi¢noséu, a kako
porast unutarstani¢nog Ca** uzrokuje smetnje u njihovu radu (26,110,121,131,132). Poreme¢aji
u prebacivanju elektrona i procesima pretvorbe energije u mitohondrijima prisutni su od jednog

sata do 14 dana nakon TBI-a u Stakora (110). Ovaj proces zabiljezen je 1 u mitohondrijima
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aksona te je moguce uzrok aksonalnih perturbacija posljedicno TBI-u (68). Nakon traume, kada
su energetski zahtjevi stanica znacajno povecani, zbog nefunkcionalnosti mitohondrija
smanjena je mogucénost proizvodnje ATP-a (68). Dodatno, ozlijedeni mitohondriji potentni su
aktivatori programirane stani¢ne smrti i proizvodaci reaktivnih spojeva kisika koji mogu
uzrokovati oSte¢enja stanicnih makromolekula (27).

KMB ima brojne bitne uloge u odrzavanju homeostaze SZS-a, a formiraju je astrociti u
interakciji s moZzdanim epitelom. Barijera je karakterizirana ¢vrstim spojiStima (133) koji
ograni¢avaju prolaz tvari iz krvotoka u mozdani parenhim (134,135), ukljucujuéi i infiltraciju
upalnih stanica (136). Ve¢ sat vremena nakon TBI-a biljezi se disfunkcija KMB-a pa razliCite
molekule, ukljucivo i upalne stanice, mogu relativno slobodno ulaziti u parenhim mozga (135).

Upala se javlja kao reakcija tkiva na ozljedu i jedan je od najvaZnijih sekundarnih
procesa u patofizioloskoj kaskadi zbivanja posljedicno TBI-u (29,137). Osim §to je reakcija na
invaziju imunoloskih elemenata iz sistemske cirkulacije zbog oSte¢enja KMB-a (138), odnosno
na ekstravazaciju krvnog sadrzaja (139,140), razvoj posttraumatske upale rezultat je i stvaranja
slobodnih kisikovih i duSikovih radikala od strane, u tkivu mozga prisutnih, upalnih stanica
(28,141), ali i primarne, nekroticne smrti stanica koju karakterizira razdor stani¢nih membrana,
te otpuStanje unutarstanicnih komponenti, npr. brojnih enzima iz lizozoma u izvanstani¢ni
prostor (141).

TBI pokre¢e endogeni i egzogeni upalni odgovor (8), Sto rezultira sintezom i
otpustanjem upalnih medijatora kao Sto su prostagladini, citokini, kemokini i komponente
komplementa (39,141-144). Navedene upalne medijatore mogu sintetizirati i neuroni, astrociti
1 stanice mikroglije, koji mogu posjedovati i za njih specificne receptore (145-148).
Kompleksne upalne promjene koje nastaju nakon ozljede mozga posljedica su, takoder, i
narusavanja kompleksnih homeostatskih interakcija izmedu razli¢itih stanica mozdanog tkiva,
poglavito mikroglije, astrocita i neurona (149-151). Znacajnu ulogu u upali posredovanoj TBI-
em imaju stanice mikroglije, koje inicijalno proliferaju, a potom, nakon aktivacije, migriraju
prema mjestu ozljede (8). Upalni odgovor podrZavaju i astrociti otpuStanjem citokina (152—
154). Cini se kako posttraumatska upala ima dualnu ulogu, buduéi da moZe doprinijeti razvoju
sekundarne ozlijede (155,156), ali takoder, moZe imati i neuroprotektivno i imunomodulatorno
djelovanje (38,143,152-154,157).

U krajnjem stadiju akutne ozljede posljedicno TBI-a, navedeni, ali i brojni drugi procesi

1 Cimbenici kaskade patofizioloskih procesa ukljuceni u sekundarnu ozljedu, rezultiraju



nekrotiénom smrti stanice ili se unutar stanica pokrecu mehanizmi aktivacije programirane

stani¢ne smrti (45).

2.2.2.1. Mehanizmi stani¢ne smrti

Prema smjernicama Nomenclature Committee on Cell Death (158,159), smrt stanica
moze se klasificirati na temelju morfoloSkih osobitosti (nekroza, apoptoza, autofagija ili smrt
povezana s mitozom), enzimskih kriterija (s ili bez posredstva nukleaza ili nekih proteaza, kao
primjerice kaspaza, kalpaina, katepsina 1 transglutaminaza), funkcionalnih aspekata
(programirana ili slucajna, fizioloSka ili patoloSka), te imunoloskih karakteristika (imunogena
ili neimunogena). U ovom odlomku opisani su oblici stani¢ne smrti relevantni za TBIL.

Smrt stanica mozga posljedicno TBI-u uobicajeno se definira kao nekroti¢na ili
apoptoticka (44,46,47), a uglavnom se odreduju morfoloskim kriterijima (160,161). Bitno je
napomenuti kako je navedena podjela pojednostavljena buduci da su nakon ozljede mozga
detektirani i morfoloski meduoblici ta dva oblika stani¢ne smrti, a koje neki autori nazivaju
aponekrozom (162) ili nekroptozom (163). Ve¢ unutar nekoliko sati nakon TBI, neuroni, koji
se nalaze u blizini mjesta ozljede, pokazuju klasicne znakove nekroze koji ukljucuju
citotoksi¢ni edem, bubrenje mitohondrija, piknozu jezgre, puknuce plazmatskih membrana i
raspad stani¢nih organela (45,164-167). Nekroza se smatra pasivnim dogadajem
karakteriziranim lizom stanice s posljedi¢nim istjecanjem unutarstanicnog glutamata i
lizosomalnih enzima, $to potom uzrokuje upalu i oStecenje susjednih stanica (162,165,168). U
fazi sekundarne ozljede posljedicno TBI-u mogu se zamijetiti i stanice koje pokazuju
morfoloSke karakteristike apoptoze, Sto ukljucuje smanjenje njihova volumena, kondenzaciju
kromatina, DNK fragmentaciju te stvaranje citoplazmatskih struktura, tzv. apoptotskih tijela
(46,169).

Smatra se kako nekroza i apoptoza zapravo €ine kontinuum u smrti stanice (21,170) na
¢iji tijek utjeCe nekoliko ¢imbenika kao Sto su dostupnost ATP-a (171), aktivnost kalpaina
(172), unutarstani¢na razina Ca>* (119,173), prisutnost pro- i antiapoptoti¢kih ¢imbenika (40)
te aktiviranih kaspaza (167). Smatra se kako u stanicama, u kojima je nakon TBI-a odrzana
dostatna razina ATP-a, zapoc€inje proces apoptoze. Suprotno, ako u stanicama nema dovoljne
koli¢ine energije za energetski zahtjevnu apoptozu, dogodit ¢e se nekroza (170,174).
Pretpostavlja se kako se nakon TBI-a, zbog nedostatka ATP-a, apoptoza preusmjerava prema

nekrozi (175).



Naziv ,,apoptoza‘“ osmislio je Kerr (160) prema grckim rije¢ima apo (od) i ptosis
(padati) kojima se ilustrira opadanje liS¢a u jesen (22,158,162), a pojam se odnosi na odredene
morfoloSke i biokemijske promjene koje su opisane uglavnom proucavanjem ovog procesa
tijekom embriogeneze (22). Apoptoza je prvi put predloZena kao kontrolirani oblik stani¢ne
smrti 70-ih godina proslog stoljeca, iako su njene morfoloSke karakteristike u eksperimentalnoj
TBI zamijecene ranije (176). Naziv je neko¢ koriSten kao sinonim za programiranu stani¢nu
smrt. Medutim, danas je poznato kako postoji viSe oblika programirane stani¢ne smrti, a
apoptoza je samo jedan od njih (21,162). Morfoloske karakteristike ovog procesa gore su
navedene, a biokemijske markere apoptoze Cine aktivirane kaspaze, endonukleaze i translokaze
te fragmentirana DNK (177-179). U istraZivanjima apoptoze tijekom embriogeneze, nadeno je
nekoliko proteina i puteva koji se javljaju prije ili tijekom razvoja ovog oblika stani¢ne smrti.
To su npr. kaspaze (aspartat-specifine proteaze), ¢cimbenik nekroze tumora (engl. fumor
necrosis factor-a, TNF-a), cimbenik indukcije apoptoze (engl. apoptosis inducing factor, AIF),
¢imbenik 1 aktivacije proteaza apoptoze (engl. apoptotic protease activating factor 1, Apaf-1),
razni ¢lanovi Bcl-2 obitelji (npr. Bax, Bcl-Xs 1 Bid) te citokrom C (180,181).

Dva su tipa kaspaza: pokretacke i izvrSne (165). Pokretacke, npr. kaspaze -2, -8, -101 -
12, zapoc€inju kaskadni proces apoptoze aktiviraju¢i izvrSne kaspaze, npr. kaspaze -3, -6 1 -7,
koje zatim poticu biokemijske procese koji uzrokuju smrt stanica (45,162,165,168). U ovom
slu¢aju govorimo o kaspaza-ovisnoj stani¢noj smrti, koja moZe imati ekstrinzi€an ili intrinzi¢an
put aktivacije. Intrizinzi¢an put aktivacije pokrece se, primjerice, hipoksi¢nim stresom, koji
moze rezultirati pomakom u ravnoteZi izmedu pro- i antiapoptotickih ¢lanova Bcl-2 obitelji
(22). Navedene promjene u kratkom vremenu uzrokuju gubitak mitohondrijskog membranskog
potencijala Sto rezultira otpuStanjem citokroma C u citoplazmu (zbog Cega se naziva i
mitohondrijskim putem), te u konacnici aktivacijom kaspaze-3 (182). Opisani proces evidentan
je i nakon oksidativne ili Ca** inducirane ozljede mitohondrija (49,110,183). Ekstrinzi¢an put
ovisan je o izvanstani¢noj stimulaciji tzv. receptora smrti (Fas ili TNFR1), te slanju signala
nizvodno, do kaspaze-8, koja zatim aktivira kaspaze-3, -6 i1 -7, ali 1 Bid, proapoptoticki Bcl-2
protein (168).

Programirana stani¢na smrt moZe se pokrenuti i aktivacijom kaspaza-neovisnih puteva.
Jedan od njih posredovan je AIF-om. Ovaj se protein u fizioloskim uvjetima nalazi izmedu
vanjske i unutarnje membrane mitohondrija gdje ima ulogu enzima u oksido-reduktivnim
procesima oksidativne fosforilacije (45,184). Ukoliko je membrana mitohondrija oStecena,

AIF, jednako kao i citokrom C, izlazi iz mitohondrija, potom ulazi u jezgru gdje inducira
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apoptozu kondenzacijom kromatina i fragmentacijom DNK (185). Kaspaza-neovisnu apoptozu
mogu inducirati 1 kalpaini, katepsini i granzimi (186).

Mitohondriji imaju predvodni¢ku ulogu u procesima programirane stani¢ne smrti,
srediSte su pro- i anti-apoptotickih proteina iz Bcl-2 obitelji, a ukoliko im je ugrozen
membranski integritet, otpustaju citokrom C i AIF, dva potentna aktivatora apoptoze (187). U
citosolu mitohondrija nalazi se 1 protein Smac/Diablo, inaktivator antiapoptoti¢kih proteina
nazvanih proteini inhibitori apoptoze (engl. inhibitor of apoptosis proteins, IAP) (188). IAP-i
inhibiraju apoptozu vezuci se za aktivirane kaspaze. Smjestaj ovih proteina unutar mitohondrija
ukazuje, kako je gore ve¢ navedeno, na vaznost oCuvanja funkcije tzv. stanine ,,tvornice
energije”. Ako je sposobnost proizvodnje ATP-a u stanici ugroZena, ona ulazi u program
stanicne smrti budu¢i da nisko energetsko stanje stanice uzrokuje nekoliko funkcionalnih
poremecaja, a medu kojima su vjerojatno najopasniji nemogucénost replikacije i popravka DNK
(189). Otpustanje genetickog materijala i razli¢itih proupalnih unutarstanicnih komponenti iz
stanica u okolinu tijekom procesa apoptoze je minimalno (119), budu¢i da fagociti brzo i
ucinkovito uklanjaju apoptoticke stanice prije njihove konacne lize (190).

Programirana stani¢na smrt posljedicno TBI-u odvija se intrinzi¢nim i ekstrinzi¢nim
putevima rezultirajuéi najée$cée aktivacijom kaspaze-3, najzastupljenije izvrine kaspaze u SZS-
u, ali i kaspaza-neovisnim putem (41,44,47,191-195).

Kaya 1 sur. (196) pokazali su kako se apoptoza biljezi u korteksu Stakora ve¢ dva sata
nakon eksperimentalno inducirane kortikalne kontuzije, a vrhunac doseZe nakon 48 sati. Osim
u korteksu, apoptoza je detektirana i u hilusu girusa dentatusa hipokampusa, $to ukazuje na
njenu znaCajnu ulogu u sekundarnom oSte¢enju mozga posljedicno TBI-u (196). U
pretklinickim 1 klini¢kim istraZivanjima TBI-a, apoptoticka smrt stanica u mozgu opisana je
mjesecima nakon primarnog inzulta, a doprinosi kroni¢nim patofizioloSkim posljedicama
(21,197).

Eksperimentalne studije pokazale su kako su svi tipovi stanica u mozgu podloZni
apoptozi posljedi¢no TBI-u (46,169,196), no Cini se da joj prvi podlijeZu neuroni, a potom
astrociti. Vremenski okvir apoptoze oligodendrocita, mikroglije i endotelnih stanica

posljedi¢no TBI-u jos uvijek je nedovoljno istrazen (45).

2.2.2.2. Reakcije glija stanica

Glija stanice, koje su u SZS-u brojnije od neurona, imaju mnogo bitnih uloga u zdravom

mozgu, a prilikom razlicitih ozljeda postaju predvodnice u odgovoru tkiva na nastalo oStecenje
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(198). Iako su funkcionalni deficiti posljedi¢no ozljedi mozga vezani uz disfunkciju i/ili gubitak
neurona, sve viSe je nalaza koji pokazuju kako je aktivnost glija stanice izrazito bitna
determinanta klinickog ishoda TBI-a (199-201). Stoga, od iznimne je vaZnosti, kako za
fundamentalna saznanja o patofiziologiji ovog tipa ozljede, tako i za otkrivanje potencijalnih
meta za farmakoterapijske intervencije, imati detaljan uvid u reakcije glija stanica posljedi¢no
TBI-u.

Astrociti su glija stanice koje svojim nastavcima ¢ine strukturnu potporu gotovo svim
stani¢nim komponentama, a imaju brojne uloge u SZS-u. U zdravom mozgu odrZavaju pH,
homeostazu iona i neurotransmitora u izvanstani¢nom prostoru (202,203), te kontroliraju dotok
tvari za metaboliCke potrebe neurona (34,204,205). Svojim zavr§nim noZicama u interakciji su
s endotelnim stanicama kapilara, te sudjeluju u odrZavanju integriteta KMB-a (206-209).
Dodatno, ukljuceni su u stvaranje i kontrolu neuronalnih sinapsi (210,211). Medusobno su
spojeni ¢vrstim spojistima kojima komuniciraju i stvaraju kompleksnu mreZu koja ima utjecaj
i kontrolu nad ostalim stanicama Zivéanog sustava (212). Ove se potporne stanice SZS-a na
temelju izgleda mogu podijeliti na fibrozne astrocite, koji su uglavnom smjesteni u bijeloj tvari,
te protoplazmatske astrocite, koji dominiraju u sivoj tvari (213). Postoji i nekoliko vrsta
astrocita specifi¢nih za odredene regije, kao $to je primjerice Bergmanova glija u molekularnom
sloju kore malog mozga (214). Prema novijim saznanjima, astrociti su strukturalno,
molekularno i funkcionalno mnogo kompleksnija i heterogenija populacija stanica nego Sto se
ranije smatralo, kako u fizioloskim uvjetima, tako i u odgovoru mozga na ozljedu kada postaju
nreaktivni® (34,215,216). Jedno od najizrazenijih molekularnih i morfoloskih obiljezja
reaktivnih astrocita je hipertrofija stani¢nih nastavaka i povecana razina ekspresije proteina koji
¢ine gliofibrile, u prvom redu kiselog fibrilarnog proteina glije (engl. glial fibrillary acidic
protein, GFAP), koji je glavna sastavnica gliofibrilarnog sustava odraslih astrocita (217,218).
U nekih se ozljeda, kao znak reaktivne astrocitoze, moZe javiti i proliferacija stanica (198).
Reaktivna astrocitoza moZe varirati ovisno o jacini 1 naravi ozljede, od blage do vrlo izrazene,
a u potonjem slucaju najcesce se stvara tzv. glijalni oziljak, u ¢ijem formiranju, osim astrocita,
sudjeluju i periciti te mikroglija (212,216). Reaktivni astrociti imaju brojne uloge u oSte¢enom
tkivu, od kojih su neke protektivne, a neke inhibiraju procese oporavka SZS-a nakon ozljede
(143,212,219,220).

Reakcija astrocita posljedicno TBI-u stupnjevit je i heterogen odgovor, koji uvelike
ovisi o tezini ozljede, njenim biomehani¢kim osobitostima 1 anatomskoj lokaciji (34). Tako se

npr. kao odgovor na blagu ili umjerenu ozljedu tkiva javlja hipertrofi¢na reaktivna astrocitoza
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koja moZe imati razlicite oblike, ovisno o specificnim patoloskim promjenama u tkivu, kao $to
su lokalna ozljeda i degeneracija aksona, oSte¢enje KMB-a s posljedi¢nom infiltracijom upalnih
elemenata iz krvotoka, degeneracija i gubitak sinapsi zbog ozljede aksona itd. (34). IstrazZivanja
pokazuju kako je jedan od bitnih pokretada brzog odgovora astrocita na TBI povisenje Ca** u
citoplazmi astrocita, Sto uzrokuje pomicanje astrocitnih nastavaka prema mjestu ozljede (221-
223). Reaktivni astrociti obi¢no se nalaze u Sirem podrucju ozlijedenog, ali joS uvijek
funkcionalnog tkiva, gdje su u interakciji s oSte¢enim neuronima (34). Za razliku od blagog i
umjerenog oSte¢enja tkiva, prilikom tezeg oSteCenja tkiva, kad je prisutna izrazita
neurodegeneracija i vaskularna ekstravazacija s posljedi¢nim jakim upalnim odgovorom,
astrociti proliferiraju i stvaraju oZiljak kako bi zastitili zdravo tkivo 1 sprijecili daljnje Sirenje
upalnih procesa (34,198). IstraZivanja na transgenicnim miSevima s nefunkcionalnim
astrocitima pokazala su kako se u njih, nakon TBI-a, ne stvara glijalni oziljak, zbog Cega se
upala $iri u okolno tkivo, a funkcionalni oporavak Zivotinja nakon ozljede produzava (199-
201). Osim S$to se nakon TBI-a nalaze u podrucju glijalnog oziljka, razli€iti oblici reaktivnih
astrocita biljeZe se i na drugim lokacijama, a morfoloski i funkcionalno razlikuju se ovisno o
udaljenosti od mjesta lezije (201).

U TBI-u, osim $to moduliraju upalni odgovor proizvodnjom citokina, kemokina te
ostalih razliCitih pro- i protuupalnih medijatora (152), astrociti sudjeluju i u ponovnom
uspostavljanju KMB-a (198,201). Dodatno, sve viSe istraZivanja ukazuje na bitnu ulogu
reaktivnih astrocita u odrZzavanju homeostaze/homeostatske sinapticke plastiCnosti te
reorganizaciji neuronalnih krugova posljedicno TBI-u (34).

Nakon traume mozga, reaktivna astrocitoza moze imati i negativan utjecaj na oporavak
te uzrokovati stvaranje molekula s citotoksi¢nim potencijalom, primjerice duSikova oksida,
koje sudjeluju u procesima sekundarne ozljede (224). Takoder, reaktivna astrocitoza,
prvenstveno radi stvaranja glijalne barijere, moZe djelovati i inhibitorno na regeneraciju aksona
(34,198). Budu¢i da studije ukazuju na protektivnu i Stetnu ulogu astrocita posljedi¢no TBI-u,
ocito se radi o odgovoru koji je ovisan o specifi¢nim karakteristikama ozljede, prvenstveno o
njenoj tezini, a Sto stvara probleme u istrazivanjima traume mozga, prvenstveno u kontekstu
farmakoterapije (212). Stoga, vrlo su bitna nova saznanja o regionalnim i vremenskim
karakteristikama odgovora astrocita na TBI.

Stanice mikroglije rezidentne su imunoloSke stanice u tkivu mozga i iako nisu istog
stanicnog podrijetla, smatra ih se tkivnim makrofazima budu¢i da s njima dijele mnoge

fenotipske i funkcionalne osobitosti (225). U zdravom mozgu predstavljaju jedine imunoloske
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stanice koje nadziru uvjete mikrookoliSa (226), a sudjeluju i u neurotransmisiji i odrzavanju
integriteta sinapsi (227). Promjene u signalizaciji, pojava patogena ili ozljede tkiva mozga,
uzrokuju kompleksne morfoloske i biokemijske promjene stanica mikroglije koje prelaze u svoj
aktivni oblik (228). Aktivirana mikroglija ima brojne uloge, medu kojima su kontrola upalnog
odgovora, CiS¢enje ostataka raspadnutih stanica te poticanje procesa remodeliranja i popravka
nastalih oStec¢enja (228).

Sve je veci broj istrazivaca koji smatraju kako mikrogliju ¢ine izrazito plasti¢ne stanice
¢iji odgovori ovise o specificnim promjenama u mikrookoliSu (229). Sukladno navedenom, u
mozgu, u fizioloSkim uvjetima, nalazimo tzv. rezidentnu, ,,mirujucu®, mikrogliju (engl.
ramified cells), koja svojim razgranatim, tankim nastavcima dinamicno kontrolira uvjete
tkivnog mikrookoliSa (230). U slucaju pojave signala koji ukazuju na ozljedu ili oStecenje,
»mirujuca® mikroglija se aktivira, Sto se manifestira proliferacijom stanica, uvla¢enjem i
zadebljavanjem stani¢nih nastavaka te migracijom prema mjestu oSte¢enja (231). Dosavsi do
mjesta ozljede, aktivirana mikroglija se pretvara u fagocite koji Ciste ostatke mrtvih stanica, a
pritom poprima karakteristicnu hipertroficnu ameboidnu morfologiju (232). Prilikom
aktivacije, mikroglija moze poprimiti i ,,grmastu’ morfologiju (engl. hyperramified/bushy
cells), koju karakterizira povecan broj nastavaka koji su Cesto i hipertrofi¢ni, te ¢esljast oblik
(engl. rod cells), koji je slabo istrazen, a recentni podaci ukazuju na njegovu ulogu u sinaptickoj
reorganizaciji nakon ozljede (219,233).

Uz morfoloske promjene, aktivacija mikroglije ukljucuje i sintezu razlicitih pro- i
protuupalnih ¢imbenika, koji imaju izrazito bitnu ulogu u akutnom odgovoru na ozljedu, a neki
od proupalnih ¢imbenika povezani su 1 s pojavom razliCitih deficita u kroni¢noj fazi ozljede
(234,235). Ovisno o prirodi stimulusa koji je aktivirao stanice mikroglije, u njima se moze
pokrenuti ekspresija razlicitih receptora, koji potom odreduju funkcionalnu ulogu mikroglije u
ozljedi (236). Sukladno navedenom, mikrogliju je moguce podijeliti u dvije osnovne skupine:
M1, proupalni i M2, protupalni tip aktivirane mikroglije (237). Za M1 fenotip, koji se javlja
kao odgovor na prisutnost proupalnih ¢imbenika, kao Sto su lipopolisaharidi ili interferon-y
(tzv. ,klasi¢na* aktivacija), karakteristi¢na je proizvodnja i otpusStanje proupalnih citokina (npr.
TNF-a, interleukina (IL)-1p) i oksidativnih metabolita, koji mogu uzrokovati oste¢enje zdravog
tkiva, ali mogu biti i esencijalna komponenta obrambenog odgovora i fagocitne aktivnosti
(238-240). M2 fenotip mikroglije ima nekoliko podtipova. M2a podtip javlja se u prisutnosti
protuupalnih citokina, kao $to su IL-4 i IL-13, a M2b fenotip nastaje stimulacijom receptora

nalik na Toll (engl. toll-like receptor, TLR) (tzv. ,,alternativna‘ aktivacija tip II). M2c podtip,
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koji se joS naziva i ,deaktivirani* fenotip, odgovor je na IL-10, glukokortikoide ili
transformirajuéi ¢imbenik rasta  (engl. transforming growth factor-f, TGF- B) (239-241). M2
fenotipski oblici mikroglije imaju potencijalne protuupalne ucinke, doprinose angiogenezi, te
remodeliranju tkiva i izvanstani¢nog matriksa (225). Podjela mikroglije na M1 i M2 fenotipske
oblike izrazito je pojednostavljena. U naravi postoji mnogo fenotipskih meduoblika mikroglije
koje tek treba detaljnije istraziti, a koji ¢ine kontinuirani spektar odgovora na upalu izmedu
dvije krajnosti, tzv. ,,loSe“ i ,,dobre‘ mikroglije (229,242).

Svi fenotipski oblici mikroglije zajedno suraduju u podeSavanju optimalnog upalnog
odgovora, ¢iS¢enju ostataka raspadnutih stanica, poticanju remodeliranja i popravka nakon
ozljede mozga, Sto bi u konacnici trebalo rezultirati zacjeljenjem nastalog oStecenja (228).
Medutim, klini¢ke i eksperimentalne studije uglavnom ukazuju na dominantnu prisutnost M1
fenotipa u raznim mozdanim oSte¢enjima, te se smatra kako navedeni proupalni oblik
mikroglije doprinosi sekundarnim patofizioloSkim procesima u tkivu mozga (229). Dvostruka
uloga razli¢itih fenotipskih populacija mikroglije, osim u TBI-u (228,229), zabiljezena je
zadnjih godina i u nekoliko drugih bolesti i ozljeda SZS-a, kao §to su Alzheimerova bolest
(243), multipla skleroza (244), mozdana ishemija (245), te ozljeda ledne mozdine (246).
Medutim, mehanizmi i procesi koji su kljuni u odrZzavanju ravnoteze odgovora izmedu
fenotipskih oblika mikroglije, odnosno utjecaj TBI na njihovu regionalnu i vremensku
pojavnost, nedostatno su istrazeni.

Vezano uz ulogu stanica mikroglije u TBI-u, u literaturi nalazimo studije koje pokazuju
kako je aktivacija ovog tipa stanica povezana s pojac¢anom upalom i nepovoljnim funkcionalnim
ishodima (247-249), ali 1 istraZivanja Ciji rezultati nagovjeS¢uju njihovu mogucu protektivnu
ulogu (143,219,228,250).

S obzirom na niz nepoznanica u svezi uloga stanica mikroglije u patofiziologiji TBI, a
poglavito vezanih uz njihovu regionalnu i vremensku pojavnost, potrebna su dodatna

pretklinicka 1 klinicka istraZivanja.

2.2.3. Procesi endogenog neurooporavka

SZS ima moguénost endogenog oporavka ofteéenih stanica posljedi¢no ozljedi
pokretanjem sekundarnih kompenzacijskih mehanizama (251-254). Osnovu endogenog
neurooporavka ¢ine procesi neuroplasti¢nosti, koja se definira kao sposobnost neuronalnih
krugova na adaptivne promjene, kako na strukturalnoj, tako i na funkcionalnoj razini, u rasponu

od molekularnih, stani¢nih 1 sinaptickih do promjena na razini globalne neuronalne umrezenosti
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(254). Tradicionalno se smatralo kako je neuroplasti¢nost karakteristika mozga u razvoju, a
kako je odrasli mozak strukturalno 1 funkcionalno statiCan nakon kriticnog vremenskog
razdoblja razvoja (255). Medutim, danas je poznato da su procesi neuroplasticnosti prisutni u
mozgu tijekom cijelog Zivota (255-260).

U zdravom mozgu, neuroplasti¢nost je karakteristicna npr. za procese poput ucenja i
pamcenja, a prilikom ozljede mogu se javiti promjene veceg razmjera, poput kortikalnog
remapiranja (261). Neuronske sinapse konstantno se stvaraju i uklanjaju, dendriti se Sire ili
povlace, aksoni mijenjaju puteve, neurotransmisija se modulira (256), a recentna istrazivanja
ukazuju na bitnu ulogu astrocita i mikroglije u ovim procesima (210,211,227,262). Navedene
promjene poti¢u se stimulacijom osjetila, uéenjem novih vjestina, ali i ozljedama SZS-a (256),
koje aktivacijom neuroplasti¢nih procesa u pravilu uzrokuju funkcionalna poboljSanja (263).
Medutim, ukoliko su navedeni procesi nekontrolirani i nekoordinirani, mogu se pojaviti
pogreske u reorganizaciji neuronskih puteva, Sto moze rezultirati pojavom posttraumatskih
poremecaja, poput, primjerice, epilepsije (67).

Kako je navedeno u uvodnom dijelu ovog rada, oporavak ozljedenika nakon TBI-a
izrazito je varijabilan. Pojedini ozljedenici se u cijelosti oporave, a u znacajnog broja evidentira
se invaliditet do kraja Zivota (263). Bez obzira na tezinu ozljede, uvijek je prisutna odredena
razina spontanog oporavka, koji se javlja tjednima i mjesecima pa €ak i godinama nakon TBI-
a (261,264), a koji je posljedica plasti¢nosti mozga (265,266).

Neuroplasti¢ni odgovor posljedicno TBI-u karakterizira povecana ekspresija specifi¢nih
proteina, poput sinaptofizina (engl. synaptophysin, SYP) i proteina povezanog s rastom (engl.
growth associated protein 43, GAP-43), koji sluze kao presinapticki markeri stvaranja,
stabilizacije 1 remodeliranja sinapsi. Razine ekspresije navedenih proteina povecane su
tjednima nakon ozljede, Sto omogucava remodeliranje sinapsi i aksonalno Sirenje koje je nuzno
za oporavak (267). Iako je poznato da ozljede, ukljucivo i TBI, induciraju navedene procese
neuroplasti¢nosti, mehanizmi koji se nalaze u njihovoj podlozi joS uvijek su uvelike neistrazeni
(263). Razumijevanje procesa plasti¢nosti posljedi¢no TBI-u izrazito je bitno i s obzirom na
¢injenicu kako bi oni mogli biti ciljno mjesto djelovanja neuroprotektivnih lijekova (256).

Mogu¢énost odvijanja procesa regeneracije u odraslom mozgu potvrdena je otkricem
regija u kojima je moguce stvaranje novih neurona (268). Radi se o subventrikularnoj zoni
(engl. subventricular zone, SVZ) koja okruzuje bo¢ne ventrikule, te o subgranularnoj zoni
(engl. subgranullar zone, SGZ) girus dentatusa hipokampusa (269,270). Novi neuroni tijekom

Zivota generiraju se iz mati¢nih/progenitornih stanica koje izmedu ostalih tipova stanica,

16



dijeljem daju i neuroblaste. Iz SVZ-a neuroblasti migriraju rostralnim migratornim putem
(RMP) prema olfaktornom bulbusu (OB), gdje se diferenciraju u olfaktorne interneurone (271—
274). Bitnu ulogu u migraciji neuroblasta imaju specijalizirane glija stanice koje ih okruzuju
tvore¢i strukturu nalik na cijev koja ih usmjerava prema ciljnom mjestu (274). Migracija
neuroblasta prema OB-u regulirana je razli¢itim kemotaksi¢nim ¢imbenicima u SVZ-u i RMP-
u (275,276). Adhezijske sile medu stanicama i razli€iti proteini izvanstani¢nog prostora imaju,
takoder, znacajan utjecaj na nacin, brzinu i smjer migracije neuroblasta (274). Navedeni
migratorni put biljezi se tijekom cijelog Zivota u glodavaca, primata i ljudi (271,277). Postoji i
subpopulacija stanica koja iz SVZ-a migrira u regije kore mozga, iz za sad nepoznatih razloga,
iako postoje pretpostavke koje ukazuju kako su ukljuene u procese oporavka i nadoknade
stanica (278-282). Novostvorene stanice u SGZ-u hipokampusa migriraju lateralno u
granularni sloj gdje prelaze u zrele neurone (283,284).

PojaCana proliferacija neuralnih mati¢nih stanica u SVZ-u (280,285-287), kao i
migriracija neuroblasta prema mjestu lezije (279-282), opisane su u eksperimentalnim
modelima TBI-a, no nejasno je koja je njihova konacna uloga. S obzirom na navedeno, nuZna
su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdilo da li neurogeneza potaknuta ozljedom doprinosi
procesima oporavka posljedicno TBI-u.

Otkric¢e neurogeneze u odraslom mozgu pokrenulo je razvoj novih terapijskih pristupa
u lijeCenju brojnih degenerativnih oboljenja, a s ciljem iskoriStavanja endogenog reparativnog
potencijala moZzdanog tkiva. Nedavni eksperimentalni uspjeh primjene neuralnih mati¢nih
stanica u modelima Parkinsonove bolesti potaknuo je istraZivanje navedenog terapijskog
pristupa i u lijeCenju TBI-a (288,289). Moguca ucinkovitost neuralnih mati¢nih stanica temelji
se na njihovoj sposobnosti da se diferenciraju u stanice specifi¢ne za odredenu regiju, te da se
integriraju u tkivo kako bi zamijenile izgubljene stanice nakon ozljede. Takoder, transplantirane
stanice bi mogle osigurati i troficku potporu ozlijedenom tkivu, te tako pomoc¢i u prezivljavanju
1 regeneraciji stanica mozga (290). Iako je ideja o terapiji TBI-a neuralnim mati¢nim stanicama
obecavajuca, mnogo je izazova koje ona treba savladati, od kojih su najznacajniji uspjeSna
integracija transplantiranih stanica u tkivo, te problemi s mikrookoliSem ozlijedenog tkiva u
kojem je prisutno mnogo produkata procesa sekundarne ozljede, a koji bi oporavak mozga

mogli u€initi upitnim (290).
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2.3. Traumatska ozljeda mozga u talamusu, malom mozgu i rostralnom dijelu velikog

mozga

Vecina dosad objavljenih pretklinickih studija o patofizioloSkim procesima

uklju¢enim u TBI bila je usmjerena dominantno na parijetalni i temporalni korteks, te
hipokampus (32,51-63), regije mozga koje su najblize mjestu ozljede u vecini modela
eksperimentalne TBI. Pojedina oStecenja posljedicno TBI-u opisana su i u drugim
strukturama mozga, ali su nalazi malobrojni i ¢esto kontradiktorni. Takoder, funkcionalni
ishodi koji se manifestiraju nakon TBI-a, kao i saznanja o difuznoj prirodi ozljede, ukazuju
kako patofizioloski procesi zahvacaju i dijelove mozga koji su udaljeni od mjesta traume (66—
68,291). U ovom odlomku ukratko su opisane anatomske osobitosti i klini¢ke posljedice TBI-
a u talamusu, malom mozgu i rostralnom dijelu velikog mozga, moZdanim strukturama koje
su zbog dosad nedovoljne istrazenosti opsega i vremenskog slijeda pojavnosti procesa i
mehanizama oSte€enja i oporavka u njima, a velikog klinickog znacenja, predmetom ove
doktorske disertacije.

Talamus je parna, jajolika struktura koja se nalazi u srediSnjem dijelu mozga (292).
Tracci bijele tvari (TBT) (unutrasnje medularne lamine) dijele talamus na tri podrucja: prednje,
srednje (medijalno) i lateralno podrucje. Navedena podrucja dijele se u manje teritorije unutar
kojih se nalaze brojne talamicke jezge. Dodatno, jezgre talamickih neurona smjeStene su i
unutar medularnih lamina (intralaminarne jezgre), a dio talamusa ¢ini i retikularni teritorij,
nastavak retikularne formacije smjesSten izmedu glavne mase talamusa i kapsule interne (292).
Kroz talamus prolaze sva aferentna (osjetna) i eferentna (motoricka) kortikalna vlakna, te mu
je osnovna uloga da kontrolira i modulira protok informacija prema moZzdanoj kori 1 iz nje.
Istrazivanja ukazuju i na bitnu ulogu ove strukture u procesuiranju kortiko-kortikalnih puteva
(293,294). Osim projekcijskih vlakana koja zavrSavaju u korteksu, jezgre talamusa Salju
projekcije i u subkortikalne dijelove te u mali mozak (65). S obzirom na navedeno, talamus ima
vrlo bitnu poziciju, selektira i filtrira informacije, te znacajno utjeCe na procese paznje i
ponasanja.

Ozljeda talamusa i njegovih projekcijskih puteva moze rezultirati razliitim
funkcionalnim poremecajima (73,295-297). Naime, iako je smjeSten dublje u mozgu, ¢ime je i
manje podlozan direktnim kontuzijama, njegove kortikalne projekcije izrazito su podlozne
difuznoj ozljedi nakon TBI (68,297-299). U klini¢koj TBI, oStecenja talamusa manifestiraju se
akutno gubitkom svijesti, a u kasnijim fazama javljaju se kognitivne disfunkcije kao npr.
problemi s paznjom i koncentracijom, raspoloZenjem, sposobnosc¢u rjeSavanja problema,
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donosenjem odluka, pam¢enjem itd. (297,300,301). Iako se kognitivni poremecaji najcesce
povezuju s oStecenjem 1 posljedicnom disfunkcijom frontalnog korteksa, postoje dokazi koji
povezuju ,,frontalne* simptome s oSteCenjem talamusa (296). Dodatno, klinicke studije ukazuju
na potencijalno vrlo bitan utjecaj oSteenja talamusa na prognozu i daljnji razvoj
posttraumatskih patofizioloskih procesa (70,72-74,297,302). Takoder, opisano je kako je
ozljeda talamusa u korelaciji sa stupnjem invaliditeta posljedi¢no TBI-u (303).

Mali mozak struktura je koja u ¢ovjeka zauzima samo 10% ukupnog volumena mozga,
a sadrZzi vise od 50% svih mozdanih neurona (213). Sastoji se od dvije polutke koje su u srediStu
povezane vermisom (292). Dvije duboke fisure dijele mali mozak na tri poprecna reznja:
rostralni, srednji i kaudalni, koji se sastoje od odredenih dijelova polutki i vermisa (292).
Reznjevi se manjim fisurama dijele u ukupno 10 reZnji¢a. Nadalje, u malom mozgu razlikujemo
sivu tvar (koru) i bijelu tvar koja sadrzi aferentna i eferentna vlakna, a unutar koje su smjestene
i Cetiri duboke jezgre malog mozga (292).

Kora malog mozga podijeljena je u tri sloja, a sadrzi nekoliko vrsta neurona koji
oblikuju pravilnu mreZzu osnovnih strukturno-funkcionalnih jedinica, koje se ponavljaju kroz
cijeli mali mozak, te Cine karakteristicnu citoarhitekturu ove mozdane regije (213,304). S
vanjske strane nalazi se molekularni sloj (MS) koji sadrzi dendrite Purkinjeovih i Golgijevih
stanica, inhibicijske interneurone (zvjezdaste i1 koSaraste stanice), usporedna vlakna koja Cine
aksoni zrnatih neurona, te radijalne, pravilno rasporedene nastavke Bergmanove glije,
specificnih astrocita kore malog mozga. Tijela Purkinjeovih stanica poredana su u nizu, te ¢ine
jednostanic¢an sloj koji se naziva sloj Purkinjeovih stanica (PS). U njemu se nalaze i tijela
Bergmanove glije. Treci sloj zove se zrnati ili granularni sloj (GS) jer sadrzi izrazito velik broj
zrnatih interneurona (ima ih viSe nego svih neurona u kori velikog mozga zajedno). Osim
zrnatih neurona, ovdje su takoder smjeStena tijela i aksoni Golgijevih inerneurona. Samo su
zrnate stanice ekscitacijski glutamatergi¢ni neuroni, dok su ostali tipovi neurona malog mozga
inhibicijski, GABAergi¢ni. U novijoj literaturi spominju se jo§ dva tipa neurona: Lugaro
neuroni (engl. Lugaro cells) 1 unipolarne Cetkaste stanice (engl. unipolar brush cells) (305).

U TBT-u se nalaze dvije vrste aferentnih vlakana, mahovinasta i vitiCasta vlakna, te
aksoni Purkinjeovih stanica, koji ¢ine jedine eferentne projekcije iz malog mozga. Broj
aferentnih vlakana mnogo je veci od broja eferentnih vlakana (u ¢ovjeka je taj omjer 40:1)
(213). Mahovinasta vlakna stvaraju sinapti¢ke rozete u granularnom sloju te tako jedno vlakno
stvara ekscitacijske sinapse s velikim brojem granularnih stanica. VitiCasta vlakna ulaze u

molekularni sloj gdje se granaju te se poput vitica pletu oko dendrita Purkinjeovih stanica s
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kojima stvaraju ekscitacijske glutamatergi¢ne sinapse. Tijela mahovinastih vlakna nalaze se u
raznim strukturama, najviSe u pontinim jezgrama, dok sva vitiCasta vlakna polaze iz sklopa
donje olive. Aksoni Purkinjeovih stanica uglavnom zavrSavaju u dubokim jezgrama malog
mozga.

Mali mozak sudjeluje u koordiniranju miSi¢ne aktivnosti, reguliranju misi¢nog tonusa,
odrZavanju ravnoteZze, te utjeCe na sve vrste motorickih aktivnosti (213). Nadalje, omogucava
izvodenje uskladenih, glatkih i svrhovitih pokreta, koje kao i stav tijela nadzire neizravno,
moduliraju¢i izlazne signale glavnih silaznih motorickih sustava mozga (213). Novija
istrazivanja ukazuju kako mali mozak ima visSe uloga nego S$to se neko¢ smatralo, te postoji sve
viSe dokaza koji ukazuju kako sudjeluje 1 u viSim kognitivnim funkcijama (75,306).

Klini¢ke manifestacije ozljeda ili bolesti malog mozga su poremecaji u hodu i stavu
tijela, koordinaciji pokreta udova i oc€iju, gubitak ravnoteZe, smanjenje misSi¢nog tonusa te
poremecaji svrhovitih pokreta ruku (76,213). Neke od zabiljeZenih neuroloskih posljedica TBI-
a, primjerice ataksija, posturalna nestabilnost, tremor, problemi s ravnoteZom i finim
motorickim vjeStinama, te moguce ¢ak i1 kognitivni deficiti, mogli bi biti povezani s ozljedom
malog mozga (75). Iako je direktna ozljeda malog mozga vrlo rijetko zastupljena u odnosu na
supratentorijalnu traumu, radioloske studije potvrduju ostecenja malog mozga i u sluCajevima
kada inicijalna ozljeda ne zahvaca taj dio SZS-a (69,307,308). Nadalje, u pojedinih bolesnika s
lezijom talamusa ili moZdanog debla, gore navedeni motoric¢ki simptoma javljaju se tri tjedna
do dvije godine nakon ozljede, S§to ukazuje na mogucnost da su posljedica oSte¢enja u
projekcijskim putevima vezanim uz mali mozak (309,310). Nakon TBI-a, u malom mozgu
opisani su selektivan gubitak stanica s posljedicnom atrofijom (311-313) i metabolicke
promjene (314-316). Takoder, klinicke studije su pokazale kako je smanjena sposobnost ucenja
i planiranja, te nedostatak svjesnosti o pogreSnim reakcijama nakon TBI-a u korelaciji sa
stupnjem ozljede malog mozga (317,318). Prilog nalazima koji ukazuju na funkcionalnu
povezanost izmedu malog mozga i visih kognitivnih funkcija ¢ine i anatomski dokazi projekcija
iz malog mozga u podrucje prefrontalnog korteksa koji sudjeluje u procesima prostornog
pamcenja (319).

Frontalni korteks pripada rostralnom dijelu velikog mozga. Ukljucen je u kontrolu
motorike, ali i mnogobrojnih funkcija koje utjecu na osobnost i aktivnosti pojedinca kao $to su
npr. emocije, te socijalno i seksualno ponasanje (320). Vezano uz navedene funkcije ovog dijela
mozga, TBI moZe uzrokovati poremecaje u motorici koji su ¢esto praceni i poremecajima u

govoru (77,78,321,322), potom promjene u osobnosti i socijalnom ponasanju (323-326), kao i
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probleme u kontroli nagona (327,328). Klinicke studije u kojima je koriStena tehnika magnetske
rezonance ukazale su na izrazitu osjetljivost ove moZzdane regije na traumu, buduci da se u njoj

biljeZe oStecenja ve¢ posljedicno blagoj TBI (106,329-331).

2.4. Eksperimentalni modeli traumatske ozljede mozga

Kako bi se mogla detaljno istraZivati izrazito kompleksna patofiziologija i
neurobihevioralne promjene posljedicno TBI-u, razvijeno je nekoliko Zivotinjskih modela, od
kojih su najcesce koriSteni modeli na glodavcima. Razvijeni su i in vitro modeli, koji su
zadovoljavajuée orude za istraZivanja usmjerena na stani¢ne procese, medutim oni ne mogu
simulirati kompleksnost viSestani¢nih lokalnih, regionalnih, te globalnih moZzdanih mreza i
sistemski odgovor u tijelu posljedicno TBI-u (332). Stoga, koriStenje Zivotinjskih modela
nezamjenjivo je orude za proucavanje izrazito kompleksnih patofizioloskih procesa ukljuc¢enih
u TBL

S obzirom na c¢injenicu kako je TBI u klini€koj praksi vrlo heterogena ozljeda,
nemoguce je razviti jedinstven model koji u potpunosti oponasa klinicke situacije u svih
ozljedenika (333). Iako niti jedan model TBI-a nije savrSen, neki od njih repliciraju mnoge
komponente klinickog TBI-a. Dizajn i odabir modela TBI-a ovisi o fokusu istraZivanja.
Primjerice neki stariji in vivo modeli viSe su usmjereni na biomehanicke karakteristike ozljede,
dok su noviji modeli ¢esto usmjereni na razjasnjavanje kompleksnih molekularnih kaskadnih
osSte¢enja induciranih s TBI-em (93). Eksperimentalni TBI modeli opéenito se mogu podijeliti
na modele ZariSne, difuzne ili kombinirane ZariSno/difuzne ozljede, potom modele koji
ukljucuju npr. TBI 1 hemoragiju, te modele vrlo specifi¢ne za pojedine vrste TBI-a, kao Sto su
npr. modeli ubodne/penetrirajuce te eksplozijom inducirane trumatske ozljede (333). Ovdje je

ukratko opisano nekoliko najcesc¢e koriStenih in vivo modela TBI-a.

2.4.1. Modeli ZariSne traumatske ozljede mozga

Dva najcesce koristena modela TBI-a koji simuliraju ZariSni tip ozljede, prvenstveno
kortikalnu kontuziju, jesu model kontroliranog kortikalnog udara (engl. controlled cortical
impact, CCI) i model pada utega (engl. weight drop, WD).

U CCI modelu koristi se pneumatski ili elektromagnetski uredaj za prijenos ¢vrstog
impaktora na kraniotomijom izloZenu i neoStecenu tvrdu ovojnicu mozga (334). Dobra strana

ovog modela je jednostavna kontrola nad mehanickim ¢imbenicima poput vremena, brzine i
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dubine ozljede, te jacine udarca (105,335). lako je dominantno model ZariSne ozljede, CCI
metoda ukljuCuje i pojedine karakteristike difuznog oSte¢enja (336) te rezultira akutnim
subduralnim hematomima, aksonalnom ozljedom, kontuzijom, poremecajem KMB-a,
atrofijom tkiva mozga, te kognitivnim i bihevioralnim deficitima (334). Nedostaci CCI modela
su preveliko oStecenje tkiva na mjestu kontuzije, te nedostatak znacajnije difuzne komponente
karakteristi¢ne za ve¢inu TBI-a (333).

U WD modelu (337,338), anesteziranoj Zivotinji inducira se TBI pomocu slobodno
padajuceg utega na izloZenu tvrdu ovojnicu mozga ili na lubanju (339). Jaina ozljede mozZe se
kontrolirati varijacijama u masi utega i visini s koje se on pusta. Ovaj model je brz, jednostavan
i uc¢inkovit, medutim, reproducibilnost mu je manja u odnosu na druge modele i postoji opasnost

od frakture lubanje kod teZih stupnjeva ozljede (333).

2.4.2. Modeli difuzne traumatske ozljede mozga

Trenutno najeSce koriSteni modeli eksperimentalne difuzne TBI su model
akceleracijskog udarca (engl. impact acceleration model, 1AM), model srediSnjeg udarca
tlakom tekucine (engl. central fluid percussion injury, CFPI) i adaptirani CCI modeli (333).

IAM se takoder naziva i Marmarou modelom po autoru koji ga je razvio adaptacijom
WD modela. Za razliku od originalnog WD modela, na eksponiranu lubanju Zivotinje stavlja
se ploc¢ica od nehrdajuceg Celika, Sto smanjuje moguénost pojave fraktura od udarca slobodno
padajuc¢eg utega. Akceleracijska komponenta u ovom modelu postignuta je na nacin da
anestezirana Zivotinja slobodno leZi na pjenastoj podlozi ¢ime su omoguceni pokreti glave
prilikom indukcije udarca (340).

CFPI jedna je od varijanti modela ozljede tlakom tekucine koja, radi pozicioniranja
kraniotomije iznad sagitalnog sinusa, reproducira difuzni tip traumatske ozljede (79,341).
Rezultira klini¢ki relevantnom, rasprostranjenom aksonalnom ozljedom s hipertenzijom,
poviSenim intrakranijalnim tlakom i reduciranim moZzdanim protokom krvi (333).

Adaptirani CCI modeli primjenjuju se sa svrhom da se njihovim koriStenjem uzrokuje
difuzno oSte¢enje mozga za razliku od originalnog modela kojim se inducira ZariSna ozljeda.
Jedna od mogucénosti je pozicioniranje kraniotomije u srediSnjoj liniji lubanje (342).
Stavljanjem celicnog diska na glavu Zivotinje sprjeCava se nastanak frakture lubanje, a
smjeStanjem Zivotinje u kalup ispunjen gelom omogucavaju se pokreti glave prilikom udarca

diska, a time i nastanak difuznog tipa ozljede (93).
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2.4.3. Model kombinirane ZariS$ne i difuzne traumatske ozljede mozga

LFPI model, uveden 1989. godine (80), jedna je od najceS¢e koriStenih metoda
eksperimentalnog TBI-a (93,333). Ovim se modelom uzrokuje kontuzija dubljih slojeva kore
mozga na mjestu traume, Sto je karakteristika ZariSne ozljede, te difuzna aksonalna ozljeda
(50,343,344). S obzirom da teski TBI u bolesnika, koja ima najvece klinicko znacenje, ukljucuje
elemente kortikalne kontuzije i difuzne ozljede, LFPI model smatra se klinicki najrelevantnijim
modelom TBI-a u glodavaca (19). Takoder, LFPI model dobro je okarakteriziran,

reproducibilan i pouzdan (343), te je stoga koriSten u ovom istraZivanju.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Pokusne Zivotinje

U ovom istraZivanju koriSteni su odrasli Hannover-Wistar Stakori. Sve eksperimentalne
Zivotinje bile su muskog spola i tjelesne mase od 350 do 450 g. Stakori su boravili u nastambi
s kontroliranom izmjenom razdoblja od 12 sati svjetlosti i tame te stalnom temperaturom od
20°C. Standardnu hranu za Stakore i vodu dobivali su ad libitum. Svi postupci na zZivotinjama
provedeni su sukladno zakonskim odredbama Republike Hrvatske (Zakon o zaStiti Zivotinja,
NN135/06 1 37/13; Pravilnik o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe, NN 55/13) i
europskim smjernicama, a prema direktivama Vije¢a Europe (86/609/EEC). IstraZivanja su
provedena u skladu s osnovama tzv. 3R pristupa: Replacement = nadomjeStanje Zivotinja,
Reduction = smanjenje broja Zivotinja, Refinement = oplemenjivanje postupaka prema
Zivotinjama, $to je sukladno bioetickim standardima o provodenju pokusa na Zivotinjama uz

izbjegavanje nepotrebnih pokusa i patnje Zivotinja.

3.2. Materijali

3.2.1. Kemikalije

Sve navedene kemikalije nabavljene su od Sigma-Aldrich, Inc. (SAD), Bio-Rad
Laboratories (SAD), Carl Roth Gmbh & Co. (Njemacka), Thermo Fisher Scientific Inc. (SAD)

1 Kemika (Hrvatska) ukoliko nije drugacije navedeno.

3.2.1.1. Kemikalije za Western blot metodu

Kloridna kiselina (HCI), natrij klorid (NaCl), akrilamid (C3HsNO), natrijev dodecil-sulfat
(SDS), amonijev persulfat ((NH4)2S205), N, N, N, N-tetramethyl-ethylenediamine (TEMED),
glicin, 2-merkaptoetanol, glicerol, brom fenol plavi (A.C.S. reagens), metanol, octena kiselina
(CH3COOBR), etilendiaminotetraoctena kiselina (EDTA), natrijev azid (NaN3), natrijev fluorid
(NaF), natrijev pirofosfat-dekahidrat (NaPP), etilenglikol-aminoetiletertetraoctena kiselina
(EGTA), fenil-metan-sulfonil-fluorid (PMSF), natrij ortovanadat (Na3VOs), leupeptin,
aprotinin, mlijeko u prahu (engl. non fat dry milk), Tween® 20, Triton X®, SuperSignal® West
Pico kemiluminescentni supstrat, nitrocelulozna membrana, Ponceau S, Bradford reagens,

tekuéi dusik.
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3.2.1.2. Kemikalije za histoloske metode

Paraformaldehid, parafin (Tissue-Tek®, Sakura Finetek Inc., SAD), ksilen, etanol,
metanol, tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) baza (TBS), NaCl, Triton X®, octena kiselina
(CH3COOH), natrijev citrat (C¢HsNa3O7), Tween® 20, vodikov peroksid (H0.), entelan,
Mowiol® 4-88, 1,4-diazadiciklo [2.2.2] oktan, proteinaza K, albumin govedeg seruma (enhl.
bovine serum abumine, BSA), kozji normalni serum (engl. normal goat serum, NGS), zecji
normalni serum (engl. normal rabbit serum, NRS), koko§ji normalni serum (engl. normal
chicken serum, NCS), diaminobenzidin (DAB) kromogen, kalijev permanganat (KmNOy),
DAPI, Streptavidin-HRP (engl. horseradish peroxidase, HRP) konjugat, Streptavidin
DyLight™ 594 konjugat, Streptavidin DyLight™ 488 konjugat, 4',6'-diamino-2-fenilindolom
(DAPI), hematoksilin (BIOGNOST®, Hrvatska), ApopTag® Fluorescein in Situ Apoptosis
Detection Kit S7110 (CHEMICON® International, Inc.), Fluoro-Jade® B (Merck Millipore,
SAD).

3.2.2. Lijekovi

Izofluran (Forane®, Abbott Laboratories d.o.0., Velika Britanija), levobupivakain
(Chirocaine®, Abbott Laboratories d.o.0., Velika Britanija), natrijev tiopental (Thiopental
Injection BP 1 G, RotexMedica, Njemacka), kisik (O2), dusikov oksid (N20O), jod, fizioloska
otopina (0,9% NaCl).

3.2.3. Primarna protutijela

U Western metodi i imunohistokemijskim analizama koriStena su primarna protutijela
protiv: NeuN-a, kalbindina, DCX-a (engl. doublecortin), GFAP-a, adaptorne molekule 1 za
vezivanje ionizirajuceg kalcija (engl. ionized calcium binding adaptor molecule 1, Ibal),
aktivirane/pocijepane kaspaze-3 (engl. cleaved caspase-3, CCasp-3), AlF-a, SYP-a, GAP-43,
klastera diferencijacije 86 (engl. cluster of differentiation 86, CD86), klastera diferencijacije
206/receptora za manozu (engl. cluster of differentiation 206/mannose receptor, CD206) i Mac-
2/galektina-3 (engl. Mac-2/galectin-3). U tablici 1 navedeni su podaci o koriStenim primarnim

protutijela.
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Tablica 1. KoriStena primarna protutijela

Epitop Domacin i klonalnost Proizvodac Primjena
NeuN misje monoklonsko Merck Millipore, SAD WB/IF
Kalbindin | zecje poliklonsko Abcam, Cambridge, UK WB/IF
DCX kozje poliklonsko Santa Cruz Biotechnology, IF

SAD
GFAP zec€je poliklonsko Abcam, Cambridge, UK WB/IF
Ibal kozje poliklonsko Abcam, Cambridge, UK WB/IF
. . Cell Signaling Technology,

CCasp-3 zec€je poliklonsko Inc.. SAD WB/IF
AIF zec€je poliklonsko Abcam, Cambridge, UK WB/IF
SYP mije monoklonsko gf‘]t)a Cruz Biotechnology, WB/IHC /IF
GAP-43 | mi§je monoklonsko gfga Aldrich Corporation, WB/IHC /IF
CD86 mi$je monoklonsko Abcam, Cambridge, UK IF
CD206 zec€je poliklonsko Abcam, Cambridge, UK IF
Mac-2 Stakorsko poliklonsko Abcam, Cambridge, UK IF

Skracenice: WB, Western blot; IHC, imunohistokemija, IF; imunofluorescencija
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3.2.4. Sekundarna protutijela

Sekundarna protutijela koriStena za Western blot i imunohistokemijske analize

navedena su u tablici 2.

Tablica 2. KoriStena sekundarna protutijela

Epitop Domacin i klonalnost Proizvodac Primjena
misji kozje poliklonsko, Dako Cytomation,
imunoglobulini | biotinilirano Glostrup, Danska WB/HC/E
misji zecje poliklonsko, Dako Cytomation,
imunoglobulini | biotinilirano Glostrup, Danska WB/HC/E
koz;ji zecje poliklonsko, Dako Cytomation,
imunoglobulini | biotinilirano Glostrup, Danska WB/HC/E
koz;ji kokosje poliklonsko, Dako Cytomation, IF
imunoglobulini | AlexaFluorsos Glostrup, Danska
zeCji kozje poliklonsko, Dako Cytomation,
imunoglobulini | biotinilirano Glostrup, Danska WB/HC/E
zeCji IBOZ]{? lil(illklonSkO’ Dako Cytomation, IF
imunoglobulini yH1ghtsos Glostrup, Danska
zedji i(iz;ealg;ﬁg(rlomko’ Abcam, Cambridge, IF
imunoglobulini . UK
zedji kokosje poliklonsko, Abcam, Cambridge, IF
imunoglobulini | AlexaFluorsss UK
Stakorski zecCje poliklonsko, Abcam, Cambridge, IF
imunoglobulini | AlexaFluorso4 UK

Skracenice: WB, Western blot; IHC, imunohistokemija; IF; imunofluorescencija
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3.2.5. Pribor 1 aparatura

Operativni zahvati na Zivotinjama obavljani su na aparatu za stereotaksiju (Stoelting
AnyAngle™ Stereotaxic Instrument, SAD) koriStenjem standardnog kirur§kog pribora za
eksperimentalne Zivotinje. Eksperimentalna TBI inducirana je pomocu aparata za LFP ozljedu
(Virginia Commonwealth University, Biomedical Engineering Facility, Richmond, VA, SAD).

U Western analizama, uzorci tkiva homogenizirani su ultrazvu¢nim homogenizatorom
Sonic Dismembrator (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Koncentracije proteina u tkivnim
lizatima odredivane su koriStenjem uredaja za spektrofotometriju (Thermo Spectronic Helios,
Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Za odvajanje proteina koriSten je sustav za elektroforezu
(Bio-Rad Laboratories, SAD), a za prijenos proteina s gela na membranu Trans-Blot® SD Semi-
Dry Transfer (Bio-Rad Laboratories, SAD). Za detekciju 1 kvantifikaciju jacine
kemiluminiscentnog signala koriSten je sustav za slikovni prikaz (imaging), opremljen
programom za denzitometrijsku analizu (Kodak Image Station 440CF i Kodak 1D Image
Analysis Software, oboje Eastman Kodak, Rochester, NY, SAD).

U procedurama za pripremu parafiniziranih histoloSkih preparata mozgova Stakora
koriSteni su histokinet Leica TP1020 (Leica Biosystems GmbH, Njemacka) i mikrotom HM
340E Electronic Rotary Microtome (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Mikrofotografije
parafinskih presjeka mozgova ucinjene su pomocu Mikro Olympus DP71CCD kamere na
Olympus BX51 mikroskopu (oboje Olympus, Japan) ili pomoc¢u Zeiss LSM700 konfokalnog
laserskog pretraznog mikroskopa (Carl Zeiss, Njemacka).

U svim laboratorijskim procedurama koriSteni su standardni laboratorijski pribor i

aparati.

3.3. Metode

3.3.1. Traumatska ozljeda mozga Stakora

U ovom istraZzivanju eksperimentalna trauma mozga Stakora ucinjena je vec
spomenutim LFP modelom ozljede (80). Zivotinje su anestezirane izofluranom, u smijesi kisika
i duSikova oksida, u omjeru 2:1, u koncentraciji od 4% prilikom indukcije, odnosno 2% tijekom
odrzavanja anestezije. Zatim su smjeStene na aparat za sterotaksiju, gdje im je odstranjena dlaka
na povrSini glave, dezinficirana koZa te supkutano ubrizgana 0,5%-tna otopina
levobupivakaina. Nakon ucinjenog sagitalnog reza koZe i odstranjivanja tkiva prikazane su

kosti lubanje. Pomocu stereotaksi¢nog aparata odredeno je mjesto kraniotomije te je
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trepanacijskim svrdlom u€injen otvor u lubanji promjera S mm, paze¢i pritom da tvrda ovojnica
mozga ostane ocuvana. Kraniotomija je u¢injena iznad lijevog parijetalnog korteksa, 3,4 mm
lateralno od sagitalne suture i na sredini izmedu koronalnog i lambdoidnog Sava. Prethodno
prilagodena Suplja plasti¢na spojnica tipa Luer-Lok (adapter) smjeStena je epiduralno, te je
fiksirana pomocu akrilnog ljepila i dentalnog cementa (slika 1). Navedeni plasti¢ni nastavak je
zatim ispunjen fizioloSkom otopinom (0,9% NaCl) i spojen na LFP aparat neposredno prije
izazivanja traume mozga. Prije smjeStanja Zivotinje na aparat prekinut je dotok inhalacijskog
anestetika, te je TBI izazvana u trenutku kada je Zivotinja pokazala prvi znak povratka svijesti

(reakcija na uStip Sape).

Slika 1. Anesteziran Stakor s postavljenom plasticnom spojnicom tipa Luer Lok i maskicom za isporuku
inhalacijskih anestetika

Aparat za izazivanje LFP ozljede sastoji se od dugackog cilindra koji je napravljen od
pleksiglasa 1 ispunjen fizioloSkom otopinom, te bata koji se moze podesiti na razliite visine
luka, ovisno o teZini ozljede koja se Zeli izazvati u eksperimentu (slika 2). Na jednoj strani

cilindra smjeStena je Zivotinja, a na suprotnoj strani nalazi se pomicni klip koji nakon udara
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bata stvara val tekucine koji putuje duZ cilindra i koji svojom snagom preko ocuvane tvrde
ovojnice uzrokuje ozljedu mozga. Na kraju aparata na kojem je smjeStena Zivotinja, pri¢vr§¢en
je 1 pretvornik koji omogucava prac¢enje promjena tlaka tekucine u sustavu tako $to navedene
promjene pretvara u digitalni signal kojeg zatim prenosi na racunalno podrZani osciloskop
(PCS500, Velleman® Instruments, Gavere, Belgija). Ovakav sustav analogno-digitalnog
pracenja omogucava precizno doziranje intenziteta ozljede, te je ona u ovom modelu TBI-a
visoko reproducibilna. U svrhe ovog rada, TBI umjerene jakosti izazvana je koriStenjem tlaka

tekucine 1,80 - 2,20 atm (1,82 - 2,23 bara), trajanja 21-23 milisekundi.

Slika 2. Sustav za eksperimentalnu traumatsku ozljedu u Stakora: aparat za lateralnu ozljedu tlakom
tekucine (A), osciloskop (B), racunalo (C)

Nakon ozljede Zivotinje su prestale disati, a u istrazZivanje su ukljuene samo one u kojih
apnea nije trajala dulje od 60 sekundi. Pri povratku svijesti Zivotinje su bile ponovno
anestezirane izofluranom te im je nakon uklanjanja plasticnog nastavka svilenim Savom
zaSivena koZa glave. Zivotinjama je potom na ranu primijenjena antibiotska mast te su vraéene
u svoje kaveze. Sat vremena nakon operacije svim Stakorima je intraperitonealno injicirano 5

mL fizioloSke otopine, te im je potom omogucen slobodan pristup hrani i vodi.
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Lazno ozlijedeni Stakori bili su tretirani identicno kao gore opisana skupina
traumatiziranih Zivotinja, osim $to im nije bila inducirana ozljeda mozga. Navedene Zivotinje,
Zrtvovane prvog dana nakon laznog TBI-a, ¢inile su kontrolnu skupinu (n = 15). Ostale skupine
Cinile su Zivotinje s eksperimentalno uzrokovanim TBI-em, a Zrtvovane prvog (n = 14), treceg
(n = 14) ili sedmog (n = 14) dana nakon ozljede. Sumarno, za potrebe ovog rada Zrtvovano je
ukupno 57 Stakora, a uzorci njihovih mozgova koriSteni su za Western blot ili histoloSke analize

(broj analiziranih uzoraka po skupini bio je 4-8).

3.3.2. Western blot analize

Razine ekspresije razlicitih proteina od interesa odredivane su pomo¢u Western blot
metode u talamusu, ipsilateralno u odnosu na mjesto prave/lazne ozljede. Za navedene analize
u malom mozgu koriStena je polovica ove strukture, ipsilateralno u odnosu na mjesto

prave/lazne ozljede.

3.3.2.1. Priprema uzoraka i odredivanje koncentracije proteina

Zrtvovanje $takora obavljeno je dekapitacijom pomocu giljotine. Mozgovi su odmah
nakon odstranjivanja stavljeni na led te su odvojene regije od interesa. Uzorci tkiva brzo su
zatim smrznuti na suhom ledu i pohranjeni na -80°C. Kada su bili potrebni za analize, mozgovi
su odmrznuti te su homogenizirani ultrazvu¢nim homogenizatorom u puferu za lizu (25 mM
Tris HCI, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 10 mM NaPP, 10 mM NaF, 2 mM
Na3zVOs, 1 mM PMSF, 24 ng/uL leupeptina, 35 pg/ul aprotinina, 1% Triton X-100, 0,1%
SDS). Potom su inkubirani 1 sat na ledu, te centrifugirani na 10000 x g 10 minuta na 4°C.
Alikvoti nadsloja pohranjeni su na — 80°C do vremena analize. Koncentracije proteina u
uzorcima odredivane su metodom po Bradfordu (345), koriStenjem procis¢enog BSA kao

standarda.

3.3.2.2. Mjerenje razine ekspresije proteina

Iz tkivnih lizata pripremljeni su uzorci u kojima su koncentracije proteina bile
normalizirane na 3 ili 4 pg/ul. Proteini su odvojeni elektroforezom i preneseni na
nitroceluloznu membranu. Odgovaraju¢im puferom (5% BSA ili 5%-no mlijeko) blokirana su
nespecificna vezna mjesta na membrani, dodana su primarna protutijela te su membrane

inkubirane preko no¢i na 4°C. Slijede¢i dan primijenjena su odgovaraju¢a biotinilirana
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sekundarna protutijela tijekom jednog sata, a zatim konjugat streptavidin-HRP-a tijekom 30
minuta, na sobnoj temperaturi. Membrane su nakon ispiranja vizualizirane
kemiluminiscencijom koristenjem SuperSignal® West Pico supstrata. Kemiluminiscentna
detekcija i kvantifikacija jaCine signala ucinjena je pomocu Kodak sustava za slikovni prikaz

koji je opremljen programom za denzitometrijsku analizu.

3.3.3 Histokemijske i imunohistokemijske metode

Fluoro-Jade B, imunohistokemijske i TUNEL analize radene su na parafinskim
preparatima mozga Stakora. Za analizu talamusa koriSteni su koronalni rezovi, a za analize

malog mozga i rostralnog dijela velikog mozga Stakora koriSteni su sagitalni presjeci.

3.3.3.1. Priprema mozgova za histoloske analize

Za potrebe ovih analiza, Stakori su uspavani natrijevim tiopentalom nakon ¢ega su
transkardijalno perfundirani hladnom puferiranom fizioloskim otopinom te prefiksirani 4%
paraformaldehidom. Mozgovi su potom odstranjeni i podijeljeni u tri dijela s dva popre€na reza;
prvi rez na udaljenosti od +1 mm anteriorno od bregme te drugi izmedu velikog i malog mozga.
Mozgovi su zatim uronjeni u posudice s navedenim fiksativom, u kojima su ostavljeni tijekom
slijede¢ih 20 do 24 sati. Nakon toga, stavljeni su u histokinet gdje su podvrgnuti tretmanu s
rastu¢im koncentracijama alkohola (od 50% do 100%), ksilola i parafina tijekom 24 sata. Tako
pripremljeni mozgovi Stakora uklopljeni su u parafin i uvani na sobnoj temperaturi. Presjeci
debljine 3 um narezani su pomoc¢u mikrotoma, stavljeni na silanizirana predmetna stakalca, te
koriSteni za analize. Od prednjeg, odnosno rostralnog dijela velikog mozga i malog mozga
ucinjeni su sagitalni presjeci, a od straznjeg dijela velikog mozga Stakora u kojem je smjeSten
talamus, narezani su koronalni presjeci.

Za analize rostralnog dijela velikog mozga (anteriorno od +1 mm od bregme) koriSteni
su sagitalni presjeci udaljeni 1,80 mm od medijane ravnine, u objim mozdanim polutkama, za
analize talamusa koriSteni su koronalni rezovi u podrucju od — 2,60 mm do — 4,00 mm
posteriorno od bregme, a za analize malog mozga sagitalni presjeci u medijanom

podrucju/podrucju vermisa.
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3.3.3.2. Fluoro-Jade B fluorescentno obojenje

U ovoj metodi bojenja, stakalca s rezovima mozgova prvo su deparafinizirana
uranjanjem u ksilolu, a zatim rehidrirana kroz padajuce koncentracije etanola (od 100% do
70%) do destilirane vode. Stakalca su zatim podvrgnuta 0,06%-tnoj otopini KmNQ4, isprana
destiliranom vodom (dH>O) te inkubirana u 0,001 % Fluoro-Jade B otopini razrijedenoj u 0,1 %-
noj octenoj kiselini 20 minuta u mraku. Nakon ispiranja u dH>O i suSenja na sobnoj temperaturi

preko no¢i, stakalca su uronjena u ksilen te uklopljena u entelanu.

3.3.3.3. Imunohistokemijske metode

Za imunohistokemijske analize stakalca s presjecima tkiva talamusa, malog mozga ili
rostralog dijela velikog mozga deparafinizirana su u ksilolu, te rehidrirana kroz padajuce
koncentracije etanola (od 100% do 70%) do dH»>O. Nakon toga, podvrgnuta su toplinom
induciranom razotkrivanju epitopa koriStenjem mikrovalne pec¢nice i citratnog pufera (10 mM,
pH 6,0). Nakon hladenja na sobnoj temperaturi, stakalca su isprana u dH>O i podvrgnuta
predtretmanu s TBS-Triton X-100 (0,025%). Ukoliko su presjeci mozgova kasnije obojeni
koriStenjem DAB kromogena koji se veze za primijenjen streptavidin-HRP konjugat, u ovom
koraku je aktivnost endogene peroksidaze blokirana 3%-im vodikovim peroksidom (H203).
Uzorci su potom inkubirani jedan sat u 5%-tnom normalnom serumu koze, zeca ili kokosi,
ovisno o tome u kojoj Zivotinji je uzgojeno sekundarno protutijelo koje se kasnije koristi, u
otopini 1% BSA/TBS-Triton X-100 (0,02%). Zatim su primijenjena primarna protutijela (anti-
NeuN 1:100, anti-SYP 1:200, anti-GAP-43 1:200, anti-Ibal 1:200, anti-GFAP 1:5000, anti-
DCX 1:200, anti-CD206 1:1000, anti-CD86 1:500, anti-AIF 1:200, anti-CCasp-3 1:400, anti-
Mac2/Gal-3 1:250, anti-kalbindin 1:2000) razrijedena u odgovarajucoj otopini [1%-tni
normalni serum koze, zeca ili kokosi u 1% BSA/TBS-Triton X-100 (0,025%)], preko no¢i na
4°C. Idu¢i dan presjeci su inkubirani u odgovaraju¢em sekundarnom protutijelu. Ukoliko je
vizualizacija radena koriStenjem DAB kromogena, presjeci mozgova inkubirani su u
odgovaraju¢em biotiniliranom sekundarnom protutijelu razrijedenom 1:200 u pripadajucoj
otopini [1%-ni ze¢ji, kozji ili kokos$ji normalni serum u 1% BSA/TBS-Triton X-100 (0,025%)]
jedan sat na sobnoj temperaturi, te je nakon toga primijenjen streptavidin-HRP konjugat pola
sata na sobnoj temperaturi. Ti presjeci razvijeni su koriStenjem DAB kromogena koji u reakciji
s HRP-om stvara smedi precipitat, a jezgra je kontraobojena hemotoksilinom. Stakalca su zatim

uranjena u ksilen i uklopljena u entelanu.
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Ukoliko je vizualizacija radena fluorokromom, koriSteno je ili odgovarajuce
biotilinirano sekundarno protutijelo na ve¢ opisan nacin, s time da je u ovom slucaju
streptavidin konjugiran s fluorokromom (DyLightso4 ili DyLightsss) ili je samo sekundarno
protutijelo  konjugirano s fluorokromom (DyLightses, DyLightsgs, AlexaFluorsoa,
AlexaFluorssg). I sekundarna protutijela i streptavidin koriSteni su u omjeru 1:200 u otopini
odgovaraju¢eg normalnog seruma. Jezgre nekih presjeka, ovisno o tome koje primarno
protutijelo se koristi, kontraobojene su otopinom DAPI-a, 1pg/ml. Presjeci mozgova zatim su
uklopljeni u medij za uklapanje fluorescentnih preparata.

U ovom istrazivanju radeno je i dvostruko imunofluorescentno obojenje presjeka
mozgova. Metoda je jednaka kao u slu€aju jednostrukog imunofluorescentnog obiljeZavanja,
samo $to je inkubacija primarnim protutijelom trajala dva uzastopna dana, za svako primarno
protutijelo posebno, a odgovaraju¢a sekundarna protutijela primijenjena su istovremeno treceg
dana. Za potrebe nekih analiza, uz dva razliCita primarna protutijela koristeno je i DAPI
kontraobojenje, tako da je dobiven trostruki imunofluorescentni signal.

U svim imunohistokemijskim bojenjima kao negativne kontrole koriSteni su histoloSki
rezovi na koje je umjesto primarnih protutijela nanesen pufer za razrjedivanje protutijela.

Na ove nacine obojeni presjeci mozgova proucavani su koriStenjem svjetlosnog ili
epifluorescencijskog mikroskopa, ovisno o koriStenoj metodi. Takoder, u analizama
translokacije AIF-a unutar stanice, koriSten je konfokalni laserski pretrazni mikroskop.
Mikrofotografije su u¢injene pomocu kamera koje su vezane uz odredeni mikroskop (vidjeti

opis aparata).

3.3.3.4. Enzimski test za utvrdivanje apoptoze u pojedinacnoj stanici (TUNEL)

TUNEL metoda radena je prema uputama proizvodaca. Stakalca su prvo
deparafinizirana uranjanjem u ksilol, a zatim rehidrirana kroz padajuce koncentracije etanola
(od 100% do 70%) do dH20. Nakon ispiranja u PBS puferu, na presjeke mozgova primijenjena
je proteinaza K (20 pg/ml), koja je ostavljena 15 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je 10
minuta primijenjen pufer za ravnotezu (engl. equilibration buffer), nakon cega su stakalca
inkubirana jedan sat u smjesi otopine enzima terminalne deoksinukleotidil transferaze (engl.
terminal deoxynucleotidyl transferaze enzyme) i otopine u kojoj je mjeSavina nukleotida (engl.
Reaction buffer) na 37°C u vlaznoj komori. Nakon toga, stakalca su stavljena u pufer za
zaustavljanje enzimske reakcije (engl. Stop/Wash buffer) 10 minuta te je na presjeke mozgova

primijenjeno protutijelo protiv digoksigenina konjugirano s fluoresceinom, pola sata u mraku.
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Nakon ispiranja, jezgre su kontraobojene s DAPI-em te su mozgovi uklopljeni u medij za
uklapanje fluorescentnih preparata.

U ovom istrazivanju radeno je i trostruko bojenje u kojem je koristena TUNEL metoda,
imunofluorescencija i DAPI kontraobojenje. Prvi dan procedure bio je jednak kao u opisanom
TUNEL protokolu, uz razliku da je nakon pufera za zaustavljanje enzimske reakcije
primijenjeno primarno protutijelo u otopini odgovaraju¢eg normalnog seruma te su stakalca
inkubirana preko no¢i na 4°C. Idu¢i dan, nakon ispiranja s PBS-om, istovremeno je
primijenjeno protutijelo protiv digoksigenina konjugirano s fluoresceinom i odgovarajuce
sekundarno protutijelo konjugirano s fluorokromom, jedan sat na sobnoj temperaturi. Nakon
ispiranja, jezgre su kontraobojene s DAPI-em te su mozgovi uklopljeni u medij za uklapanje

fluorescentnih preparata.

3.4. Analize i obrada podataka

3.4.1. Analize mikrofotografija

U analizama histoloSkih preparata mozga Stakora koriStene su mikrofotografije u¢injene
na 200x, 400x ili 1000x uvecanju.

Kvantifikacija Fluoro-Jade B pozitivnih stanica ili stanica pozitivnih na odredeni
imunofluorescentni signal (NeuN, AIF, GFAP, Ibal) u talamusu obavljena je na tri razlicita
koronalna presjeka mozga iste Zivotinje. Za Fluoro-Jade B analize, stanice su na svakom
presjeku brojane u tri polja od interesa, povrsine otprilike 0,064 mm?, a u imunohistokemijskim
analizama u jednom polju povriine otprilike 0,1 mm?. U statistickim analizama koristena je
srednja vrijednost za pojedinu Zivotinju, te za pojedinu skupinu.

Za kvantifikaciju imunoreaktivnog SYP i GAP-43 signala, analize su takoder radene na
tri razli¢ita presjeka mozga iste Zivotinje te na tri polja od interesa povrsine otprilike 0,036 mm?.
Uvjeti mikroskopiranja i fotografiranja bili su uvijek jednaki, a imunoreaktivnost je
kvantificirana mjerenjem integralne opticke gustoce (engl. integrated optical density, 10G)
intenziteta fluorescentnog signala po jedinici povrSine od interesa. Vrijednosti su korigirane za
nespecificno pozadinsko obojenje (engl. background, NPO) tako da je na svakom presjeku
mjeren intenzitet podru¢ja na kojem nije zabiljezen imunofluorescentni signal. Korigirana

ukupna fluorescencija (KUF) dobivena je izraCunom:

KUF = I0G - (povrsina polja x srednja vrijednost NPO)
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Kvantifikacija neurodegenerativnih promjena u malom mozgu Stakora, radena je
analizom cijelih sagitalnih presjeka iz podrucja vermisa za svaku Zivotinju (dva presjeka po
zivotinji). Fluoro-Jade B pozitivne stanice su brojane, a Fluoro-Jade B pozitivna vlakna su

semikvantificirana podjelom u rangove od 1 do 5:

1 = do 10% Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana

2 =10 — 25% Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana
3 =26 — 50% Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana
4 =51 - 75% Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana
5 =76 — 100% Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana

Purkinjeove stanice kvantificirane su u Sest polja povrsine otprilike 0,016 mm? u IX.
reznji¢u malog mozga u podrucju vermisa (dva presjeka po Zivotinji). TUNEL pozitivne stanice
brojane su u svim slojevima kore te bijeloj tvari IX. reznji¢a malog mozga, na sagitalnim
presjecima u podrucju vermisa.

Kvantifikacija NeuN, Ibal, GFAP, SYP i GAP-43 imunofluorescentnih signala u

frontalnom korteksu radena je na jednak nacin kao i u talamusu.

3.4.2. Statisticka obrada podataka

Program Microsoft Office Excell® (Microsoft Corp., Redmond, WA, SAD) koristen je
za pohranu podataka i izradu grafickih prikaza. Analize mikrofotografija obavljane su pomocu
ImageJ programa (NIH, Bethesda, MD, SAD). Dobivene vrijednosti izraZene su kao mjere
srediSnjice i rasprSenja. Pri statistickoj obradi podataka koriSteni su neparametrijski postupci
statistiCke rasclambe, Kruskal-Wallis test i Mann-Whitney U test. Razina od P < 0,05 smatrana
je statistiCki znacajnom. Postupci statistiCke ras¢lambe ucinjeni su pomocu racunalne

programske potpore STATISTICA® inacica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK).
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4. REZULTATI

4.1. Pokazatelji oStecenja i oporavka u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga
4.1.1. Neurodegeneracija i gubitak neurona u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

U ovoj doktorskoj disertaciji, za istrazivanje razine neurodegeneracije u talamusu, ali i
ostalim moZdanim strukturama Stakora, koriSteno je Fluoro-Jade B bojenje.

Degenerativno promijenjeni neuroni nisu pronadeni u talamusu Zivotinja kontrolne
skupine niti kontralateralno (slika 3A) niti ipsilateralno (slika 3E) u odnosu na laznu ozljedu
(slika 3A-D). Fluoro-Jade B pozitivni neuroni nisu uoceni niti u talamusu ozlijedenih Zivotinja
kontralateralno u odnosu na traumu (slika 3B-D). Suprotno navedenom, u talamusu Stakora s
TBI-em, ipsilateralno mjestu ozljede, dominantno u regiji koja sadrZzi posteriorne (PO),
ventralne posteromedijalne (VPM) i ventralne posterolateralne (VPL) jezgre, Fluoro-Jade B
pozitivni neuroni detektirani su u svim istrazivanim vremenskim tockama (slika 3F-H).
Statisticke analize ukazale su na znaCajne promjene u ukupnom broju Fluoro-Jade B obojenih
stanica u navedenoj regiji talamusa ozlijedenih Stakora (P < 0,001). Broj degeneriranih
stani¢nih tijela i njihovih nastavaka u Zivotinja s TBI-em bio je znacajno veéi u svim
istrazivanim vremenskim toCkama u odnosu na vrijednosti Zivotinja kontrolne skupine (slika
31). Takoder, broj Fluoro-Jade pozitivnih stanica zabiljezen u talamusu ozlijedenih Zivotinja
treceg (170,89 + 7,42 stanica/mm?) i sedmog (195,56 + 17,68 stanica/mm?) dana nakon TBI-a
bio je znacajno veéi u odnosu na vrijednosti detektirane prvog (53,50 + 7,41 stanica/mm?) dana
nakon traume mozga. Budu¢i da u talamusima kontralateralno od mjesta ozljede nisu
primijecene neurodegenerativne promjene, za daljnja istraZivanja ove regije odnosno za
imunohistokemijske i Western blot analize koriSteni su samo ipsilateralni talamusi Zivotinja
podvrgnutih TBI-u koji su usporedivani s talamusima kontrolne skupine Zivotinja

ipsilateralnima u odnosu na laznu ozljedu.
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Slika 3. Neurodegeneracija u talamusa Stakora nakon traumatske ozljede mozga (TBI) detektirana
Fluoro-Jade B bojenjem. Reprezentativne mikrofotografije regije talamusa koja sadrZi posteriorne,
ventralne posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre kontralateralno (A-D) ili ipsilateralno (E-
H) u odnosu na laznu ozljedu u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) ili TBI u Stakora Zrtvovanih
prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Linija skale = 500 pm. Male
mikrofotografije prikazuju uveéani detalj prikaza odgovaraju¢ih presjeka pojedinih skupina. (I)
Histogram pokazuje broj Fluoro-Jade B pozitivnih stanica po mm? u gore navedenoj regiji talamusa
ipsilateralno u odnosu na laZni/pravi TBI za svaku skupinu Stakora izraZen srednjim vrijednostima +
SEM (n =95). *P < 0, 05; znac¢ajno razli¢ito od KONTROLE; #P < 0, 05 znacajno razli¢ito od TBI 1 d
skupine.
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Gubitak neurona u talamusu te ostalim moZdanim strukturama Stakora koje su
predmetom ovog rada, istraZzivan je imunofluorescentnim obiljeZavanjem protutijelom protiv
NeuN-a, uobicajeno koriStenog specificnog markera zrelih neurona.

Iz rezultata prikazanih na slici 4A-D evidentno je kako je NeuN bojenje u regiji talamusa
u kojoj se nalaze PO, VPM i VPL jezgre, u ozlijedenih Zivotinja Zrtvovanih prvog, treceg ili
sedmog dana nakon TBI-a, slabije izraZzeno u odnosu na nalaz u Stakora kontrolne skupine.
Takoder, u prvom tjednu nakon TBI-a, u talamusu Stakora zabiljeZen je statisticki znacajan
progresivan gubitak neurona (P = 0,002), poglavito u regiji koja sadrzi PO, VPM i VPL jezgre.
Naime, broj NeuN pozitivnih stanica u navedenoj regiji talamusa Stakora podvrgnutih TBI-u
prvog (449,94 + 20,83 stanica/mm?), treCeg (381,56 + 23,82 stanica/mm?) ili sedmog (290,67
+ 31,49 stanica/mm?) dana nakon ozljede bio je zna¢ajno manji u odnosu na broj NeuN
pozitivnih stanica Zivotinja kontrolne skupine (604,44 + 38,74 stanica/mm?) (slika 4E). 1z
prikazanih rezultata takoder je evidentno kako je broj NeuN pozitivnih stanica u talamusu
detektiran sedmog dana nakon TBI-a bio statisti¢ki znacajno manji u odnosu na broj istih

stanica u Zivotinja podvrgnutih TBI-u, a Zrtvovanih dan nakon traume mozga.
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Slika 4. Gubitak neurona u talamusu $takora ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI).
(A-D) Reprezentativne mikrofotografije regije talamusa koja sadrzi posteriorne, ventralne
posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i
Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede, a obojene
s protutijelima protiv NeuN-a. Linija skale = 200 um. (E) Histogram pokazuje broj NeuN pozitivnih
stanica po mm? u gore navedenoj regiji talamusa za svaku skupinu Stakora izraZen srednjim
vrijednostima £ SEM (n = 5). *P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE; #P < 0, 05 znacajno
razlic¢ito od TBI 1 d skupine.
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4.1.2. Programirana stani¢na smrt u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

TUNEL metoda uobicajeno se koristi za detekciju DNK fragmentacije koja se smatra
pouzdanim pokazateljem prisutnosti apoptoticke programirane stani¢ne smrti. TUNEL
oznacavanje kombinirano je s DAPI bojenjem jezgre kako bi se kolokalizacijom potvrdilo da
se uistinu radi o fluorescentnom obojenju fragmentirane DNK, a ne o nespecifi¢cnom signalu.
Za razliku od Stakora kontrolne skupine u €ijim je talamusima bila zamije¢ena tek pokoja
TUNEL pozitivna stanica (slika SA), u navedenoj moZzdanoj strukturi, poglavito u regiji koja
sadrzi PO, VPM i1 VPL jezgre, u Zivotinja s TBI-em detektirane su brojne apoptoti¢ke stanice
u svim istrazivanim vremenskim tockama (slika 5B-D). Kvantifikacija TUNEL pozitivnih
stanica pokazala je statistiCku znacajnost tih promjena (P <0,001) (slika SE). Iz rezultata
prikazanih na slici SE evidentno je kako je broj TUNEL pozitivnih stanica zabiljeZen u
istrazivanom podrudju talamusa ozlijedenih Zivotinja prvog (54,02 + 5,92 stanica/mm?), treceg
(122,27 + 5,66 stanica/mm?) i sedmog (161,53 + 17,47 stanica/mm?) dana nakon TBI-a bio
statisti¢ki znacajno veéi u odnosu na broj apoptotickih stanica (11,27 + 4,18 stanica/mm?) u
talamusu Stakora kontrolne skupine. Takoder je razvidno kako je broj TUNEL pozitivnih
stanica u regiji talamusa koja sadrzi PO, VPM i VPL jezgre u traumatiziranih Zivotinja s TBI-
em bio znacajno veci treceg i sedmog dana nakon ozljede u odnosu na Stakore Zrtvovane dan

nakon TBI-a (slika 5E).
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Slika 5. Apoptoza u talamusu Stakora ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI)
detektirana TUNEL metodom. Opseg apoptoze u regiji talamusa koja sadrZi posteriorne, ventralne
posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i
Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. (A-D)
Reprezentativne mikrofotografije presjeka koji su TUNEL obiljezeni i DAPI obojeni za svaku skupinu
Stakora. Linija skale = 100 um. (E) Histogram pokazuje broj TUNEL pozitivnih stanica po mm?u gore
navedenoj regiji talamusa za svaku skupinu Stakora izraZzen srednjim vrijednostima £ SEM (n = 5). *P
< 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE; #P < 0, 05 znacajno razlicito od TBI 1 d skupine.
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Kako bi se utvrdilo je li detektirana DNK fragmentacija posljedica apoptoze
posredovane kaspaza-ovisnim putem, Western blot metodom odredivane su razine aktivirane
kaspaze-3. Na slici 6 prikazani su reprezentativni imunoblotovi i pripadajuce denzitometrijske
analize razina ekspresije aktivirane kaspaze-3 u ipsilateralnom talamusu ozlijedenih Zivotinja i
Stakora kontrolne skupine, Zrtvovanih prvog, tre¢eg ili sedmog dana nakon traume mozga ili
lazne ozljede. Evidentno je kako nisu zabiljeZene statisticki znaCajne razlike u razinama
istraZivane izvrSne kaspaze u talamusu Zivotinja podvrgnutih TBI u odnosu na razine ovog
proteina u istoj mozdanoj strukturi lazno operiranih Zivotinja kontrolne skupine u prvom tjednu

nakon traume mozga (P = 0,349).
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Slika 6. Reprezentativni blotovi i pripadajuée denzitometrijske analize ekspresije aktivirane kaspaze-3
(aktivirana kaspaza-3/B-aktin omjer) u ipsilateralnom talamusu Zivotinja kontrolne skupine
(KONTROLA) i Stakora zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treeg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
traumatske ozljede mozga (TBI). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5-7).

Budu¢i da je gore navedeni rezultat pokazao kako apoptoticka smrt stanica u talamusu
Stakora posljedi¢no TBI-u nije posredovana kaspaza-3 ovisnim putem, u narednoj seriji pokusa
pratili smo razine ekspresije AIF-a u lizatima cijele mozdane strukture, ipsilateralno mjestu
ozljede. Iz rezultata prikazanih na slici 7 razvidno je kako je razina ekspresije istrazZivanog
proteina u talamusu ozlijedenih Zivotinja Zrtvovanih sedmog dana nakon TBI-a bila statisticki

znacajno veca u odnosu na vrijednosti AIF-a u Stakora kontrolne skupine (P = 0,036).
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Slika 7. Apoptoza posredovana ¢imbenikom indukcije navedenog puta programirane stani¢ne smrti
(AIF) u talamusu Stakora ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI). Reprezentativni
blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske analize ekspresije AIF-a (AIF/B-aktin omjer) u Zivotinja
kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog
(TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5-7). *P < 0, 05;
znacajno razli¢ito od KONTROLE.

Nadalje, kako bi se istrazila translokacija AIF-a iz mitohondrija/citoplazme u jezgre
stanica regije talamusa koja sadrzi PO, VPM i VPL jezgre, ucinjeno je imunofluorescentno
histoloSko bojenje protutijelom protiv AIF-a u kombinaciji s DAPI-em (slika 8A-D). U Stakora
kontrolne skupine, AIF imunoreaktivnost nije bila detektirana u jezgrama, a citoplazma malog
broja stanica bila je AIF pozitivna (slika 8A). Suprotno navedenom, AIF imunoreaktivnost bila
je zabiljeZena u jezgrama i citoplazmi stanica talamusa u Zivotinja svih eksperimentalnih
skupina podvrgnutih TBI-u (slika 8B-D). Najve¢a AIF imunoreaktivnost u jezgrama talamickih
stanica bila je zabiljeZena u ozlijedenih Stakora Zrtvovanih sedmog dana nakon traume mozga
(Slika 8D). U istrazivanoj regiji talamusa pokazane su takoder i statisticki znacajne razlike u
broju stanica s AIF pozitivnim citoplazmama (P = 0,006), odnosno jezgrama (P = 0,001). 1z
rezultata prikazanih na slici 8E razvidno je kako je broj stanica talamusa s AIF
imunoreaktivnom citolazmom u Stakora Zrtvovanih prvog (20,07 + 5,14 stanica/mm?), treceg
(14,00 + 2,09 stanica/mm?) ili sedmog (29,87 + 4,26 stanica/mm?) dana nakon TBI-a bio

statistiCki znacajno vec¢i u odnosu na vrijednosti detektirane u laZno operiranih Zivotinja
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kontrolne skupine (6,07 £ 1,90 stanica/mm?). Takoder, broj stanica talamusa s nuklearnom AIF
imunoreaktivno$¢u u ozlijedenih Zivotinja bio je znacajno veéi prvog (30,33 = 6,56
stanica/mm?), treéeg (30,80 + 3,25 stanica/mm?) i sedmog (95,20 #+ 6,32 stanica/mm?) dana
nakon traume u odnosu na broj istih stanica zabiljezen u Stakora kontrolne skupine (0,00
stanica/mm?). Dodatno, broj stanica talamusa s AIF pozitivnim jezgrama zabiljeZen u §takora
Zrtvovanih sedmog dana nakon TBI bio je znacajno ve¢i u odnosu na broj istih stanica
evidentiran u ranijim vremenskim to¢kama nakon ozljede (slika 8E).

Kako bi se dodatno potvrdila translokacija AIF-a iz mitohondrija/citoplazme u jezgre
stanica istraZivane regije talamusa posljedi¢no TBI-u, na isti nacin imunofluorescentno obojene
presjeke mozgova Stakora analizirali smo laserskom konfokalnom mikroskopijom. Na slici 9A
evidentna je slaba citoplazmatska AIF imunoreaktivnost stanica talamusa u presjeku mozga
Stakora kontrolne skupine. Sedmog dana nakon indukcije ozljede, AIF imunoreaktivnost
detektira se u citoplazmi i jezgrama stanica talamusa (slika 9B-D). Na reprezentativnim
mikrofotografijama prikazane su stanice s citoplazmatskim AIF imunoobojenjem (slika 9B) te
stanice u kojima je evidentna kondenzacija kromatina (slika 9C-D) s jakim perinuklearnim
(slika 9C) ili nuklearnim (slika 9D) AIF signalom, $to upucuje na prisutnost razliCitih stadija
programirane stani¢ne smrti u stanicama talamusa sedmog dana nakon TBI-a. Na slikama 9E-
F prikazani su graficki profili imunofluorescentnih AIF i DAPI signala koji su odredeni
povlacenjem linije preko tijela stanice s jakim citoplazmatskim, ali slabim nuklearnim AIF
imunofluorescentnim signalom (slika 9E), te stanice u kojoj je prisutna translokacija AIF-a u
jezgru (slika 9F). Iz prikazanih grafova evidentno je kako je u stanici s ofitom nuklearnom
kondenzacijom prisutna kolokalizacija AIF 1 DAPI signala (slika 9F), dok kolokalizacije nema
u stanici s normalnom nuklearnom distribucijom DAPI-a 1 dominantno citoplazmatskim AIF

signalom (slika 9E).
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Slika 8. Aktivacija ¢imbenika indukcije apoptoze (AIF) u talamusu Stakora ipsilateralno u odnosu na
traumatsku ozljedu mozga (TBI). Opseg imunofluorescencije AIF-a u regiji talamusa koja sadrzi
posteriorne, ventralne posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre u Zivotinja kontrolne skupine
(KONTROLA) i stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
ozljede. (A-D) Reprezentivne mikrofotografije presjeka koji su obojeni s protutijelom protiv AlF-a i
DAPI-em za svaku skupinu Stakora. Male slike prikazuju uvecani detalj prikaza odgovarajucih presjeka
pojedinih skupina. Strelice prikazuju stanice s AIF pozitivnom citoplazmom, a glave strelica stanice s
AIF pozitivnim jezgrama. Linija skale = 100 pm. (E) Histogram pokazuje broj stanica s AIF pozitivnhom
citoplazmom i jezgrama po mm?* u gore navedenoj regiji talamusa za svaku skupinu Stakora izraZen
srednjim vrijednostima = SEM (n = 4-5). *P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE usporedujuci
zasebno stanice s AIF pozitivnom citoplazmom ili jezgrom; #P < 0, 05 znacajno razli¢ito od TBI 1 d i
TBI 3 d skupina usporedujuéi stanice s AIF pozitivhom jezgrom.
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Slika 9. Unutarstanicna distribucija ¢imbenika indukcije apoptoze (AIF) u talamusu Stakora
ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI). (A-D) Reprezentativne mikrofotografije
regije talamusa koja sadrZi posteriorne, ventralne posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre u
Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) (A) i Stakora Zrtvovanog sedmog dana (TBI 7 d) nakon
ozljede (B-D), ucinjene konfokalnom mikroskopijom. Strelice pokazuju stanice s razli¢itim tipovima
AIF bojenja. Linija skale = 10 um. (E,F) Obrasci intenziteta fluorescencije koja je mjerena uzduz linija
nacrtanih preko pojedinac¢nih stanica s razli¢itom unutarstanicnom distribucijom AIF-a u ozlijedenog
Stakora Zrtvovanog sedmog dana nakon ozljede. Mikrofotografije i krivulje intenziteta crvenog (AIF) i
plavog (DAPI) fluorescentnog signala u stanici s citoplazmatskim (E) ili jezgrenim (F) AIF obojenjem.
AU, proizvoljne jedinice.
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4.1.3. Reakcije glija stanica u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Za istraZivanje odgovora astrocita na induciran TBI, koriSteno je protutijelo protiv
GFAP-a, koji se uobicajeno koristi kao specifican marker ovog tipa stanica. Slika 10 prikazuje
reprezentativne blotove i pripadaju¢e denzitometrijske analize razina ekspresije GFAP-a
dobivene Western blot analizom iz lizata cijelog ipsilateralnog talamusa Zivotinja podvrgnutih
TBI ili laznoj ozljedi. Statisticke analize pokazale su znacajan utjecaj TBI-a na ekspresiju
istrazivanog proteina (P = 0,002). Prvog dana nakon traume mozga, razina ekspresije GFAP-a
bila je statisti¢ki znac¢ajno smanjena u traumatiziranih Zivotinja u odnosu na vrijednosti Stakora
kontrolne skupine. Suprotno navedenom, tre¢eg i sedmog dana nakon traume zabiljezen je
znacajan porast ekspresije istrazivanog proteina u talamusu u odnosu na kontrolnu vrijednost,

ali 1 u odnosu na vrijednost zabiljeZenu prvog dana nakon TBI-a (slika 10).
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Slika 10. Astrocitoza u talamusu Stakora ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI)
detektirana imunofluorescentnim obiljeZavanjem protutijelom protiv kiselog fibrilarnog proteina glije
(GFAP). Reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize ekspresije GFAP-a (GFAP/pB-
aktin omjer) u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg
(TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n =
5-6). *P < 0, 05; zna&ajno razli¢ito od KONTROLE, *P < 0, 05; zna¢ajno razli¢ito od TBI 1 d skupine.
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Nadalje, kako bi se utvrdio odgovor astrocita posljedicno TBI-u u podrucju
ipsilateralnog talamusa koji sadrzi PO, VPM i1 VPL jezgre, ucinjeno je imunofluorescentno
bojenje koronalnih presjeka mozga Stakora protutijelom protiv GFAP-a. Slika 11A-D pokazuje
promjene u GFAP imunoreaktivnosti u istrazivanoj regiji talamusa tijekom prvog tjedna nakon
indukcije TBI-a. Evidentno je kako se promjene izgleda astrocita koje ukazuju na reaktivnu
astrocitozu, poput hipertrofije i povecanja broja nastavaka, biljeZe treceg i sedmog dana nakon
TBI-a. Nadalje, s ciljem kvantifikacije razine astrocitoze mjeren je postotak GFAP
imunoreaktivne povrsine u istrazivanoj regiji talamusa (slika 11E). StatistiCka analiza rezultata
kvantifikacije pokazala je znacajan utjecaj TBI-a na GFAP imunoreaktivnost (P = 0,005). Prvi
dan nakon indukcije TBI-a, GFAP pozitivna povrSina (0,98% =+ 0,12%) nije bila promijenjena
u odnosu na njene vrijednosti (1,08% =+ 0,22%) u Stakora kontrolne skupine, dok je treceg
(1,54% =+ 0,16%) i sedmog (1,84% =+ 0,14%) dana nakon traume zabiljezeno znacajno
povecanje GFAP imunoreaktivne povrsine, kako u odnosu na kontrolnu skupinu, tako i u

odnosu na vrijednosti zabiljeZene prvog dana nakon TBI-a (slika 11E).
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Slika 11. Astrocitoza u regiji talamusa Stakora koja sadrZi posteriorne, ventralne posteromedijalne i
ventralne posterolateralne jezgre, ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI). (A-D)
Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti kiselog fibrilarnog proteina glije (GFAP) u
zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili
sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Strelice pokazuju GFAP imunoreaktivne stanice koje
karakterizira malo stani¢no tijelo i tanki nastavci, a glave strelica pokazuju hipertroficne, reaktivne
astrocite. Linija skale = 100 pm (E) Histogram pokazuje postotak (%) GFAP imunoreaktivne povrSine
u gore navedenoj regiji talamusa za svaku skupinu Stakora izraZen srednjim vrijednostima = SEM (n =
5-6). *P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE, #P < 0,05; znacajno razli¢ito od TBI 1 d skupine.
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Na slici 12 prikazani su reprezentativni blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske analize
razina ekspresije Ibal, markera mikroglije u ipsilateralnom talamusu Zivotinja podvrgnutih
TBI-u ili laznoj ozljedi, a Zrtvovanih prvog, trec¢eg ili sedmog dana nakon pravog ili laZznog
TBI-a. Iz prikazanih rezultata razvidno je kako eksperimentalni TBI nije statisticki znacajno
utjecao na razine ekspresije istraZivanog proteina u tkivu ipsilateralnog talamusa Stakora (P =

0,201).
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Slika 12. Reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize ekspresije adaptorne molekule
1 za vezivanje ionizirajuceg kalcija (Ibal/B-aktin omjer) u ipsilateralnom talamusu Zivotinja kontrolne
skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treeg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana
nakon ozljede. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5-6).

Kako bi se istrazio odgovor mikroglije na eksperimentalni TBI u regiji talamusa s PO,
VPM i1 VPL jezgrama, ucinjeno je imunofluorescentno bojenje presjeka mozga Stakora
protutijelom protiv Ibal. U navedenoj regiji talamusa u Zivotinja podvrgnutih TBI-u zabiljezena
je promjena u morfologiji i broju mikroglije (slika 13A-D). Naime, u navedenoj moZdanoj
strukturi Zivotinja kontrolne skupine i Stakora Zrtvovanih prvi dan nakon ozljede dominira
»~mirujuca‘ mikroglija, malog stani¢nog tijela s tankim razgranatim nastavcima (slika 13A-B).
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Suprotno, u tkivu talamusa Zivotinja zZrtvovanih tre¢eg ili sedmog dana nakon TBI-a evidentna
je prisutnost stanica aktivirane mikroglije, koje karakteriziraju skraceni i zadebljani nastavci
1/ili ameboidna i fagocitna morfologija (slika 13C 1 D). Kvantifikacija Ibal pozitivnih stanica u
navedenim regijama talamusa ukazala je na statisticki znacajan utjecaj TBI-a na broj stanica
mikroglije u istraZzivanom vremenskom razdoblju (P < 0,001) (slika 13E). Prvi dan nakon
indukcije TBI-a, broj (67,59 + 10,02 stanica/mm?) Ibal pozitivnih stanica nije bio promijenjen
u odnosu na broj (60,42 + 5,03 stanica/mm?) istih stanica u Zivotinja kontrolne skupine.
Medutim, treéeg (160,94 + 26,35 stanica/mm?) i sedmog (311,32 + 53,32 stanica/mm?) dana
nakon traume zabiljeZen je znaCajan, progresivan porast broja Ibal pozitivnih stanica u
istrazivanim regijama talamusa, kako u odnosu na kontrolne vrijednosti, tako i u odnosu na
vrijednosti zabiljeZene prvog dana nakon TBI-a (slika 13E).

Kako bi se utvrdilo da li aktivirana mikroglija eksprimira neke od markera koji se
smatraju specificnima za M1 ili M2 fenotip, na koronalnim presjecima talamusa ucinjeno je
duplo imunofluorescentno oznacavanje protutijelima protiv CD86, CD206 i Mac-2 (Gal-3) u
kombinaciji s protutijelom protiv Ibal. Znacajnija prisutnost CD86 pozitivnih stanica
mikroglije u istraZzivanim regijama talamusa Stakora kontrolne skupine te Zivotinja Zrtvovanih
prvog ili tre¢eg dana nakon TBI-a nije pronadena (rezultati nisu prikazani). Medutim, na
presjecima mozgova Stakora Zrtvovanih sedmi dan nakon ozljede biljeZi se porast broja stanica
koje su pozitivne na CD86 (slika 14A). Stanice mikroglije pozitivne na CD206 rijetko se
detektiraju u tkivu talamusa svih eksperimentalnih skupina Zivotinja. Sedmog dana nakon TBI
uocava se nesto veci broj ovih stanica (slika 14B) iako je on tog dana manji od broja Ibal
pozitivnih stanica koje izrazavaju CD86 (slika 14A). Mikroglija pozitivna na Mac-2 nije
zamijecena u tkivu talamusa, u niti jedne od eksperimentalnih skupina Zivotinja (rezultati nisu

prikazani).

52



KONTROLA | B

E 400 * #

350
o
=
£ 300
)
Q
'€ 250
: o
o 200 )
c
>
= 150
N
o
2 100
-
g ]
- . .

0
KONTROLA TBI1d TBI 3 d TBI 7 d

Slika 13. Mikroglioza u regiji talamusa Stakora koja sadrZi posteriorne, ventralne posteromedijalne i
ventralne posterolateralne jezgre, ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI). (A-D)
Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti adaptorne molekule 1 za vezivanje ionizirajuceg
kalcija (Ibal) u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanog prvog (TBI 1 d), treceg
(TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Strelice pokazuju Ibal imunoreaktivne stanice koje
karakterizira malo stani¢no tijelo s tankim, razgranatim nastavcima, a glave strelica pokazuju stanice
karakteristi¢ne hipertrofi¢éne, ameboidne morfologije. Linija skale = 100 um (E) Histogram pokazuje
broj Ibal pozitivnih stanica po mm?u gore navedenoj regiji talamusa za svaku skupinu $takora izrazen
srednjim vrijednostima £ SEM (n = 5-7). *P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE; #P < 0, 05;
znacajno razli¢ito od TBI 1 d skupine.
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TBI7d
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Slika 14. M1/M2 fenotipski oblici stanica mikroglije u regiji talamusa Stakora koja sadrZi posteriorne,
ventralne posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre, ipsilateralno u odnosu na traumatsku
ozljedu mozga (TBI). Reprezentativne mikrofotografije presjeka koji su obojeni s DAPI-em te
protutijelima protiv Ibal i CD86 (A) odnosno CD206 (B) u Stakora Zrtvovanog sedmog dana (TBI 7d)
nakon ozljede. Strelice pokazuju M1 (A) odnosno M2 (B) fenotip stanica mikroglije. Linija skale = 100
pm.

4.1.4. Neuroplasti¢nost u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Slika 15 prikazuje reprezentativne blotove presinaptickog markera SYP-a u lizatu
cijelog ipsilateralnog talamusa kao i pripadaju¢e rezultate denzitometrijske analize u
ozlijedenih Stakora Zrtvovanih u razli¢itim vremenskim tockama nakon TBI-a i Zivotinja
kontrolne skupine. Statisticka analiza pokazala je kako nema znaCajne razlike u razinama
ekspresije ovog proteina u talamusu u prvih tjedan dana nakon eksperimentalne TBI u Stakora

P =0,122).
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Slika 15. Reprezentativni blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske analize ekspresije sinaptofizina
(SYP/B-aktin omjer) u ipsilateralnom talamusu Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treeg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5).

Analiza presjeka mozgova Stakora imunofluorescentno obiljeZenih protutijelom protiv
SYP-a ukazala je na porast intenziteta SYP signala u Stakora svih eksperimentalnih skupina
podvrgnutih ozljedi u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja, poglavito u regiji talamusa s PO,
VPM i VPL jezgrama (Slika 16A-D). Kvantifikacija intenziteta signala ukazala je na statisticki
znacajnu razliku u intenzitetu SYP imunoreaktivnosti medu eksperimentalnim skupinama (P =
0,014) (Slika 16E). Intenzitet signala u analiziranoj regiji talamusa bio je znacajno veci prvog
(137,87% £ 7,53%), treceg (160,81% + 7,86%) i sedmog (123,25% + 2,15%) dana nakon TBI-

a u odnosu na kontrolne vrijednosti.
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Slika 16. Ekspresija sinaptofizina (SYP) u regiji talamusa Stakora koja sadrZi posteriorne, ventralne
posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre, ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu
mozga (TBI). (A-D) Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti SYP-a u Zivotinje kontrolne
skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treeg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana
nakon ozljede. Linija skale = 200 um. (E) Histogram pokazuje intenzitet SYP signala (% kontrole) u
gore navedenoj regiji talamusa za svaku skupinu Stakora izraZen srednjim vrijednostima = SEM (n = 5).
*P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE.
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Budu¢i da se imunofluorescentnim SYP ozna¢avanjem ne moZe dobiti kvalitetan uvid
u kvalitativne promjene na razini sinapsi, presjeci mozgova vizualizirani su pomocu DAB
imunohistoloskog bojenja (slika 17). Na presjecima mozgova kontrolnih Zivotinja primije¢eno
je dominantno difuzno SYP imunoobojenje, a na rijetkim mjestima, uglavnom oko tijela
neurona, SYP obojenje imalo je zrnati izgled (slika 17A). Suprotno, na presjecima mozgova
ozlijedenih Zivotinja, osim pove¢ane imunoreaktivnosti, zabiljeZene su strukturalne promjene,
odnosno povecanje zrnatih SYP imunoreaktivnih nakupina oko zdravih, ali i oSte¢enih neurona

(slika 17B).

Slika 17. Reprezentativne mikrofotografije kvalitativnih promjena sinaptofizina (SYP) u regiji talamusa
Stakora koja sadrzi posteriorne, ventralne posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre,
ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI). Linija skale = 200 um. (A) Strelice pokazuju
neurone okruZene difuznom slabom imunoreaktivno$¢u SYP-a u Zivotinje kontrolne skupine
(KONTROLA). (B) Glave strelica pokazuju znacajno granularno nakupljanje SYP-a oko neurona u
ozlijedenog Stakora Zrtvovanog tre¢eg dana (TBI 3 d) nakon ozljede.

Eksperimentalni TBI znacajno je utjecao na razine ekspresije drugog istraZivanog
markera neuroplasti¢nosti, GAP-43 (P = 0,042). Na slici 18A prikazani su reprezentativni
blotovi 1 pripadaju¢i rezultati denzitometrijske analize razine ekspresija GAP-43 u
ipsilateralnom talamusu Zivotinja podvrgnutih TBI-u ili laZznoj ozljedi, a Zrtvovanih prvog,
treceg ili sedmog dana nakon pravog ili laznog TBI-a. Evidentno je kako je prvog dana nakon
ozljede razina ekspresije GAP-43 bila znaCajno manja u odnosu na kontrolnu vrijednost.
Takoder, ekspresije GAP-43 zabiljeZene u traumatiziranih Stakora Zrtvovanih tre¢eg ili sedmog
dana nakon TBI-a nisu se znacajno razlikovale u odnosu na vrijednosti u lazno ozlijedenih
Zivotinja.

57



KONTROLA TBI1d TBI3d TBI7d

14

0 I

KONTROLA TBI1d TBI3d TBI7d

GAP-43/B-aktin omjer
B~ (®)] (o] 8 5

N

Slika 18. Ekspresija proteina povezanog s rastom (GAP-43) u talamusu Stakora ipsilateralno u odnosu
na traumatsku ozljedu mozga (TBI). Reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize
ekspresije GAP-43 (GAP-43/B-aktin omjer) u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 4-5). *P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE.

Gore navedeni rezultati potvrdeni su i analizom intenziteta imunofluorescentnog GAP-
43 signala u istraZivanoj regiji talamusa. Intenzitet signala zabiljeZzen u ozlijedenih Stakora
Zrtvovanih prvog dana nakon TBI-a bio je slabiji u odnosu na signal evidentiran u Zivotinja
ostalih eksperimentalnih skupina (slika 19A-D), a Sto je potvrdeno i statistickom analizom (P

=0,033) (slika 19E).
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Slika 19. Ekspresija proteina povezanog s rastom (GAP-43) u regiji talamusa Stakora koja sadrzi
posteriorne, ventralne posteromedijalne i ventralne posterolateralne jezgre, ipsilateralno u odnosu na
traumatsku ozljedu mozga (TBI). (A-D) Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti GAP-43 u
zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili
sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Linija skale = 200 um. (E) Histogram pokazuje GAP-43 intenzitet
(% kontrole) u gore navedenoj regiji talamusa za svaku skupinu Stakora izraZen srednjim vrijednostima
+ SEM (n =4-5). *P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE.
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4.2. Pokazatelji oStecenja i oporavka u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede

mozga

4.2.1. Neurodegeneracija i gubitak neurona u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede

mozga

Pojavnost i opseg neurodegeneracije u malom mozgu posljedi¢no TBI analizirani su na
sagitalnim presjecima u podruc¢ju vermisa, u svim reznji¢ima.

Slika 20 uklju€uje shematske prikaze presjeka malog mozga u Zivotinja kontrolne
skupine (20A) te ozlijedenih Stakora Zrtvovanih prvog (20B), treceg (20C) ili sedmog (20D)
dana nakon TBI-a. U zZivotinja kontrolne skupine, u istraZzivanoj strukturi nisu zabiljezene
Fluoro-Jade B pozitivne stanice ili vlakna (slika 20A). Suprotno navedenom, Fluoro-Jade B
pozitivne stanice, ali 1 Fluoro-Jade B pozitivna vlakna detektirani su u malom mozgu Zivotinja
s TBI-em u svim istraZivanim vremenskim toCkama, a njihova regionalna distribucija po
reznji¢ima prikazana je na slici 20B-D. Razina neurodegeneracije u malom mozgu analizirana
je kvantitativno, brojanjem Fluoro-Jade B pozitivnih stanica u cijelim presjecima malog mozga
(slika 20E). Koli¢ina Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana je semikvantificirana, odnosno
podijeljena u rangove na temelju procjene postotka vlakana koja su bila Fluoro-Jade B
pozitivna, u cijelim presjecima malog mozga (slika 20F). Iz rezultata analize Fluoro-Jade B
bojenja razvidno je kako su, promatrajuci cijele presjeke malog mozga, u Zivotinja s TBI-em
detektirane znacCajne neurodegenerativne promjene stanica (P < 0,001) i vlakana (P < 0,001)
tijekom prvog tjedna po indukciji ozljede. Iz rezultata prikazanih na slikama 20E i 20F razvidno
je kako je u Stakora Zrtvovanih prvog dana nakon TBI-a zabiljezen znac¢ajno veci broj Fluoro-
Jade B pozitivnih stanica 1 vlakana u odnosu na vrijednosti u Zivotinja kontrolne skupine.
Treceg dana nakon traume, broj Fluoro-Jade B pozitivnih stanica bio je znacajno manji u
odnosu na vrijednosti detektirane prvog dana nakon ozljede, a blizu rezultata zabiljeZzenog u
Zivotinja kontrolne skupine. Koli¢ina Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana takoder je bila znacajno
manja treeg u odnosu na prvi dan po ozljedi mozga, ali je joS uvijek bila znacajno veca u
odnosu na kontrolne vrijednosti. Sedmog dana nakon TBI-a, detektiran je ponovni porast razine
degenerativno promijenjenih stanica i vlakana malog mozga, znacajno razli¢it u odnosu na

kontrolne vrijednosti i vrijednosti zabiljeZene tre¢i dan nakon indukcije ozljede.
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Slika 20. Neurodegeneracija u malom mozgu Stakora u podru¢ju vermisa nakon traumatske ozljede
mozga (TBI) detektirana Fluoro-Jade B bojenjem. Shematski prikaz prosje¢ne rasprostranjenosti
neurodegenerativno promijenjenih stanica i vlakana u razli¢itim reZnji¢ima (I-X) malog mozga u
Zivotinja kontrolne skupine (A) i Stakora Zrtvovanih prvog (B), treceg (C) ili sedmog (D) dana nakon
ozljede. PS, sloj Purkinjeovih stanica; GS, granularni sloj; MS, molekularni sloj; TBT, tracci bijele tvari.
Histogram pokazuje ukupan prosjec¢ni broj Fluoro-Jade B pozitivnih stanica (E) i prosje¢an rang Fluoro-
Jade B pozitivnih vlakana (F) u gore navedenom dijelu malog mozga Stakora kontrolne skupine
(KONTROLA) i zivotinja zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
ozljede izraZeni srednjim vrijednostima + SEM (n = 8). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od KONTROLE,
*P < 0,05; znacajno razli¢ito od TBI 3 d skupine.
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Kvantifikacija Fluoro-Jade B pozitivnih stanica po reZnji¢ima maloga mozga prikazana
je naslici 21. Statisti¢ki znacajne promjene pronadene su samo u IX. reZnji¢u malog mozga (P
< 0,001), u kojem je broj stanica zabiljezen prvi (11,75 + 3,39 stanica/reznjicu) i sedmi (4,38 +
1,88 stanica/reznjic¢u) dan nakon ozljede bio statisticki znacajno vec¢i u odnosu na vrijednosti
(0,00 £ 0,00 stanica/reznjicu) izmjerene u istom reznji¢u Zivotinja kontrolne skupine te u
odnosu na vrijednosti (0,25 + 0,25 stanica/reZnjicu) zabiljeZene u Stakora Zrtvovanih tre¢i dan
nakon TBI-a (slika 21). Obzirom na navedeno, daljnje analize u¢inaka TBI-a na degeneraciju

stanica malog mozga vezane su uz istrazivanja ucinjena na IX. reZnji¢u ove mozdane strukture.
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Slika 21. Neurodegeneracija u razli¢itim reZnji¢ima malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon
traumatske ozljede mozga (TBI) detektirana Fluoro-Jade B bojenjem. Histogram prikazuje broj Fluoro-
Jade B pozitivnih stanica po reZnji¢u u gore navedenom podrucju malog mozga u Zivotinja kontrolne
skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana
nakon ozljede izraZen srednjim vrijednostima + SEM (n = 8). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od
pripadaju¢e KONTROLE, P < 0,05; znacajno razli¢ito od pripadajuc¢e TBI 3 d skupine.

Na slici 22 prikazane su reprezentativne mikrofotografije presjeka malog mozga u
podrucju IX. reznjic¢a u Zivotinje kontrolne skupine (slika 22A) te Stakora s TBI-em Zrtvovanih
prvog (slika 22B), treceg (slika 22C) ili sedmog (slika 22D) dana nakon traume mozga, a

obojenih s Fluoro-Jade B.
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Slika 22. Neurodegeneracija u IX. reZnjicu malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon traumatske
ozljede mozga (TBI) detektirana Fluoro-Jade B bojenjem. (A-D) Reprezentativnhe mikrofotografije
sagitalnih presjeka u gore navedenom podru¢ju malog mozga Zivotinje kontrolne skupine
(KONTROLA) i Stakora zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treeg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
ozljede. Strelicama su oznaceni Fluoro-Jade B pozitivni neuroni u granularnom sloju (GS), sloju
Purkinjeovih stanica (PS) i molekularnom sloju (MS) kore IX. reZnji¢a malog mozga. Linija skale: 400
um. Mala mikrofotografija predstavlja vec¢e povecanje prikaza na slici 22B. (E) Histogram pokazuje
broj Fluoro-Jade B pozitivnih stanica u MS-u, PS-u i GS-u gore navedenog podru¢ja malog mozga u
Stakora kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili
sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede izraZen srednjim vrijednostima + SEM (n = 8). *P < 0,05; znacajno
razli¢ito od pripadaju¢e KONTROLE, *P < 0,05; zna¢ajno razli¢ito od pripadaju¢e TBI 3 d skupine.
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Na gore prikazanim mikrofotografijama, degenerativno promijenjeni neuroni
evidentiraju se u svim slojevima kore IX. reZnjica malog mozga ozlijedenih Stakora, u svim
istraZzivanim vremenskim tockama nakon TBI-a. Radi se o molekularnom sloju (MS), sloju
Purkinjeovih stanica (PS) te granularnom sloju (GS) kore malog mozga.

Statistickim analizama utvrdeno je kako se broj Fluoro-Jade B pozitivnih stanica
znacajno mijenja u sva tri sloja kore tijekom prvog tjedna nakon eksperimentalne traume mozga
(MS: P =0,003; PS: P <0,001; GS: P =0,013) (slika 22E). Prvog dana nakon TBI, u odnosu
na vrijednosti kontrolne skupine Zivotinja (0,00 £ 0,00 stanica/reZnji¢u), povecanje broja
Fluoro-Jade B pozitivnih stanica zabiljezeno je u MS-u (2,88 + 0,88 stanica/reznjicu), PS-u
(5,38 £ 1,80 stanica/reznjicu) i GS-u (3,510 % 1,45 stanica/reZnjicu). Tre¢eg dana nakon ozljede
nisu zabiljeZene znafajne neurodegenerativne promjene stanica niti u jednom sloju kore
analiziranog reznji¢a, a suprotno, sedmog dana nakon TBI-a ponovno je detektiran znacajno
veci broj Fluoro-Jade B pozitivnih stanica u MS-u (2,38 + 1,16 stanica) i GS-u (1,63 + 0,75
stanica), ali ne i u PS-u (1,00 + 0,50 stanica) u odnosu na vrijednosti zabiljeZzene u lazno
ozlijedenih Zivotinja kontrolne skupine (0,00 £ 0,00 stanica/reZnji¢u). Dodatno, broj Fluoro-
Jade B pozitivnih stanica pronaden u ozlijedenih Zivotinja u MS-u prvog i sedmog dana, a u
PS-u i GS-u prvog dana nakon TBI-a bio je statisticki znacajno veci u odnosu na broj istih
stanica detektiran u Stakora Zrtvovanih tre¢eg dana nakon traume mozga (slika 22E).

Znacajne degenerativne promjene odnosno razlike u koli¢ini vlakana u malom mozgu
posljedi¢no TBI-u zabiljeZene su u III. (P = 0,001), IV. (P = 0,006), V. (P = 0,002), IX. (P <
0,001) i X. (P = 0,003) reznjicu malog mozga (slika 23). Suprotno, znacajne degenerativne
promjene vlakana nisu detektirane u VIIIL. reznji¢u malog mozga (P = 0,108).

Iz rezultata prikazanih na slici 23 razvidno je kako je statisticki znaCajno povecanje
koli¢ine Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana u odnosu na vrijednosti zabiljeZene u Zivotinja
kontrolne skupine bilo detektirano u svim istraZivanim vremenskim tockama nakon TBI-au V.
1 IX. reznjicu, zatim prvog 1 sedmog dana nakon ozljede u X. reZnjicu, te sedmog dana nakon
traume mozga u III. 1 IV. reznji¢u. Dodatno, koli¢ine degeneriranih vlakana zabiljezene u IX.
reznji¢u prvog i sedmog dana nakon TBI-a te u IIlL., IV., V. i X. reznji¢u sedmog dana nakon
ozljede, bile su statisticki znacajno vece u odnosu na vrijednosti zabiljeZene u istim reZnji¢ima

Stakora zrtvovanih tre¢eg dana nakon traume mozga.
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Slika 23. Degenerativne promjene vlakana u razli¢itim reZnji¢ima malog mozga Stakora u podrucju
vermisa nakon traumatske ozljede mozga (TBI) detektirane Fluoro-Jade B bojenjem. Histogram
prikazuje rang Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana po reZnji¢u navedenog podrucja malog mozga u
Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili
sedmog (TBI 7 d) dana nakon TBI izraZen srednjim vrijednostima + SEM (n = 8). *P < 0,05; znacajno
razli¢ito od pripadaju¢e KONTROLE, *P < 0,05; znacajno razli¢ito od pripadajuce TBI 3 d skupine.

Fluoro-Jade B pozitivna vlakna uo€ena su u MS-u kore 1 u TBT-u razli¢itih reZnjica
malog mozga tijekom prvog tjedna nakon TBI-a (slika 24). Statisticki znacCajne promjene
koli¢ine Fluoro Jade-B pozitivnih vlakana zabiljeZene su u MS-u IIl. (P = 0,003), IV. (P =
0,001), IX. (P <0,001) 1 X. (P =0,048) (slika 24A), te u TBT-u III. (P <0,001), IV. (P =0,011),
V. (P =0,002), IX. (P = 0,003) i X. (P = 0,012) reZnji¢a kore malog mozga. U odnosu na
zivotinje kontrolne skupine u koje degenerirana vlakna nisu bila detektirana, u MS-u kore
malog mozga znacajno oSteCenje vlakana nakon TBI-a zabiljezeno je prvog dana u IX. i X.
reznjicu, a tre¢eg dana samo u IX. reznjicu (slika 24A). Znacajno oSte¢enje ovog sloja kore
malog mozga opazeno je i sedmog dana nakon TBI-a u straZnjim reZnji¢ima, tocnije, IX. 1 X.
reznjicu, a dodatno i u prednjim regijama, odnosno III. i IV. reZnjicu. Takoder, koli¢ine Fluoro-
Jade B pozitivnih vlakana detektirane u MS-u kore IX. reznji¢a Stakora Zrtvovanih prvog dana
nakon TBI-a, te MS-u kore II1., IV. i IX. reZnji¢a Zivotinja Zrtvovanih sedmog dana nakon TBI-
a, bile su statisti¢ki znacajno vece u odnosu na koli¢ine degeneriranih vlakana zabiljezene u

istim reZnji¢ima ozlijedenih Stakora Zrtvovanih tre¢eg dana nakon traume mozga (slika 24A).
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U TBT-u znacajna degeneracija vlakana evidentna je prvog i tre¢eg dana u V. i IX.
reznjicu, a sedmog dana veca koli¢ina Fluoro Jade B pozitivnih vlakana detektirana je u svim
analiziranim reZnji¢ima osim u VIIIL. Takoder, koli¢ina degeneriranih vlakana u TBT-u IIL., IV.,
V. i X. reznji¢a, zabiljeZena sedmog dana nakon TBI-a, statisticki je znacajno vec¢a u odnosu
na vrijednosti detektirane u istim reznji¢ima ozlijedenih Stakora Zrtvovanih tre¢eg dana nakon

traume mozga (slika 24B).
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Slika 24. Degenerativne promjene vlakana u molekularnom sloju kore (A) i traccima bijele tvari (B) u
razli¢itim reZnji¢a malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon traumatske ozljede mozga (TBI)
detektirane Fluoro-Jade B bojenjem. Histogram pokazuje rang Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana po
reznjicu navedenog podrucja malog mozga u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon TBI izraZen srednjim
vrijednostima + SEM (n = 8). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od pripadaju¢e KONTROLE, *P < 0,05;
znacajno razli¢ito od pripadajuce TBI 3 d skupine.
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Na slici 25 prikazane su reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka malog
mozga u podrucju vermisa, u MS-u IX. reZnji¢a prvog dana, a u TBT-u V. reZnji¢a sedmog
dana nakon traume mozga budu¢i da je iz gore prikazanih rezultata evidentno kako je u
navedenim reZnji¢ima/slojevima i pripadaju¢im vremenskim to¢kama bila detektirana najjaca
degeneracija vlakana. Razvidno je kako se u IX. i V. reznji¢u malog mozga Zivotinja kontrolne
skupine ne biljeZze Fluoro-Jade B pozitivna vlakna (25A,D) za razliku od MS-a u IX. reZnji¢u
(25B-C) 1 TBT-a u V. reznji¢u (25E-F) u kojima je u gore navedenim vremenskim to¢kama

nakon TBI-a degeneracija vlakana bila vrlo izrazena.
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Slika 25. Degenerativne promjene vlakana u molekularnom sloju IX. reZznji¢a (A-C) te u u traccima
bijele tvari V. reznji¢a (D-F) malog mozga Stakora u podruc¢ju vermisa nakon traumatske ozljede mozga
(TBI) detektirane Fluoro-Jade B bojenjem. Reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka
navedenog podrucja malog mozga Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanog
prvog (TBI 1 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Mikrofotografije uve¢anog detalja prikaza na
slici B (C) i slici E (F). Strelicama su oznacena Fluoro-Jade B pozitivna vlakna. Linije skala: 100 pum
(A-B), (D-E); 40 um (C, F).

Ostecenje 1 gubitak Purkinjeovih stanica u malom mozgu istraZivani su mjerenjem
razine ekspresije kalbindina, standardno koriStenog markera Purkinjeovih stanica, u ovoj
strukturi SZS-a te imunofluorescentnim oznacavanjem istog proteina na sagitalnim presjecima

u podrucju vermisa malog mozga Stakora svih istrazivanih eksperimentalnih skupina.
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Slika 26 prikazuje reprezentativne blotove i pripadajuce denzitometrijske analize razina
ekspresije kalbindina u uzorcima malog mozga Zivotinja svih skupina. Statisticke analize nisu
pokazale znaCajan utjecaj TBI na ekspresiju istrazivanog proteina u tkivu malog mozga niti u
jedne skupine ozlijedenih Stakora Zrtvovanih u istrazivanim vremenskim tockama nakon TBI

(P =0,473).

KONTROLA TBI1d TBI3d TBI7d

Kalbindin w

B-akiin R

25

20

15
1.0
05
0.0

KONTROLA TBlI 1d TBI 3d TBI 7d

Kalbindin/B-aktin omjer

Slika 26. Reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize ekspresije kalbindina
(kalbindin/p-aktin omjer) u ipsilateralnoj polovici malog mozga u Zivotinja kontrolne skupine
(KONTROLA) i stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
traumatske ozljede mozga (TBI). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5-6).

Suprotno navedenom, imunofluorescentnim oznaCavanjem istog proteina na sagitalnim
presjecima malog mozga Stakora u podrucju vermisa detektiran je gubitak Purkinjeovih stanica
u IX. reZnji¢u malog mozga (slika 27). Mikrofotografije presjeka istraZivane strukture mozga
ukazuju na manji broj navedenih stanica u IX. reznjicu ozlijedenog Stakora Zrtvovanog prvog
dana nakon TBI-a u odnosu na Zivotinju kontrolne skupine (Slika 27A-B), a sli¢ni rezultati
dobiveni su 1 u traumatiziranih Zivotinja Zrtvovanih treceg ili sedmog dana nakon TBI-a
(rezultati nisu prikazani). Statistickom analizom pokazane su znacajne razlike u broju

Purkinjeovih stanica navedenog reznji¢a izmedu istraZivanih eksperimentalnih skupina (P =
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0,013) (slika 27C). U odnosu na broj Purkinjeovih stanica u Zivotinja kontrolne skupine (70,66
+ 3,93 stanica/mm?), gubitak ovih stanica u IX. reZnjiéu ozlijedenih Zivotinja bio je zna¢ajan
prvog (52,58 + 3,35 stanica/mm?), treéeg (51,58 + 6,93 stanica/mm?) i sedmog (58,36 +1,68

stanica/mm?) dana nakon ozljede.

KONTROLA| B

[ w S [9)} (o2} ~ [o:]
o o o o o o o
L L L L L L )

Kalbindin pozitivne stanice/mm?
5

o

KONTROLA TBI1d TBI3d TBI7 d

Slika 27. Gubitak Purkinjeovih stanica u IX. reznji¢u malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon
traumatske ozljede mozga (TBI). (A-B) Reprezentativne mikrofotografije sagitalnog presjeka malog
mozga Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanog prvog dana (TBI 1 d) nakon
TBI-a obiljeZenih protutijelom protiv kalbindina. Strelicama su oznac¢ena mjesta gubitka Purkinjeovih
stanica u navedenom podruc¢ju malog mozga. Linija skale: 100 um. (C) Histogram pokazuje broj
Purkinjeovih stanica u IX. reZnji¢u malog mozga po mm?u navedenom podrudju malog mozga Zivotinja
kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog
(TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 6-7). *P < 0,05;
znacajno razli¢ito od KONTROLE.

NeuN je u ovom istraZivanju koriSten kao marker zrnatih neurona u GS-u.
Reprezentativni blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske analize razina ekspresije NeuN-a iz
tkiva malog mozga prikazani su na slici 28. Statisti¢ke analize nisu pokazale zna¢ajne promjene
ekspresije istraZivanog proteina u tkivu malog mozga Stakora tijekom prvog tjedna nakon

indukcije TBI-a (P = 0,854).
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Slika 28. Reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize ekspresije NeuN-a (NeulN/B-
aktin omjer) u ipsilateralnoj polovici malog mozga u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i
Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon traumatske ozljede
mozga (TBI). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5-6).

Imunofluorescentnim histoloskim obiljeZavanjem presjeka malog mozga u podrucju
vermisa protutijelom protiv NeuN-a, imunoreaktivnost je detektirana u GS-u u Zivotinja svih
eksperimentalnih skupina. Rezultati nisu prikazani buduci da su zrnati neuroni gusto zbijeni u
navedenom sloju zbog cega nije bilo moguce detektirati kvalitivne promjene niti uciniti

kvantifikaciju broja NeuN pozitivnih neurona.

4.2.2. Programirana stani¢na smrt u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Pojavnost, opseg 1 mehanizmi programirane stani¢ne smrti u malom mozgu Stakora
nakon TBI-a praceni su histoloskim analizama koje su se odnosile na IX. reznji¢ podrucja

vermisa, ipsilateralno u odnosu na ozljedu, buduc¢i da su u njemu degeneracija i gubitak neurona
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bili najjace izrazeni. Ekspresije proteina od interesa bile su prac¢ene u lizatima tkiva polovice
maloga mozga ipsilateralno u odnosu na ozljedu.

Prisutnost apoptotickih stanica u IX. reZnji¢u malog mozga Stakora u podruc¢ju vermisa
detektirana je TUNEL metodom u kombinaciji s DAPI bojenjem (slika 29). U istraZivanom
reznji¢u zivotinja kontrolne skupine, TUNEL pozitivne stanice nisu bile zamijecene (slika
29A). Suprotno, mnogobrojne apoptoticke stanice bile su opazene u ozlijedenih Stakora prvog
dana (slika 29B, E-G), a njihov je broj bio smanjen trec¢eg (slika 29C) 1 sedmog (slika 29D)
dana nakon ozljede. Statisticke analize pokazale su kako je broj TUNEL pozitivnih stanica u
IX. reZnji¢u malog mozga bio znacajno veci u ozlijedenih Zivotinja Zrtvovanih prvog (32,79 +
1,31 stanica/reznjicu) i sedmog (2,25 + 0,48 stanica/reznjicu) dana nakon TBI-a u odnosu na
vrijednosti (0,00 £ 0,00 stanica/reZnjic¢u) zabiljeZene u Stakora kontrolne skupine (P = 0,004).
Nadalje, tre¢eg i sedmog dana po ozljedi broj apoptotickih stanica u istraZivanoj regiji malog
mozga bio je znacajno manji u odnosu na vrijednosti zabiljeZzene u Stakora Zrtvovanih prvog
dana nakon TBI-a.

Kvantifikacija TUNEL pozitivnih stanica po razli¢itim slojevima kore malog mozga
ukazala je na znacajno veci broj apoptoti¢ki promijenjenih stanica u MS-u (P = 0,003), PS-u (P
=0,007) i GS-u (P = 0,004) kore malog mozga u ozlijedenih Zivotinja i to prvog dana nakon
TBI-a u svim navedenim slojevima, te dodatno u GS-u sedmog dana nakon traume u odnosu na
kontrolne vrijednosti (slika 30). Takoder, broj TUNEL pozitivnih stanica u GS-u detektiran
sedmog dana nakon TBI-a bio je statisticki znacajno veci u odnosu na broj istih stanica
pronaden treceg dana nakon traume mozga. U TBT-u IX. reznji¢a nisu zabiljeZene statisticki
znacajne razlike u broju TUNEL pozitivnih stanica izmedu eksperimentalnih skupina (P =

0,305) (slika 30).
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Slika 29. Apoptoza u IX. reZnjicu malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon traumatske ozljede
mozga (TBI) detektirana TUNEL metodom. (A-D) Reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka
gore navedenog podrucja malog mozga u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. (E-G)
Mikrofotografije uvecanog detalja prikaza na slici B na kojima su prikazane TUNEL pozitivne stanice
(E) i DAPI obojene jezgre (F) te njihovo preklapanje (TUNEL+DAPI) (G). Strelicama su oznacena
preklapanja navedenih fluorescentnih signala. Linije skala: 400 pm (A-D); 100 pm (E-G). (H)
Histogram pokazuje broj TUNEL pozitivnih stanica u navedenom reZnjicu malog mozga Stakora u
Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili
sedmog (TBI 7 d) dana nakon TBI-a, izraZen srednjim vrijednostima = SEM (n = 5-7). *P < 0,05;
zna&ajno razli¢ito od KONTROLE, *P < 0,05; znacajno razli¢ito od TBI 1 d skupine.
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Slika 30. Apoptoza u razli¢itim slojevima IX. reZnji¢a malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon
traumatske ozljede mozga (TBI) detektirana TUNEL metodom. Histogram pokazuje broj TUNEL
pozitivnih stanica u molekularnom sloju (MS), sloju Purkinjeovih stanica (PS), granularnom sloju (GS)
i traccima bijele tvari (TBT) navedenog reznjica malog mozga u Zivotinja kontrolne skupine
(KONTROLA) i stakora zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
ozljede izraZen srednjim vrijednostima + SEM (n = 5-7). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od KONTROLE,
*P < 0,05; znacajno razli¢ito od propadaju¢e TBI 1 d i TBI 3 d skupine.

S obzirom da se u PS-u IX. reZnji¢a malog mozga TUNEL pozitivne stanice u najve¢em
broju biljeZe u Stakora Zrtvovanih prvog dana nakon TBI-a, a s namjerom da se utvrdi radi li se
o apoptozi Purkinjeovih stanica, u¢injeno je trostruko bojenje, odnosno na presjecima malog
mozga istovremeno je napravljeno TUNEL oznacavanje, DAPI bojenje te imunofluorescentno
oznaCavanje stanica protutijelom protiv kalbindina (slika 31). Kvalitativnom analizom
potvrdena je kolokalizacija TUNEL pozitivnih stanica s kalbindinom (slika 31A), ali su
pronadene i pojedinacne apoptoticke stanice istoga sloja koje nisu bile istovremeno oznacene i

koriStenim markerom Purkinjeovih stanica (slika 31B).
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Slika 31. Apoptoza u sloju Purkinjeovih stanica IX. reznjica malog mozga Stakora u podrucju vermisa
nakon traumatske ozljede mozga (TBI) detektirana TUNEL metodom i imunofluorescentnim
obiljezavanjem protutijelom protiv kalbindina, kombinirano s DAPI bojenjem. Reprezentativne
mikrofotografije presjeka navedenog podru¢ja malog mozga u Stakora Zrtvovanog prvog dana nakon
ozljede (TBI 1 d). Strelicama su oznacena mjesta kolokalizacije Purkinjeovih stanica 1 DNK
fragmentacije (A), a glavama strelica mjesta gdje fluorescentni signali ne kolokaliziraju (B). Linija
skale: 40 pm.

S ciljem daljnjeg prac¢enja mehanizama programirane stani¢ne smrti u malom mozgu
Stakora analizirane su razine ekspresije aktivirane kaspaze-3 i AIF-a.

Na slici 32 prikazani su reprezentativni imunoblotovi i1 pripadaju¢e denzitometrijske
analize razina aktivirane kaspaze-3 u lizatima tkiva maloga mozga Zivotinja kontrolne skupine
te ozlijedenih Zivotinja Zrtvovanih prvog, treCeg ili sedmog dana nakon traume mozga. Iz
prikazanih rezultata evidentno je kako TBI nije znacajno utjecao na razine navedenog proteina
u istrazivanim vremenskim tockama (P = 0,506).

Budu¢i da navedeni rezultat ukazuje kako apoptoticka smrt stanica malog mozga nije
bila posredovana aktivacijom kaspaze-3, dalje je istraZivana uloga AIF-a u programiranoj
stani¢noj smrti. Iz rezultata prikazanih na slici 33 evidentno je kako se razina ekspresije
istrazivanog proteina u malom mozgu znacajno mijenjala nakon TBI-a (P = 0,031). Naime, u
lizatima malog mozga Stakora Zrtvovanih tre¢eg dana nakon TBI-a izmjerena je znaCajno manja
koli¢ina AIF-a u odnosu na razine detektirane u Zivotinja kontrolne skupine. Razina ekspresije
AlF-a u istrazivanoj mozdanoj strukturi nije se znacajno razlikovala u odnosu na vrijednosti

Zivotinja kontrolne skupine u ostalim vremenskim tockama (slika 33).
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Slika 32. Reprezentativni blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske analize ekspresije aktivirane kaspaze-
3 (aktivirana kaspaza-3/B-aktin omjer) u ipsilateralnoj polovici malog mozga u Zivotinja kontrolne
skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana
nakon traumatske ozljede mozga (TBI). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5-6).
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Slika 33. Apoptoza posredovana ¢imbenikom indukcije navedenog puta programirane stani¢ne smrti
(AIF) u ipsilateralnoj polovici malog mozga Stakora nakon traumatske ozljede mozga (TBI).
Reprezentativni blotovi i pripadajuée denzitometrijske analize ekspresije AIF-a (AIF/B-aktin omjer) u
Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili
sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5-6). *P <
0,05; znacajno razlicito od kontrolne skupine.
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Kako bi se istrazila translokacija AIF-a unutar stanica malog mozga Stakora u podrucju
vermisa posljedicno TBI-u, ucinjeno je imunofluorescentno bojenje sagitalnih presjeka
protutijelom protiv AIF-a u kombinaciji s DAPI-em (slika 34). AIF imunofluorescentni signal
nije zamijecen u slojevima kore malog mozga niti u jedne eksperimentalne skupine (rezultati
nisu prikazani). Navedena imunofluorescencija nije bila detektirana niti u TBT-u Zivotinja
kontrolne skupine i ozlijedenih Stakora Zrtvovanih prvog dana nakon TBI-a (slika 34A-B).
Medutim, AIF imunoreaktivnost detektirana je u TBT-u Zivotinja Zrtvovanih tre¢eg ili sedmog
dana nakon TBI-a (slika 34C-E). Navedeni pojacani AIF signal zabiljezen u TBT-u nije se
poklapao s DAPI signalom, odnosno jezgrama stanica. Dodatno, AIF imunoreaktivne strukture

na mnogim su mjestima morfoloSki nalikovale na tzv. aksonalne kvrZice (slika 34E).
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Slika 34. Kolokalizacija imunofluorescentnog obojenja ¢imbenika indukcije apoptoze (AIF) i DAPI
kontraobojenja jezgre u tracima bijele tvari malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon traumatske
ozljede mozga (TBI). (A-D) Reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka navedenog podrucja
malog mozga u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg
(TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. (E) Mikrofotografije uve¢anog detalja prikaza na
slici D. Strelicama su oznacene AIF imunoreaktivne strukture nalik tzv. aksonalnim kvrZicama. Linije
skala: 100 um (A-D); 40 um (E).
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4.2.3. Reakcije glija stanica u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Aktivnost glija stanica u malom mozgu Stakora nakon TBI-a pradena je analizom
ekspresije proteina od interesa u lizatima tkiva polovice maloga mozga ipsilateralno u odnosu
na ozljedu te histoloskim analizama IX. reZnji¢a podruc¢ja vermisa, ipsilateralno u odnosu na
ozljedu.

Slika 35 prikazuje reprezentativne blotove i pripadajuc¢e denzitometrijske analize razina
ekspresije  GFAP-a u malom mozgu Zivotinja podvrgnutih laznoj ozljedi ili TBI-u.
Eksperimentalni TBI statisticki je znacajno utjecao na razine ekspresije istrazivanog proteina u
malom mozgu Stakora (P = 0,009). U ozlijedenih Stakora razine ekspresije GFAP-a bile su
statisticki zna¢ajno manje u odnosu na vrijednosti Zivotinja kontrolne skupine u svim

istraZzivanim vremenskim to¢kama nakon traume mozga.

KONTROLA TBI1d TBI3d TBI7d

GFAP N S iy S——
Fakiin - ————

0,40
0,35
5 0%
g 0,25
£ * *
£ o020
T *
Q.
o 015
i
O 0,10
0,05
0,00
KONTROLA  TBI 1d TBI 3d TBI 7d

Slika 35. Astrocitoza u ipsilateralnoj polovici malog mozga Stakora nakon traumatske ozljede mozga
(TBI). Reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize kiselog fibrilarnog proteina glije
(GFAP/B-aktin omjer) u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i §takora Zrtvovanih prvog (TBI 1
d), treceg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti +
SEM (n = 5-6). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne skupine.

Kako bi se detaljnije utvrdio odgovor astrocita na oSteCenje i gubitak Purkinjeovih
stanica u IX. reznji¢u malog mozga Stakora posljedi¢no TBI-u, koriStena je metoda duplog
imunofluorescentnog bojenja protutijelom protiv GFAP-a i protutijelom protiv kalbindina. Na
slici 36 prikazane su reprezentativne mikrofotografije presjeka malog mozga podrucja vermisa,

ipsilateralno u odnosu na laznu/pravu ozljedu, u Zivotinja svih eksperimentalnih skupina.
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Evidentno je kako se prvog i tre¢eg dana nakon TBI-a biljeZi slabija GFAP imunoreaktivnost u
svim slojevima IX. reZnji¢a malog mozga u odnosu na nalaz u Zivotinje kontrolne skupine (slika
36A-C). Nadalje, u tim vremenskim tockama, na mjestima najizraZenijeg oStecenja i gubitka
Purkinjeovih stanica ne biljezi se aktivacija stanica Bergmanove glije, specifi¢nih astrocita
istrazivane mozdane strukture. Suprotno tome, na presjecima malog mozga Stakora Zrtvovanih
sedmog dana nakon TBI-a, detektirano je intenzivnije GFAP imunofluorescentno obojenje na

mjestima oStecenja i gubitka Purkinjeovih stanica (slika 36D).

Kalbindin GFAP Kalbindin+GFAP
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Slika 36. Astrocitoza na mjestima oStecenja i gubitka Purkinjeovih stanica u IX. reznji¢u malog mozga
Stakora u podru¢ju vermisa nakon traumatske ozljede mozga (TBI). (A-D) Reprezentativne
mikrofotografije sagitalnih presjeka navedene regije malog mozga dvostruko imunofluorescentno
obiljezenih protutijelima protiv kiselog fibrilarnog proteina glije (GFAP) i kalbindina u Zivotinje
kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog

(TBI 7 d) dana nakon ozljede. Strelice oznac¢avaju mjesta gdje reaktivna astrocitoza kolokalizira s
gubitkom Purkinjeovih stanica. Linija skale: 100 um.
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Na slici 37 prikazani su reprezentativni blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske analize
razina ekspresije Ibal u malom mozgu laZzno ozlijedenih Zivotinja te Stakora Zrtvovanih u
istraZzivanim vremenskim tockama nakon TBI. StatistiCke analize pokazale su zna¢ajan utjecaj
TBI-a na ekspresiju istrazivanog proteina u malom mozgu (P = 0,010). Prvog dana nakon
traume nisu zabiljezene promjene u ekspresiji Ibal u odnosu na vrijednosti Zivotinja kontrolne
skupine. Suprotno navedenom, treceg i sedmog dana posljedicno TBI detektirane su znacajno
niZze razine ekspresije Ibal u odnosu na razine izmjerene u Zivotinja kontrolne skupine i

ozlijedenih Stakora Zrtvovanih prvog dana nakon ozljede.
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Slika 37. Mikroglioza u ipsilateralnoj polovici malog mozga Stakora nakon traumatske ozljede mozga
(TBI). Reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize adaptorne molekule 1 za vezivanje
ioniziraju¢eg kalcija (Ibal/B-aktin omjer) u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treeg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5-6). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne skupine,
*P < 0,05; znacajno razli¢ito od TBI 1 d skupine.

S ciljem istraZivanja odgovora mikroglije na oStecenje i gubitak Purkinjeovih stanica u
IX. reznjicu malog mozga Stakora posljedicno TBI-u, wucinjeno je dvostruko
imunofluorescentno bojenje protutijelom protiv Ibal i protutijelom protiv kalbindina (slika 38).
U Zivotinja kontrolne skupine u navedenoj regiji malog mozga uocena je miruju¢a mikroglija,
pravilno rasporedena po slojevima kore malog mozga (slika 38A). U Stakora Zrtvovanih prvog

dana nakon TBI nije detektirana reakcija mikroglije na ozljedu, ¢ak ni na mjestima ostecenja i
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gubitka Purkinjeovih stanica (slika 38B). No, tre¢eg dana nakon TBI-a, na dijelovima tkiva u
kojima je zamijeceno najjaCe oStecenje Purkinjeovih stanica, detektiran je neSto veci broj
stanica mikroglije reaktivne morfologije (slika 38C). Nadalje, sedmog dana nakon ozljede,
zabiljezen je izrazit porast broja stanica mikroglije na mjestima najvefeg oSteCenja
Purkinjeovih stanica, a detektirani su razli¢iti morfoloski oblici aktiviranih stanica mikroglije

(slika 38D).
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Slika 38. Mikroglioza na mjestima oStecenja i gubitka Purkinjeovih stanica u IX. reZnji¢u malog mozga
Stakora u podrucju vermisa nakon traumatske ozljede mozga (TBI) (A-D) Reprezentativne
mikrofotografije sagitalnih presjeka navedene regije malog mozga dvostruko imunofluorescentno
obiljezenih protutijelima protiv adaptorne molekule 1 za vezivanje ionizirajueg kalcija (Ibal) i
kalbindina u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg
(TBI3d)ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Strelice oznac¢avaju mjesta gdje reaktivna astrocitoza
kolokalizira s gubitkom Purkinjeovih stanica. Linija skale: 100 pm.
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Kako bi se utvrdilo da li aktivirana mikroglija ima fenotipska obiljezja M1 ili M2 tipa,
na sagitalnim presjecima vermisa malog mozga ucinjeno je i dvostruko imunofluorescentno
oznacavanje protutijelom protiv Ibal u kombinaciji s protutijelim protiv CD86, CD206 ili Mac-
2. U ovako oznaenim presjecima malog mozga Zivotinja svih eksperimentalnih skupina nije
detektirana imunoreaktivost niti jednog od istrazivanih markera mikroglije (rezultati nisu

prikazani).

4.2.4. Neuroplasti¢nost u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Neuroplasti¢nost u malom mozgu Stakora nakon TBI-a pracena je analizom ekspresije
proteina od interesa u lizatima tkiva polovice maloga mozga ipsilateralno u odnosu na ozljedu
te histoloskim analizama IX. reZnji¢a podru¢ja vermisa, ipsilateralno u odnosu na ozljedu.

Na slici 39 prikazani su reprezentativni blotovi i pripadajuce denzitometrijske analize
razina ekspresije SYP-a u malom mozgu Zivotinja kontrolne skupine te Stakora s TBI-em
Zrtvovovanih prvog, tre¢eg ili sedmog dana nakon ozljede. StatistiCka analiza pokazala je kako
nema znacajne razlike u razinama ekspresije ovog proteina u malom mozgu Stakora unutar

prvog tjedna nakon eksperimentalnog TBI-a (P = 0,585).
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Slika 39. Reprezentativni blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske analize sinaptofizina (SYP/B-aktin
omjer) u ipsilateralnoj polovici malog mozga u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon traumatske ozljede mozga
(TBID). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5-6).
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Analizom presjeka malog mozga Stakora obiljeZenih imunohistokemijskim DAB
bojenjem zabiljeZene su promjene u obrascu SYP imunoreaktivnosti posljedicno TBI-u (slika
40). Na presjecima istraZzivane moZdane strukture Zivotinja kontrolne skupine (slika 40A)
uoceno je difuzno, ravnomjerno rasporedeno SYP imunoreaktivno obojenje u svim slojevima
kore IX. reznji¢a malog mozga. Suprotno navedenom, u istrazivanom reznji¢u malog mozga
ozlijedenih Zivotinja svih skupina, nakupine zrnatog SYP imunoobojenja evidentirane su u GS-
u, potom u PS-u na mjestima gubitka Purkinjeovih stanica, te u MS-u (slika 40B-D). U GS-u i
MS-u navedene zrnate nakupine detektirane su dominantno oko jezgri stanica, a od kojih su
mnoge bile piknoti¢ne.

Na slici 41 prikazani su reprezentativni blotovi 1 pripadajuce denzitometrijske analize
razina ekspresije GAP-43 u malom mozgu Stakora istraZivanih eksperimentalnih skupina. TBI
je znaCajno utjecao na razine ekspresije ovog markera neuroplasti¢nosti u proucavanoj
mozdanoj strukturi Stakora (P = 0,022). Evidentno je kako su u ozlijedenih Zivotinja razine
ekspresije GAP-43 u malom mozgu bile znacajno manje treeg i sedmog dana nakon TBI-a u

odnosu na razine izmjerene u Zivotinja kontrolne skupine.
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Slika 40. Kvalitativne promjene imunoreaktivnosti sinaptofizina (SYP) u IX. reznjicu malog mozga
Stakora u podru¢ju vermisa nakon traumatske ozljede mozga (TBI). (A-D) Reprezentativne
mikrofotografije sagitalnih presjeka navedenog podrucja malog mozga u Zivotinje kontrolne skupine
(KONTROLA) i stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
ozljede. GS, granularni sloj; PS, sloj Purkinjeovih stanica; MS, molekularni sloj. Crne strelice prikazuju
tijela Purkinjeovih stanica, a prazne strelice zrnato SYP nakupljanje oko mjesta oSte¢enja i gubitka
Purkinjeovih stanica. Glave strelica prikazuju zrnato SYP nakupljanje oko jezgara stanica. Linije skala:
100 pum (lijevi stupac); 40 pm (desni stupac).
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Slika 41. Ekspresija proteina povezanog s rastom (GAP-43) u ipsilateralnoj polovici malog mozga
Stakora nakon traumatske ozljede mozga (TBI). Reprezentativni blotovi i pripadaju¢e denzitometrijske
analize GAP-43 (GAP-43/B-aktin omjer) u Zivotinja kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5-6). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne skupine.

Slika 42 prikazuje presjeke malog mozga Stakora u podrucju IX. reznji¢a vermisa,
oznacene protitijelom protiv GAP-43, a vizualizirane DAB imunohistokemijskom metodom. U
Zivotinja kontrolne skupine, GAP-43 imunoobojenje difuzno je i ravnomjerno rasporedeno
(slika 42A), dok se u ozlijedenih Zivotinja svih skupina biljeZe zrnate nakupine istraZzivanog
markera neuroplasti¢nosti po svim slojevima kore (slika 42B-D). Prvi dan nakon ozljede GAP-
43 nakupine dominantno su detektirane u PS-u i GS-u (slika 42B), dok su treceg (slika 42C), te
narocito sedmog (slika 42D) dana obilno prisutne i u MS-u IX. reZnji¢a malog mozga. Takoder,
sedmog dana nakon TBI-a razvidna je i1 pojacana GAP-43 imunoreaktivnost oko tijela

Purkinjeovih stanica (slika 42D).
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Slika 42. Kvalitativne promjene imunoreaktivnosti proteina povezanog s rastom (GAP-43) u IX.
reznji¢u malog mozga Stakora u podrucju vermisa nakon traumatske ozljede mozga (TBI). (A-D)
Reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka navedenog podru¢ja malog mozga u Zivotinje
kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog
(TBI 7 d) dana nakon ozljede. MS, molekularni sloj; PS, sloj Purkinjeovih stanica; GS, granularni sloj.
Crne strelice prikazuju tijela Purkinjeovih stanica, prazne strelice zrnato GAP-43 nakupljanje oko
oste¢enih Purkinjeovih stanica, a glave strelica zrnato GAP-43 nakupljanje oko piknoti¢nih jezgara
stanica. Linije skala: 100 um (lijevi stupac); 40 um (desni stupac).
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4.3. Pokazatelji oStecenja i oporavka u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon

traumatske ozljede mozga

Sve analize koje su koriStene za proucavanje pokazatelja oSte¢enja i oporavka u rostralnom

dijelu velikog mozga Stakora nakon TBI-a ucinjene su na sagitalnim presjecima mozga.

4.3.1. Neurodegeneracija i gubitak neurona u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon

traumatske ozljede mozga

S ciljem istraZivanja razine i opsega neurodegeneracije u rostralnom dijelu velikog
mozga, za pojedine Zivotinje kontrolne skupine i traumatizirane Stakore analizirana su 3-4
Fluoro-Jade B obojena presjeka mozga na udaljenosti od otprilike 1,80 mm lateralno od
medijane ravnine, ipsilateralno i kontralateralno u odnosu na mjesto prave/lazne ozljede.
Fluoro-Jade B pozitivni neuroni nisu pronadeni u rostralnom dijelu velikog mozga niti u jedne
eksperimentalne skupine Zivotinja, niti ipsilateralno niti kontralateralno u odnosu na mjesto
ozljede.

Na slici 43 prikazane su reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka dobivenih
iz polutke mozga ipsilateralno mjestu TBI-a u Stakora Zrtvovanog prvog dana nakon indukcije
ozljede. Presjeci su ucinjeni na Cetiri razliCite lateralne udaljenosti od medijane ravnine: 0,60
mm (slika 43A), 1,00 mm (slika 43B), 1,40 mm (slika 43C), te 1,80 mm (slika 43D), a na njima
su naznacene razlicCite strukture rostralnog dijela mozga Stakora: prednji dio kore velikog mozga
(frontalni korteks), SVZ, RMP, korpus kalosum, anteriorna komisura, lateralne septalne jezgre,
strijatum, OB, te lateralni ventrikul. Rezultati dobiveni Fluoro-Jade B bojenjem za ostale
eksperimentalne skupine nisu prikazani.

Za sve daljnje analize koriSteni su presjeci koji su udaljeni 1,00 mm do 1,50 mm od
medijane ravnine, locirani u ipsilateralnoj hemisferi mozga Stakora u odnosu na mjesto
laznog/pravog TBI-a.

Kvalitativne promjene u NeuN imunoreaktivnosti nisu uocene u frontalnom korteksu
(slika 44A-D), ali ni u ostalim analiziranim, gore navedenim regijama rostralnog dijela velikog
mozga (rezultati nisu prikazani). Nadalje, navedena zapaZanja u frontalnom korteksu Zivotinja
istrazivanih eksperimentalnih skupina potvrdena su i kvantifikacijom broja neurona (slika 44E),
na presjecima mozgova u kojima je u¢injeno imunofluorescentno oznacavanje s NeuN-om.
Naime, statisticki znaCajne promjene broja NeuN pozitivnih stanica nisu detektirane u ovom
podrucju kore velikog mozga u Stakora s TBI-em u odnosu na vrijednosti zabiljeZene u Zivotinja

kontrolne skupine (P = 0,701).
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Slika 43. Reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka ipsilateralnog rostralnog dijela velikog
mozga Stakora Zrtvovanog prvog dana nakon traumatske ozljede mozga (TBI). Presjeci su napravljeni
na Cetiri razli¢ite udaljenosti lateralno od mediane ravnine: 0,60 mm (A); 1,00 mm (B); 1,40 mm (C);
1, 80 mm (D), a obojenih s Fluoro-Jade B. FK, prednji dio kore velikog mozga (frontalni korteks); KK,
korpus kalosum; LSJ, lateralne septalne jezgre; AK, anteriorna komisura; LV, lateralni ventrikul; OB,
olfaktorni bulbus; SVZ, subventrikularna zona; S, strijatum; RMP, rostralni migratorni put. Linija skale:
1 mm.
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Slika 44. Reprezentativne mikrofotografije u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7d) dana nakon ozljede, a obojene s
protutijelima protiv NeuN-a (A-D). Linija skale = 100 um. (E) Histogram pokazuje broj NeuN
pozitivnih stanica po mm? u gore navedenoj mozdanoj strukturi za svaku skupinu Zivotinja izraZen
srednjim vrijednostima + SEM (n = 4).
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4.3.2. Reakcije glija stanica u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon traumatske

ozljede mozga

Analize imunoreaktivnosti GFAP-a na presjecima rostralnog dijela velikog mozga
Stakora pokazale su promjene aktivnosti astrocita u podruc¢ju frontalnog korteksa posljedi¢no
TBI-u (slika 45). Naime, u Zivotinje kontrolne skupine, te Zivotinja Zrtvovanih prvog ili tre¢eg
dana nakon ozlijede, detektirani su astrociti slabije GFAP imunoreaktivnosti (slika 45A-C), a
suprotno, sedmog dana nakon TBI-a zabiljeZena je pojacana GFAP imunoreaktivnost u
navedenom dijelu korteksa velikog mozga (slika 45D). Dodatno, u frontalnom korteksu Stakora
posljedicno TBI-u, detektirane su i kvalitativne promjene, hipertrofija i povecanje broja
nastavaka astrocita, koje takoder ukazuju na reaktivnu astrocitozu (slika 45D).

Statisticka analiza rezultata kvantifikacije postotka GFAP imunoreaktivne povrSine u
frontalnom korteksu (slika 45E) ukazala je na znac¢ajnost detektiranih promjena astrocita (P =
0,034). Prvog (2,92% + 0,47%) i treceg (2,69% + 0,44%) dana nakon TBI-a nisu zabiljezene
znacajne promjene u GFAP imunoreaktivnosti u odnosu na kontrolne vrijednosti (1,98% +
0,59%), dok je sedmog dana nakon ozljede zabiljeZeno znacajno povecanje postotka (5,98% =+
0,93%) GFAP imunoreaktivne povrSine, kako u odnosu na kontrolne vrijednosti, tako i u
odnosu na vrijednosti zabiljeZene prvog i tre¢eg dana nakon traume mozga.

Na slici 46 prikazane su reprezentativne mikrofotografije sagitalnih presjeka rostralnog
dijela velikog mozga Stakora svih eksperimentalnih skupina u podrucju frontalnog korteksa,
oznacenih protutijelom protiv Ibal. Iz prikazanog je razvidno kako su u frontalnom korteksu,
u zivotinje kontrolne skupine (slika 46A), kao i Stakora Zrtvovanih prvog (slika 46B) ili tre¢eg
(slika 46C) dana nakon TBI-a, stanice mikroglije ravnomjerno rasporedene u tkivu, a ne
pokazuju morfoloske znakova aktivacije. Medutim, sedmog dana nakon traume mozga, u
frontalnom korteksu ozlijedenih Zivotinja evidentirani su znakovi aktivacije mikroglije (slika
46D). Naime, u navedenom podrucju kore velikog mozga bio je uocen veci broj Ibal pozitivnih
stanica s tzv. grmastom morfologijom, koju karakterizira pove¢ana razgranatost nastavaka. Ibal
pozitivne stanice kvantificirane su u frontalnom korteksu, a statisticka analiza ukazala je na
znacajne promjene u broju stanica mikroglije u istraZivanom vremenskom razdoblju nakon
TBI-a (P = 0,010) (slika 46E). Sukladno gore opisanim opaZanjima, znacajne promjene broja
Ibal pozitivnih stanica detektirane su samo sedmog dana nakon TBI-a kad je zabiljezen
znacajno veci broj stanica mikroglije u odnosu na vrijednosti detektirane u Zivotinja svih ostalih

eksperimentalnih skupina.
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Slika 45. Astrocitoza u frontalnom korteksu ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI).
(A-D) Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti kiselog fibrilarnog proteina glije (GFAP) u
zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treceg (TBI 3 d) ili
sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Strelice pokazuju GFAP imunoreaktivne stanice koje
karakterizira malo stani¢no tijelo i tanki nastavci, a glave strelica pokazuju hipertrofi¢ne, reaktivne
astrocite. Linija skale = 100 pm. (E) Histogram pokazuje postotak (%) GFAP imunoreaktivne povrSine
u gore navedenoj moZdanoj strukturi za svaku skupinu Stakora izraZen srednjim vrijednostima + SEM
(n=4). *P <0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE.
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Slika 46. Mikroglioza u frontalnom korteksu ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI).
(A-D) Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti adaptorne molekule 1 za vezivanje
ionizirajuceg kalcija (Ibal) u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora Zrtvovanih prvog
(TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Strelice pokazuju Ibal
imunoreaktivne stanice koje karakterizira malo stani¢no tijelo s tankim, razgranatim nastavcima, a glave
strelica pokazuju stanice s pove¢anim brojem nastavaka, tzv. grmaste morfologije. Linija skale = 100
um. (E) Histogram pokazuje broj Ibal pozitivnih stanica po mm?u gore navedenoj mozdanoj strukturi
za svaku skupinu $takora izrazen srednjim vrijednostima = SEM (n = 4). *P < 0, 05; znacajno razli¢ito
od KONTROLE.
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Dvostrukim imunofluorescentnim obiljezavanjem protutijelom protiv Ibal u
kombinaciji s protutijelima protiv CD86, CD206 ili Mac-2 nije detektirana prisutnost
istrazivanih markera u stanicama mikroglije u frontalnom korteksu Zivotinja kontrolne skupine,
odnosno ozlijedenih Stakora Zrtvovanih prvog, treceg ili sedmog dana nakon TBI-a (rezultati

nisu prikazani).

4.3.3. Neuroplasti¢nost i neurogeneza u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon

traumatske ozljede mozga

Analiza presjeka rostralnog dijela velikog mozga Stakora svih istrazivanih skupina, koji
su bili imunofluorescentno obiljezeni s protutijelom protiv SYP-a, ukazala je kako nije bilo
promjena intenziteta SYP signala u podrucju frontalnog korteksa u ozlijedenih Stakora
Zrvovanih prvog, tre¢eg ili sedmog dana nakon TBI-a u odnosu na Zivotinje kontrolne skupine
(slika 47A-D).

Statisticka analiza rezultata kvantifikacija intenziteta SYP imunoreaktivnog signala,
takoder nije pokazala znaCajne promjene u ekspresiji ovog proteina u frontalnom korteksu
prvog (87,10% + 3,96%), treceg (97,57% + 4,55%) i sedmog (100,59% + 5,63%) dana nakon
ozljede u odnosu na kontrolne vrijednosti (P = 0,175) (slika 47E).

Ekperimentalni TBI nije utjecao niti na razine ekspresije GAP-43 u istoj kortikalnoj
regiji Stakora (slika 48A-D). Iako je zabiljeZzeno smanjenje intenziteta imunofluorescentnog
GAP-43 signala prvog (87% + 3,47%) i treCeg (83% + 4,61%), te naknadno povecanje sedmog
(108% = 13,23%) dana nakon ozljede u odnosu na kontrolne vrijednosti (100% %+ 10,99%),

statistiCka analiza nije ukazala na znacajnost tih promjena (P = 0,375 (slika 48E).
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Slika 47. Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti sinaptofizina (SYP) u frontalnom
korteksu ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI) u Zivotinja kontrolne skupine
(KONTROLA) i Stakora zrtvovanih prvog (TBI 1 d), treeg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
ozljede (A-D). Linija skale = 100 um. (E) Histogram pokazuje intenzitet SYP signala (% kontrole) u
gore navedenoj moZzdanoj strukturi za svaku skupinu Stakora izrazen srednjim vrijednostima + SEM (n
=4).
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Slika 48. Reprezentativne mikrofotografije imunoreaktivnosti proteina povezanog s rastom (GAP-43)
u frontalnom korteksu ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI) u Zivotinja kontrolne
skupine (KONTROLA) i §takora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7d) dana
nakon ozljede (A-D). Linija skale = 100 um. (E) Histogram pokazuje GAP-43 intenzitet (% kontrole) u
gore navedenoj regiji mozga za svaku skupinu Stakora izraZen srednjim vrijednostima + SEM (n = 4).
*P < 0, 05; znacajno razli¢ito od KONTROLE.
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S obzirom da se u rostralnom dijelu velikog mozga nalazi SVZ, podrucje neurogeneze
u odraslom mozgu, te RMP duZ kojeg novostvoreni neuroblasti migriraju u OB, sagitalni
presjeci mozgova imunofluorescentno su obiljeZeni protutijelima protiv DCX-a, selektivnog
markera neuroblasta (346), kako bi se istrazilo utjece li trauma mozga u Stakora na proces
neurogeneze. Pregledom navedenih presjeka zabiljezeno je kako TBI mijenja pojavnost DCX
pozitivnih stanica u navedenim regijama (slika 49). Naime, u Zivotinje kontrolne skupine
mnoge DCX pozitivne stanice bile su evidentne u SVZ-u (slika 49A), a oblikovale su
kontinuirani lanac koji se nastavio u RMP (slika 49B). Prvog dana nakon traume mozga
zabiljeZen je smanjen broj DCX pozitivnih stanica u SVZ-u (slika 49C) i RMP-u (slika 49D),
a treceg (slika 49E-F) 1 sedmog (slika 49G-H) dana po ozljedi joS uvijek je bio evidentan manji
broj DCX pozitivnih stanica u SVZ-u, dok je u RMP-u, u navedenim vremenskim tockama, bio
razvidan veci broj DCX pozitivnih stanica u odnosu na nalaz zabiljezen u ovoj regiji prvog dana
nakon TBIL.

Analizom presjeka s imunofluorescentno obiljeZenim DCX-om uocene su odredene
razlike u prisutnosti DCX pozitivnih stanica i u frontalnom korteksu Stakora istraZivanih
eksperimentalnih skupina (slika 50). Naime, DCX pozitivne stanice nisu bile zamije¢ene u ovoj
kortikalnoj regiji u Zivotinje kontrolne skupine (slika 50A) i Stakora Zrtvovanog prvog dana
nakon TBI-a (slika S0OB). Suprotno navedenom, ove su stanice bile detektirane u FK-u Stakora
Zrtvovanih treceg (slika 50C) ili sedmog (slika 50D) dana nakon ozljede, a intenzitet

fluorescentnog obojenja bio je jac¢i sedmog u odnosu na tre¢i dan nakon TBI-a.
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Slika 49. Neuroblasti u rostralnom dijelu velikog mozga ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu
mozga (TBI). Reprezentativne mikrofotografije DCX imunoreaktivnosti u subventrikularnoj zoni (SVZ)
(A, C, E, G) i rostralnom migratornom putu (RMP) (B, D, F, H) u Zivotinje kontrolne skupine
(KONTROLA) i stakora Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon
ozljede. Linija skale = 100 um.
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Slika 50. Neuroblasti u frontalnom korteksu ipsilateralno u odnosu na traumatsku ozljedu mozga (TBI).
Reprezentativne mikrofotografije DCX-a u Zivotinje kontrolne skupine (KONTROLA) i Stakora
Zrtvovanih prvog (TBI 1 d), tre¢eg (TBI 3 d) ili sedmog (TBI 7 d) dana nakon ozljede. Strelice pokazuju
DCX imunoreaktivne stanice. Linija skale = 100 um.
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5. RASPRAVA

5.1. Pokazatelji oStecenja i oporavka u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

5.1.1. Neurodegeneracija i gubitak stanica u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su znacajno oSte¢enje i gubitak neurona u talamusu
Stakora vec¢ tijekom prvog tjedna nakon indukcije TBI-a. Podaci o neurodegeneraciji dobiveni
su odredivanjem broja neurona obojenih Fluoro-Jade B fluorescentnom bojom, koja se
uobicCajeno koristi kao selektivni marker njihova oSte¢enja (69,347). Mehanizam djelovanja
Fluoro Jade-B nije poznat, ali se pretpostavlja kako se ova boja veze s izrazito bazi¢nim tvarima
koje nastaju tijekom degeneracije neurona (348). Kako bi potvrdili nalaze dobivene Fluoro-
Jade B fluorescencijom odnosno odredili broj prezivjelih neurona u talamusa Stakora nakon
traume mozga, koristili smo dodatno i NeuN imunohistokemiju.

U talamusu Stakora smjestenom u hemisferi ipsilateralno od mjesta ozljede, osobito u
podrucju gdje se nalaze PO, VPM i VPL jezgre, znaCajna neurodegeneracija je prisutna vec
prvog dana nakon traume mozga. Ona vremenom postaje sve izraZenija, a treceg i sedmog dana
nakon TBI-a statisticki je znac¢ajno veca u odnosu na razinu neurodegeneracije zabiljezenu u
talamusu prvog dana nakon traume mozga odnosno razinu detektiranu u laZzno ozlijedenih
Stakora kontrolne skupine. Suprotno, neurodegeneracija u talamusu kontralateralne hemisfere
ozlijedenih Stakora odnosno Zivotinja kontrolne skupine nije pronadena. Dobiveni rezultati
neurodegeneracije u talamusu posljedicno TBI-u sli¢ni su nalazima objavljenim u prethodnim
studijama u kojima je koriSten LFPI model, a Fluoro-Jade B pozitivni neuroni u talamusu
zabiljezeni u vremenskom razdoblju od jednog do 15 dana nakon ozljede (69,347,349-351).
Medutim, u nekima od tih studija podaci su izrazeni semikvantitativno (347,351) ili su
istrazivani u kontekstu odgovora razlicitih sojeva Stakora na traumu mozga (350). Nasi rezultati
u suglasju su s rezultatima Satoa i sur. (69), koji su opisali maksimalnu neurodegeneraciju u
talamusu sedmog dana nakon indukcije eksperimentalnog TBI-a. Medutim, u njihovoj studiji
ovaj je porast bio statisticki znacajno veci u odnosu na razinu neurodegeneracije zabiljeZenu
prvog, ali i tre¢eg dana nakon TBI-a. Navedeno nesuglasje u nasim i rezultatima Satoa i sur.
(69) moguce je posljedica razlika u jacini primijenjene ozljede i mjestu kraniotomije buduci da
je u nasim pokusima trauma mozga bila slabijeg intenziteta, a mjesto indukcije TBI-a locirano

medijalnije.
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Rezultati ovog rada pokazali su povezanost procesa neurodegeneracije s gubitkom
neurona u istraZivanoj regiji talamusa. Naime, broj neurona se postupno, ali znacajno smanjivao
za priblizno 25% prvog, 37% treceg do 50% sedmog dana nakon traume mozga u odnosu na
kontrolne vrijednosti. Dodatno, broj neurona u regiji talamusa u kojoj se nalaze PO, VPM i
VPL jezgre sedmog dana nakon TBI-a bio je znafajno manji i u odnosu na vrijednost
zabiljeZenu prvog dana nakon indukcije eksperimentalne traume mozga. Gubitak neurona u
talamusu posljedi¢no traumi mozga zabiljeZen je i u prethodnim istraZivanjima u kojima su
koriStene imunohistokemijske metode (krezil violet, srebro i dr.) razli¢ite od metode NeuN
imunobojenja koja je prvi put upotrebljena u ovoj studiji. Dobiveni rezultati bili su deskriptivni
ili semikvantitativni, a gubitak broja neurona posljedicno TBI-u odredivan je u Zivotinja
Zrtvovanih u vremenskim tockama razlicitim u odnosu na tocke koje su bile predmetom interesa
ovoga istraZivanja (69,352).

Iz gore opisanih rezultata evidentno je kako se smrt znacajnog broja neurona talamusa
javlja ve¢ dan nakon TBI-a, a da se broj umrlih stanica dodatno znacajno povecava do kraja
prvog tjedna. Stoga, daljnje je istraZivanje bilo usmjereno na utvrdivanje mehanizama stani¢ne

smrti koji su ukljuceni u oStecenje talamusa posljedi¢no TBI-u.

5.1.2. Programirana stani¢na smrt u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Apoptoza je morfoloSka manifestacija programirane stani¢ne smrti u kojoj se javlja
fragmentacija jezgrene DNK. U ovom radu koriStena je histoloSka TUNEL metoda u
kombinaciji s DAPI bojenjem kako bi se detektirala fragmentacija DNK u jezgrama stanica,
odnosno kvantificirale apoptoticke promjene u talamusu posljedicno TBI-u. TUNEL pozitivne
stanice detektirane su poglavito u regiji s PO, VPM i VPL jezgrama, u svih skupina Zivotinja
podvrgnutih TBI-u. Znacajan, stupnjevit porast broja TUNEL pozitivnih stanica evidentiran je
u svim istrazivanim vremenskim to¢kama nakon traume mozga. Dodatno, porast broja TUNEL
pozitivnih stanica zabiljeZen treceg 1 sedmog dana nakon ozljede bio je statisticki znaCajno veci
u odnosu na vrijednosti evidentirane prvog dana nakon traume mozga. Conti i sur. (46) u svojem
su istrazivanju detektirali znacajan porast TUNEL pozitivnih stanica tek sedmog dana nakon
indukcije LFPI-a, Sto nije u skladu s rezultatima ovog istraZivanja. Razlike u rezultatima
navedene studije 1 ovog rada mogle bi biti vezane uz koriSteni soj Stakora. Naime, u prijaSnjim
radovima opisan je znacajan utjecaj soja Stakora na teZinu ozljede i vrijeme oporavka

posljedi¢no LFPI-u, kako izmedu Sprague Dawley i Long Evans (353), tako i izmedu Sprague
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Dawley i Fisher 344 (350) sojeva Stakora. NasSi pokusi radeni su na soju Stakora Wistar
Hannover, dok su Conti i sur. (46) za svoja istrazivanja koristili Sprague Dawley soj Stakora.

Nakon dokaza razvoja apoptoze posljedi¢no TBI, naredni cilj ovog dijela istraZivanja
bio je odrediti tipove programirane stani¢ne smrti kojom umiru stanice talamusa. Naime, u
prethodnim studijama pokazano je kako nakon pocetnog vala nekroti¢ne stani¢ne smrti koji se
javlja na mjestu lezije u parijetalnom korteksu i subkortikalnom tkivu posljedicno TBI-u
(45,354), velik dio neurona, ali i drugih tipova stanica umire posredstvom aktivacije kaspaza-
ovisnih ili kaspaza-neovisnih puteva programirane stanicne smrti (46). Aktivacija kaskade
kaspaza-ovisne programirane stani¢ne smrti kulminira aktivacijom glavne izvrSne proteaze,
kaspaze-3, koja se smatra glavnom izvrSnom kaspazom u apoptozi neurona (355). Aktivirana
kaspaza-3 ukljucena je u posttraumatsku stani¢nu smrt u razli¢itim regijama mozga, kako u
klinickom (356), tako i u eksperimentalnom TBI-u (44,191,357,358). S obzirom na navedeno,
u lizatima tkiva cijelog ipsilateralnog talamusa odredivane su razine ekspresije aktivirane
kaspaze-3. Pokazano je kako se ekspresija navedenog proteina prvog, treceg i sedmog dana
nakon TBI-a nije razlikovala u odnosu na vrijednosti zabiljeZene u talamusu laZno operiranih
Zivotinja kontrolne skupine. Ovi rezultati nisu u suglasju s nalazima Keane i sur. (43) koji su
detektirali stanice pozitivne na aktiviranu kaspazu-3 s apoptotickom morfologijom u talamusu,
treCeg 1 sedmog dana nakon LFPI-a u Stakora. Razlika u dobivenim rezultatima mogla bi biti
uzrokovana eksperimentalnim procedurama buduc¢i da su Keane i1 sur. (43) koristili
imunohistokemijske metode, te nisu kvantificirali ukupne razine aktivirane kaspaze-3 u tkivu
cijelog talamusa, Sto je ucinjeno u ovom istrazivanju. S obzirom kako je pokazano da
apoptoti¢ka smrt stanica u talamusu Stakora uzrokovana traumom mozga nije posredovana
izvr§nom kaspazom-3, u daljnjoj seriji pokusa odredivana je razina ekspresije AIF-a u lizatima
tkiva cijelog ipsilateralnog talamusa te njegova moguca intracelularna translokacija.

AIF je flavoprotein koji se u svom zrelom obliku nalazi u mitohondrijskom
medumebranskom prostoru (163,359-361). U fizioloskim uvjetima, aktivnost AIF-a nuZna je
za funkcioniranje respiratornog lanca mitohondrija. Nakon aktivacije nekog od signala koji
pokrece smrt stanice, AIF prelazi iz mitohondrija u citosol, a potom u jezgru, gdje posreduje
kondenzaciju kromatina 1 fragmentaciju DNK (192,361-366). Pretpostavlja se kako
translokacija AIF-a u jezgru pokrece kaspaza-neovisnu smrt stanice, koja moZe biti potaknuta
razli¢itim stimulansima poput ekscitotoksicnosti, oksidativnog stresa, hipoksije, te ishemije

(366-369).
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U ovom istrazivanju prvi su puta analizirane razine ekspresije i unutarstani¢na
translokacija AIF-a u LFPI modelu traumatske ozljede, te su prvi put demonstrirane promjene
AlF-a u talamusu posljedi¢no TBI-u. Porast ekspresije AIF-a zabiljeZen je u tkivu ipsilateralnog
talamusa sedmog dana nakon TBI-a. Nadalje, u regijama talamusa s PO, VPM i VML jezgrama
u zivotinja kontrolne skupine, AIF imunoreaktivnost bila je detektirana u citoplazmi tek
nekoliko stanica talamusa, ali ne 1 u njihovim jezgrama. Broj stanica s AIF pozitivnom
citoplazmom i jezgrom u ovim regijama talamusa bio je znacajno povecan svih istraZivanih
dana nakon ozljede u odnosu na kontrolne vrijednosti. Najveci broj stanica istraZivane regije
talamusa s AIF obojenim jezgrama zabiljeZen je sedmog dana nakon TBI-a kada je bio
statisticki znaCajno vec¢i u odnosu na broj istih stanica u Zivotinja kontrolne skupine, ali i
ozlijedenih Stakora Zrtvovanih prvog i tre¢eg dana nakon traume mozga. Translokacija AIF-a u
jezgru prethodno je zabiljezena u neuronima korteksa, u blizini mjesta lezije, dva sata nakon
TBI, te u stanicama hipokampusa Sest sati nakon indukcije CCI u miSa (364).

Konfokalna mikroskopija koriStena je sa ciljem dodatne potvrde promjene
unutarstani¢ne lokalizacije AIF-a u stanicama talamusa posljedicno TBI-u. Analize presjeka
talamusa ozlijedenih Stakora Zrtvovanih sedmog dana nakon TBI-a pokazale su razli¢ite obrasce
AIF imunoobojenja, od kojih su neki bili povezani s promjenama u integritetu jezgri. Naime, u
stanicama s izraZenim citoplazmatskim AIF bojenjem, DAPI signal jezgri bio je difuzan, dok
je u stanicama s perinuklearnim i/ili nuklearnim AIF pozitivhim obojenjem, detektirana
kondenzacija kromatina. Ovaj nalaz u suglasju je s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala
da se AIF, nakon ulaska u jezgru veZe direktno na DNK te zajedno s drugim proteinima, kao
npr. histonom H2AX i ciklofilinom A, uzrokuje kondenzaciju kromatina i DNK fragmentaciju
(163,370,371). U ovom istraZivanju to je dodatno potvrdeno grafickom analizom profila AIF
imunoreaktivnog signala u usporedbi s DAPI signalom u pojedina¢nim stanicama. Naime,
prisutnost jezgrenog AIF signala zabiljezena je u stanicama s piknoti¢nom jezgrom, dok je u
stanicama s normalnom morfologijom jezgre detektiran dominanto citoplazmatski AIF signal.

Sumarno, navedeni rezultati pokazali su znaCajno povecanje razine ekspresije AlF-a, te
maksimalnu translokaciju AIF-a u jezgre stanica istraZivane regije talamusa ozlijedenih Stakora
sedmog dana nakon TBI-a. Dodatno, povec¢an broj stanica s AIF signalom u jezgri detektiran
je prvog i treCeg dana nakon ozljede. Medutim, Western blot metodom nije zabiljezZena
promjena u koli¢ini ukupnog AIF-a u tim vremenskim tockama nakon TBI-a. Navedene razlike
najvjerojatnije su posljedice Cinjenice kako je razina ekspresije AIF-a odredivana u lizatima

cijelog tkiva talamusa, znaci i1 cijelih stanica. Za razliku od Western metode, AIF
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imunofluorescentno obojenje omogucilo je detekciju razlika u lokalizaciji AIF-a unutar stanice,
te je stoga moguce da se ukupna razina ekspresije AIF-a u talamusu nije mijenjala prvog i treceg
dana nakon TBI kada je nuklearna AIF-a pozitivna frakcija bila povecana. Takoder, prethodno
objavljeni nalazi ukazuju kako je dostupnost AIF proteina protutijelima bolja nakon njegova
izlaska iz mitohondrija u citosol, u imunohistokemijskim metodama, nego kad se nalazi u

medumembranskom prostoru mitohondrija (364).

5.1.3. Reakcije glija stanica u talamusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Ozljede mozga uzrokuju morfoloSke promjene te aktivaciju glija stanica. Prethodno je
naglaSeno kako je reaktivna astrocitoza karakterizirana hipertrofijom stanica te povecanjem
ekspresije GFAP-a, proteina gliofibrilarnog sustava odraslih astrocita (217). Navedeni protein
sudjeluje i u regenerativnim procesima i sinaptickoj plasti¢nosti (372).

U ovom radu odredivane su razine ekspresije GFAP-a u tkivu cijelog talamusa te
morfoloski izgled astrocita u regiji talamusa koja sadrzi PO, VPM 1 VPL jezgre prvog, treceg i
sedmog dana nakon TBI-a. Rezultati kvantifikacije razina GFAP-a pokazali su znacajno
smanjenje ekspresije navedenog proteina u talamusu prvog dana nakon indukcije traume
mozga. Suprotno, tre¢eg i sedmog dana nakon ozljede zabiljeZeno je znacajno povecanje razine
ekspresije GFAP-a u odnosu na vrijednost zabiljeZenu u Zivotinja kontrolne skupine odnosno
ozlijedenih Stakora Stakora Zrtvovanih dan nakon traume mozga. Na koronalnim histoloskim
presjecima mozgova Stakora koji su bili imunofluorescentno obiljeZeni protutijelom protiv
GFAP-a, u istraZivanoj regiji talamusa laZzno ozlijedenih Zivotinja kontrolne skupine kao i
traumatiziranih Stakora Zrtvovanih prvi dan nakon TBI-a, detektirani su GFAP imunoreaktivni
astrociti koje karakterizira malo stani¢no tijelo i tanki nastavci. Intenzivnije GFAP
imunoobojenje te hipertrofi¢ni fenotip astrocita koji ukazuje na njihovu reaktivnost zabiljezeni
su u talamusu ozlijedenih Stakora tre¢i i sedmi dan nakon ozljede.

Kako bi zabiljeZene promjene GFAP imunofluorescencije bile kvantificirane, a Sto je
ucinjeno prvi put u ovoj studiji, mjeren je postotak GFAP imunoreaktivne povrSine u podrucju
PO, VPL i VML jezgara talamusa. Znacajno povecanje GFAP imunoreaktivne povrSine u
odnosu na kontrolne vrijednosti, ali i vrijednosti zabiljeZene prvog dana nakon ozljede,
pronadeno je u talamusu Stakora Zrtvovanih tre¢eg i sedmog dana nakon traume mozga.

Iz gore prikazanih rezultata evidentno je kako znaCajno povecanje razine ekspresije
GFAP-a, ali i znaCajna reaktivna astrocitoza u talamusu ozlijedenih Zivotinja korespondiraju i

biljeze se tre¢eg i sedmog dana nakon TBI-a. Dobiveni rezultati u suglasju su s rezultatom
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studije Hilla i sur. (373) koji su opisali reaktivnu astrocitozu u talamusu Stakora tre¢eg i sedmog
dana nakon LFPI-a. Za razliku od navedenog, Okimura i sur. (374) reaktivnu astrocitozu
posljedi¢no LFPI-u detektirali su u talamusu ve¢ prvi dan nakon ozljede mozga. Moguce je da
su navedene razlike u vremenskom profilu reaktivne astrocitoze izmedu studija posljedica
razli¢itih pozicija kraniotomije budu¢i da su ju Okimura i sur. (374) pozicionirali mnogo
lateralnije u odnosu na Hilla i sur. (373) te ovo istraZivanje. Naime, dokazano je da mjesto
kraniotomije ima velik utjecaj na ishode ozljede (375).

Aktivacija astrocita u talamusu posljedicno TBI-u zabiljezena je i u drugim
eksperimentalnim modelima, medutim, njena razina kao i vrijeme pojavljivanja razlikuju se u
pojedinim studijama ovisno o teZini i tipu inducirane ozlijede, koriStenoj vrsti pokusnih
Zivotinja 1 vremenu njihova Zrtvovanja (376-383). U suglasju s navedenim su i nalazi kako
odgovor astrocita varira ovisno o tezini ozljede, njenim biomehanickim osobitostima kao i
anatomskom poloZaju mjesta lezije mozga (34).

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su kako je reaktivna astrocitoza u talamusu Stakora
posljedicno TBI-u bila znacajno izraZena treeg 1 sedmog dana nakon TBI kad je razina
neurodegeneracije i gubitka neurona takoder bila statisticki znacajno ve¢a u odnosu na
vrijednosti u Zivotinja kontrolne skupine, te je vrlo vjerojatno da su promjene u mikrookolisu
uzrokovale promjene u aktivnosti astrocita. Reaktivnu astrocitozu moguce su uzrokovali
medijatori oslobodeni iz egzogenih upalnih stanica, neutrofila i makrofaga, koji su zbog
oStecenja KMB-a posljedi¢no TBI-u (374,379,380) infiltrirali tkivo mozga.

S ciljem istrazivanja odgovora stanica mikroglije na eksperimentalno uzrokovanu TBI-
em u talamusu, analizirana je ekspresija Ibal, markera ovog tipa glija stanica (384). Pronadeno
je kako se ekspresija ovog proteina u ipsilateralnom talamusu ozlijedenih Zivotinja nije
znacajno mijenjala tijekom istrazivanih dana posljedicno TBI-u. Medutim, analizom
imunofluorescentno Ibal obiljezenih histoloskih presjeka detektiran je statisticki znacajan
porast broja stanica mikroglije/makrofaga u PO, VPM i VPL regijama talamusa treceg i sedmog
dana nakon indukcije ozljede. Uz porast broja, detektirane su i morfoloSke promjene stanica
mikroglije. Naime, u kontrolne skupine Zivotinja i Zivotinja Zrtvovanih prvi dan nakon TBI-a,
Ibal pozitivne stanice imale su malo tijelo, te tanke, razgranate nastavke. Treceg, a narocito
sedmog dana nakon ozljede, u navedenim regijama talamusa bile su prisutne Ibal pozitivne
stanice povecanih stanicnih tijela, te zadebljanih nastavaka. Opisana morfoloska promjena
stanica mikroglije ukazuje na mogucu prisutnost fagocitoze u njima, a koja se javlja na

mjestima izraZene neurodegeneracije i gubitka stanica posljedicno TBI-u. Razlika u rezultatima
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dobivenim koriStenjem kvantifikacije Ibal razina ekspresije u cijelom talamusu te rezultatima
detektiranim na mjestima zabiljeZzenog oStec¢enja ukazuju na mogucnost da mikroglija nije
proliferirala ve¢ su stanice mikroglije migrirale na mjesto ostecenja u talamusu. Rezultati ovog
istrazivanja u suglasju su s rezultatima prethodnih studija u kojima je zabiljeZzena aktivacija
mikroglije u tkivu talamusa u razdobljima od 6 sati do 60 dana nakon traume mozga, a u kojima
su koriSteni razli¢iti modeli TBI-a, te razliCiti markeri za detekciju ovih stanica
(90,219,285,287,378,379,385-387).

Aktivirana mikroglija moze poticati degenerativne, ali i reparativne procese u mozgu
posljedi¢no ozljedama, te u tom smislu razlikujemo M1, proupalni i M2, protupalni tip ovih
stanica (143,219,220). Sa ciljem istrazivanja tipa mikroglije koji se eksprimira nakon TBI-a u
talamusu Stakora, ucinjena je kvalitativna analiza kolokalizacije Ibal pozitivnih stanica s
protutijelom protiv CD86, koji se smatra specificnim za M1 fenotip (220,229,388,389), te
protutijelima protiv. CD206 i Mac-2, specificnim za M2 tip mikroglije (229,237,241,
242,389,390). Za CD86 smatra se kako ima klju¢nu ulogu u modulaciji fenotipa mikroglije u
mozgu (391). CD206 je receptor za manozu koji stimulira fagocitozu (392), a Mac-2 je
modulator proliferacije stanica (393) i remijelinizacije (394,395).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su povecanje broja CD86 pozitivnih stanica u
talamusu ozlijedenih Zivotinja sedmi dan nakon TBI-a, kad je bio detektiran i gore opisan
najizraZeniji porast u broju aktivne mikroglije s fagocitnom morfologijom. Dodatno, sedmog
dana nakon ozljede, detektiran je i porast u broju CD206 pozitivnih stanica iako je njih bilo
mnogo manje u odnosu na broj CD86 pozitivnih stanica. Mac-2 imunoreaktivnost nije bila
zabiljezena u tkivu talamusa u istraZivanom vremenskom razdoblju posljedicno TBI-u.
Navedeni rezultati ukazuju kako se u ozlijedenom talamusa Stakora sedmi dan nakon traume
mozga javljaju dominantno stanice ,,klasicno* aktivirane mikroglije (M1 tip) koja sudjeluje u
imunoloskom odgovoru na nacin da otpusta uglavnom proupalne medijatore i fagocitira ostatke
oStecenih stanica (396,397), te se povezuje s osteCenjem tkiva (246,398-401). Takoder, iako u
manjem broju, istovremeno je zabiljeZena i prisutnost ,,alternativne* aktivirane mikroglije (M2
tip) za koju se smatra da poti¢e neuroplasticnost i aksonalnu regeneraciju (246,400,402—404).
Razvidno je kako stanice mikroglije mogu istovremeno razliito reagirati na promjene u
mikrookolisu, a situaciju dodatno komplicira oSte¢enje KMB-a koje pogoduje ulasku upalnih
stanica iz krvi u mozak. Naime, odgovori rezidentne mikroglije i cirkuliraju¢ih makrofaga koji
migriraju iz krvi prema mjestu ozljede se razlikuju (405,406), §to je moguce povezano s

razli¢itim podrijetlom tih stanica (237,407). Koji ¢imbenici utjeCu na polarizaciju mikroglije
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posljedi¢no TBI-u, jo$ uvijek nije poznato, te su nuzna daljnja istraZivanja koja bi razjasnila
mehanizme izrazito kompleksnih upalnih promjena u tkivu mozga posljedicno TBI-u. Prema
naSim saznanjima, ovo je prvo istrazivanje u kojem je analiziran odgovor mikroglije u talamusu
nakon LFPI-a u kontekstu M1/M2 polarizacije. Kumar i sur. (220) usporedivali su razlike u
pojavnosti M1 i M2 tipova aktivirane mikroglije u talamusu sedam dana nakon indukcije CCI-
a u mladih 1 starijih miSeva. Autori ukazuju na znacajno vecu prisutnost M1 fenotipa mikroglije
u starijih miSeva, $to povezuju sa smanjenim antioksidativnim kapacitetom stanica mozga u

starijih ozlijedenih miseva.

5.1.4. Neuroplasti¢nost u talamusa Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Povecana ekspresija odredenih proteina karakteristika je neuroplasti¢nog odgovora
posljedicno TBI-u, te se oni mogu Koristiti kao markeri u istraZivanjima sinapticke
reorganizacije i oporavka posljedi¢no ozljedi. U ovom istraZivanju koriSteni su presinapticki
markeri SYP i GAP-43.

Sinapticke vezikule klju¢ne su u neurotransmisiji na presinaptickim zavrSecima neurona
(408,409). Vezikule se stvaraju u tijelu neurona nakon ¢ega se anterogradno transportiraju
prema aksonalnim zavrSecima, a nakon egzocitoze retrogradnim transportom vracaju se prema
tijelu stanice gdje se degradiraju (410). SYP je glavni integralni transmembranski protein
sinaptickih vezikula (411-413). Nekoliko studija ukazuje na ulogu SYP-a u endo- i egzocitozi
neurotransmitora (409,414—417), te u stvaranju i recikliranju sinapti¢kih vezikula (418,419).
Vjeruje se kako SYP takoder sudjeluje i u stvaranju i stabilizaciji sinapsi (420,421). Stoga se
ovaj protein koristi kao presinapticki molekularni marker sinaptogeneze 1 sinapticke
reorganizacije u istraZivanjima razvoja i ozljeda SZS-a (408,422-424). Prema naSim
saznanjima ovo je prvi rad u kojem je istrazivana ekspresija SYP-a u talamusu Stakora
posljedi¢no TBI-u. Pronadeno je kako trauma mozga nije utjecala na razine ekspresije SYP-a u
tkivu ipsilateralnog talamusa Stakora niti u jednoj od istraZivanih vremenskih toc¢aka. Medutim,
intenzitet SYP imunoreaktivnosti u podrucju talamusa Stakora s PO, VPM i VPL jezgrama bio
je znacajno povisen tijekom cijelog prvog tjedna nakon indukcije TBI-a. Navedeni rezultat
ukazuje na mogucu preraspodjelu SYP-a u najoStecenije podrucje talamusa kako bi se u njemu
kompenzirao zna¢ajan gubitak neurona posljedi¢no TBI-u. Maksimalna SYP imunoreaktivnost
zabiljezena je tre¢i dan nakon LFPI-a, nakon Cega se smanjila, iako je i dalje bila na razini
znacajno vecoj u odnosu na kontrolne vrijednosti. Zabiljezen porast SYP imunoreaktivnosti

nakon TBI-a mogao bi biti povezan s posttraumatskim nakupljanjem tog proteina u
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presinaptickim vezikulama ili s povecanjem broja sinapsi u ozlijedenom podrucju talamusa,
budu¢i da se SYP cCesto koristi za kvantifikaciju broja aksonalnih zavrSetaka tijekom
neuroanatomskog remodeliranja. Smanjenje intenziteta SYP signala u ozlijedenom talamusu
sedmog dana nakon TBI-a moglo bi biti rezultat odvajanja odnosno nestajanja sinaptickih
zavrSetaka nakon smrti neurona, budu¢i da je to bilo vrijeme najjace izrazene neurodegeneracije
1 gubitka neurona posljedicno TBI-u. Uz navedeno, u ovom istraZivanju zabiljeZene su i
strukturalne sinapticke promjene odnosno granularno nakupljanje SYP-a u tkivu talamusa
ozlijedenih Zivotinja, za razliku od laZno operiranih Zivotinja u kojih je detektirano difuzno,
jednoli¢no SYP obojenje.

GAP-43 je unutarstani¢ni fosfoprotein vezan uz membranu Cunji¢a rasta neurona i
Ziv€anih zavrSetaka, a povezuje se s rastom neurona, stvaranjem i remodeliranjem sinapsi, te
rastom i Sirenjem aksona nakon traumatske ozljede (422). Ovaj se protein pojacano transportira
aksonima i distribuira u Cunji¢e rasta neurona tijekom razvoja i regeneracije. Stoga su razine
GAP-43 povisene tijekom rasta neurita i sinaptogeneze, a smanjene u fazama u kojima neuriti
stupaju u interakcije s okolnim strukturama, ¢ime se stvaranje sinapsi zavrSava (425,426). S
obzirom na klju¢nu ulogu GAP-43 u usmjeravanju rasta aksona i moduliranju stvaranja novih
sinapsa, ovaj se protein Kkoristi kao presinaptiCki marker aksonalne reorganizacije i
sinaptogeneze (427). PoviSene razine GAP-43 u mozgu zabiljeZene su nakon razlicitih ozljeda
SZS-a (428-430), pa tako i nakon TBI-a (32,166,431-435). Ovaj rad prva je studija u kojoj je
istrazivan vremenski obrazac ekspresije GAP-43 u talamusu tijekom prvog tjedna nakon LFPI-
a. Prvog dana nakon ozljede, zabiljezena su smanjenja navedenog proteina, kako razina
ekspresije u cijelom ipsilateralnom talamusu, tako i imunoreaktivnosti u PO, VPM i VPL regiji.
Medutim, tre¢i i sedmi dan nakon TBI-a te vrijednosti bile su pove¢ane gotovo do kontrolnih
razina. Prethodno ovoj studiji, Emery i sur. (432) ukazali su na nepromijenjenu GAP-43
imunoreaktivnost drugog dana nakon LFPI-a.

Navedeni rezultati vezani uz markere sinapti¢ke plasti¢nosti, SYP 1 GAP-43, ukazuju
na heterogenost razliitih odgovora sinapti¢ke plasti¢nosti na traumu mozga, te na ograni¢en

neuroplasti¢ni odgovor u tkivu talamusa prvog, tre¢eg i sedmog dana nakon TBI-a.
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5.2. Pokazatelji oSteCenja i oporavka u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede

mozga

5.2.1. Neurodegeneracija i gubitak stanica u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede

mozga

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su degenerativne promjene u stanicama i vlaknima,
te dodatno i djelomican gubitak stanica u malom mozgu Stakora, ipsilateralno u odnosu na
ozljedu, u prvom tjednu nakon eksperimentalnog TBI-a.

U pocetnim istrazivanjima, Fluoro-Jade B pozitivne stanice i vlakna u ozlijedenih
Zivotinja uocene su na cijelim presjecima malog mozga u podrucju vermisa za razliku od
Stakora kontrolne skupine u kojih degenerirane stanice i neuroni nisu bili detektirani. Zna¢ajno
veli broj degenerativno promijenjenih neurona te koliCine vlakana na cijelim presjecima
istrazivane strukture mozga u odnosu na kontrolne vrijednosti, ali i vrijednosti zabiljeZene u
Stakora zZrtvovanih tre¢eg dana nakon TBI-a, bile su detektirane prvog i sedmog dana nakon
ozljede.

Dalje se pristupilo analizi distribucije degenerativno promijenjenih stanica i vlakana po
pojedinim reZnji¢ima malog mozga ozlijedenih Zivotinja. Degenerativno promijenjeni neuroni
i vlakna u znacajnom broju detektirani su ve¢ prvog dana nakon traume mozga, dominantno u
IX. reznjicu. U istom reZnjicu, treceg dana po ozljedi, zabiljeZena je znaCajno veca koli€ina
Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana, a sedmog dana ponovno su uoceni znacajno veci broj
degeneriranih stanica te koli¢ina vlakana u odnosu na vrijednosti lazno operiranih Zivotinja
kontrolne skupine, ali i ozlijedenih Stakora Zrtvovanih tre¢eg dana nakon traume mozga.

Zarazliku od degeneracije neuronalnih stanica, koja je tijekom istraZivanog vremenskog
razdoblja bila zabiljeZena samo u IX. reznjicu, znaajnija koli¢ina degeneriranih vlakana
detektirana je u drugim straZznjim, ali i prednjim reznji¢ima vermisa malog mozga. Naime,
prvog dana nakon ozljede, koli¢ina Fluoro-Jade B pozitivnih vlakana bila je znacajno veca u
odnosu na kontrolne vrijednosti u ve¢ navedenom IX., ali 1 X. straZnjem, te prednjem V.
reznjicu. Tre¢eg dana nakon TBI-a znacajno povecana koli¢ina degeneriranih vlakana u odnosu
na vrijednosti detektirane u lazno ozlijedenih Zivotinja pronadena je u prednjem V. i straznjem
IX. reznjicu, a sedmog dana nakon traume ta je koli¢ina bila znacajno povecana u IIL., IV.1 V.
prednjem te IX. i X. straznjem reZnji¢u malog mozga ozlijedenih Stakora.

Spomenuti rezultati ukazuju na nazoc¢nost dviju faza ozljede malog mozga nakon TBI-

au Stakora. Prva faza ozljede zahvaca stanice i vlakna u straZznjem dijelu malog mozga i vidljiva
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je ve¢ prvog dana nakon inducirane traume. Druga faza registrira se od tre¢eg dana nadalje, kad
se pocetno biljeze tek diskretni znakovi oStecenja tkiva u ostalim dijelovima maloga mozga, a
sedmog dana dokazana su mnogobrojna degenerirajuca vlakna na Sirem podru¢ju ove moZzdane
strukture. Na osnovu dobivenih rezultata pretpostavljamo kako je prva faza posljedica primarne
ozljede, a kako se druga faza, od tre¢eg do sedmog dana, razvija kao rezultat dodatnih,
sekundarnih oSte¢enja malog mozga. Opisani nalaz u suglasju je s rezultatima studije Ordeka i
sur. (436) koji su takoder zabiljeZili prvi i drugi val oSte¢enja u malom mozgu nakon traume na
nacin da su pratili Sirenje evociranih potencijala aferentnim vlaknima, a vremenske tocke
oStecenja bile su istovjetne s nasima.

Budu¢i da je znacajna degeneracija neurona posljedicno TBI bila pronadena samo u IX.
reznjicu, istrazivali smo njenu distribuciji po slojevima kore ovog reznji¢a. U odnosu na
kontrolnu skupinu, prvog dana nakon TBI-a, znacajno veci broj degenerirajucih neurona bio je
zabiljezen u svim slojevima kore IX. reZnji¢a, dominantno u PS-u. Sedmog dana nakon traume,
taj broj bio je znacajno ve¢i u MS-u i GS-u. Takoder, broj Fluoro-Jade B pozitivnih stanica
detektiran prvog i sedmog dana nakon TBI-a u MS-u, te prvog dana u GS-u, bio je statisticki
znacajno veci i u odnosu na broj degeneriranih stanica zabiljeZen u navedenim slojevima kore
treCeg dana nakon ozljede.

Analizom razina ekspresije kalbindina, markera Purkinjeovih stanica, te NeuN-a,
markera zrnatih neurona u ipsilateralnoj polovici malog mozga Stakora posljedicno TBI-a, nisu
utvrdene znacajne razlike u ekspresiji navedenih proteina u odnosu na kontrolne vrijednosti
unutar prvog tjedna nakon indukcije TBI-a. Medutim, kvantifikacijom broja Purkinjeovih
stanica u IX. reZnji¢u malog mozga u podruc¢ju vermisa utvrden je znaCajan gubitak te vrste
neurona ve¢ prvog dana nakon ozljede, nakon kojeg se nije biljeZilo dodatno smanjenje broja
stanica u sljede¢im istraZivanim vremenskim toCkama. Potonji rezultat u skladu je s nalazom
prethodno opisane, znacajne degeneracije u PS-u, koja je bila zabiljezena prvog dana, medutim
ne i treCeg i sedmog dana nakon ozljede. Dobiveni rezultat ukazuje na pretpostavku kako su
Purkinjeove stanice vrlo osjetljive na oStec¢enje tijekom prve faze ozljede malog mozga, koja
uzrokuje njihov znacajan gubitak ve¢ prvog dana nakon kojeg se njihov broj znacajno ne
mijenja niti ssdmog dana nakon traume, Sto ukazuje na njihovu vecu otpornost prema procesima
sekundarne ozljede. Rezultat znacajno povecanog broja Fluoro Jade-B pozitivnih stanica u MS-
u i GS-u prvog, ali i sedmog dana posljedi¢no TBI ukazuje na povecanju osjetljivost neurona

ovih slojeva kore malog mozga na oStecenje tijekom primarne, ali i sekundarne ozljede.
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Mogu¢i uzrok zabiljezene otpornosti Purkinjeovih stanica na oSte¢enje u odnosu na
neurone MS-a i GS-a je u razli¢itom odgovoru ovih stanica na ekscitotoksi¢nost, jedan od
procesa sekundarne ozljede u malom mozgu posljedi¢no TBI-u (24,437,438). Naime, glutamat,
glavni ekscitatorni neurotransmiter SZS-a, obilno je zastupljen u malom mozgu na sinapsama
mahovinastih vlakana i zrnatih neurona GS-a, te sinapsama usporednih i vitiCastih vlakana s
Purkinjeovim stanicama u PS-u i MS-u na kojima je detektirana i hiperekscitabilnost tijekom
nekoliko dana nakon TBI-a (437,438), Sto neurone ovog sloja kore malog mozga cini
podloZznim procesu ekscitotoksicnosti. Medutim, povecana otpornost Purkinjeovih stanica
prema ostec¢enju posljedicno TBI-u, zabiljezena u ovom istrazivanju, moguce je posljedica
nalaza po kojem ove stanice imaju ulogu pufera za Ca®* buduéi da sadrze velike koli¢ine
kalbindina, ali i drugih proteina koji visokim afinitetom vezu Ca’* (24,439), §to ih, moguce,
¢ini rezistentnijim na ekscitotoksi¢nost (437,438,440,441). Takoder, dokazano je da su zrele
Purkinjeove stanice izrazito otporne i na aksotomiju u TBT-u, bilo da je u¢injena blizu tijela tih
neurona ili distalnije (442—444), Sto je u skladu s rezultatima ovog istraZivanja, buduc¢i da
sedmog dana nakon TBI-a nije zabiljeZen dodatni gubitak Purkinjeovih stanica usprkos
izrazenoj degeneraciji vlakana bijele tvari, a koja upucuje na moguce ostecenje aksona.

Kako je ve¢ prethodno navedeno, u GS-u je zabiljeZena degeneracija zrnatih neurona
prvog i sedmog dana nakon TBI-a, Sto je u suglasnosti s rezultatima Ai 1 sur. (439), koji su
zabiljezili strukturalne promjene koje ukazuju na oSte€enje navedene vrste neurona u modelu
direktne traume malog mozga.

Dosad objavljeni rezultati istrazivanja oSte¢enja malog mozga nakon traume mozga
dobiveni su koriStenjem TBI modela razli¢itih od LFPI metode upotrijebljene u ovoj studiji.
Tako je npr. znacajan gubitak Purkinjeovih stanica u modelima blagog ili difuznog TBI-a
zabiljezen tek sedmog dana po ozljedi (445,446), a u modelu direktne traume malog mozga
prvog dana nakon indukcije traume mozga (439). Uzimajuci u obzir nalaze navedenih studija,
mogu¢ je zakljucak da rezultati prezentirani u ovom radu potvrduju mjesovitu prirodu ozljede
mozga prisutne u LFPI modelu traume mozga.

Fluoro-Jade B pozitivna vlakna zabiljeZena su u MS-u kore malog mozga te u bijeloj
tvari. U MS-u, prvog dana nakon ozljede, degenerativno promijenjena vlakna uglavnom su
prisutna na mjestima na kojima su u PS-u zabiljezene Fluoro-Jade B pozitivne stanice, Sto
ukazuje na moguce degenerativne promjene dendrita Purkinjeovih stanica. Dodatno, znatna
koli¢ina degenerativno promijenjenih vlakana u MS-u zabiljeZena je u straznjem, IX. reznjicu

malog mozga tre¢eg i sedmog dana nakon ozljede, u vremenskim tockama u kojima nije
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detektiran daljnji gubitak Purkinjeovih stanica. Navedeni nalaz upucuje da se u tim vremenskim
toCkama moguce radi i o degeneraciji paralelnih vlakana (aksona zrnatih neurona) ili viticastih
vlakana (aferentnih projekcija iz neurona sklopa donje olive). Naime, sedmog dana nakon
ozljede, u IX. reznjicu, zabiljezena je znacajna degeneracija stanica u GS-u, dijelu kore malog
mozga u kojem su smjeSteni zrnati neuroni, a u istoj vremenskoj tocki su opazena
degenerirajuca vlakna u MS-u, koja bi mogla biti upravo aksoni ove vrste stanica. Dodatno,
kako je zabiljeZena degeneracija vlakana u TBT-u, moguce je i da su Fluoro Jade-B pozitivna
vlakna MS-a u naravi degenerirajuca viticasta vlakna neurona sklopa donje olive. Naime,
sedmog dana nakon TBI-a, u MS-u prednjih reznji¢a bila su detektirana degenerativno
promijenjena vlakna, a nisu zabiljezene Fluoro Jade-B pozitivne stanice niti u jednom sloju
kore malog mozga.

Neurodegeneracija u malom mozgu posljedi¢cno LFPI-u detektirana pomoc¢u Fluoro-
Jade B metode prethodno je opisana u radovima Satoa i sur. (69) te Hallama i sur. (347). Sato i
sur. (69) detektirali su Fluoro-Jade B pozitivna vlakna u MS-u kore malog mozga Stakora prvog
dana, te Fluoro-Jade B pozitivne Purkinjeove stanice od treceg do 21. dana nakon ozljede, u
podrucju vermisa malog mozga ozlijedenih Zivotinja. Za razliku od naSeg rada, autori opazene
neurodegenerativne promjene u malom mozgu posljedi¢no TBI-u nisu kvantificirali. Rezultati
Satoa i sur. (69) djelomi¢no se podudaraju s rezultatima ovog doktorskog rada, a razlike su
vjerojatno uzrokovane razli¢itim mjestom kraniotomije prilikom izvodenja LFPI-a. Dodatno,
Sato i sur. (69) svoje su analize radili na popre¢nim presjecima, a nas je rad u¢injen na uzduznim
presjecima malog mozga eksperimentalnih Zivotinja. Hallam i sur. opisali su Fluoro-Jade B
pozitivne stanice i vlakna prvog, drugog i sedmog dana nakon LFPI-a, na sagitalnim presjecima,
medutim, nisu precizirali podru¢je malog mozga u kojem su rezovi bili napravljeni (347).

Degenerirana vlakna u TBT-u malog mozga ozlijedenih Zivotinja zabiljeZena su prvog
i treCeg dana nakon ozljede u straznjem IX. i prednjem V. reznji¢u. NajizraZenija degeneracija
vlakana u TBT-u detektirana je sedmog dana nakon TBI-a, u navedenim, ali i u III 1 IV.
prednjem, te X. straZnjem reZnjicu vermisa malog mozga. Ovaj rezultat upucuje na Siroko
rasprostranjeno oStecenje vlakana u TBT-u vermisa malog mozga sedmog dana nakon TBI u
Stakora.

Ostecenje bijele tvari malog mozga nakon traumatske ozljede zabiljeZeno je prethodno
u istrazivanjima u kojima je koriSten LFPI model (76,447), ali 1 drugi modeli eksperimentalnog
TBI-a (439,448—450), no u navedenim su studijama koriStene razliCite metode vizualizacije

oStecenja bijele tvari.
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U naSem radu, degeneracija vlakana zabiljeZena Fluoro-Jade B bojenjem podudara se s
rezultatima dobivenim imunofluorescentnim obiljeZavanjem AIF-a, koji su ukazali na pojacan
signal ovog proteina u TBT-u Zivotinja Zrtvovanih tre¢eg ili sedmog dana nakon TBI-a, u kojem
se nije poklapao s jezgrama stanica. Takoder, na mnogim su mjestima AIF imunoreaktivne
strukture nalikovale na tzv. aksonalne kvrzice. Prema naSim saznanjima u ovom radu po prvi
je put zabiljeZena pojacana AIF imunoreaktivnost u bijeloj tvari malog mozga posljedi¢no
eksperimentalnom TBI-u.

Kako je ve¢ navedeno u ovom radu, AIF se u fizioloSkim uvjetima nalazi unutar
membranskog dvosloja mitohondrija te ima ulogu u procesima oksidativne fosforilacije
(184,451). U patoloskim uvjetima AIF izlazi iz mitohondrija u citoplazmu, a potom ulazi u
jezgru te inducira kaspaza-neovisnu apoptozu (185). Porast koli¢ine ovog proteina u citoplazmi
moze ukazivati ne samo na njegovu translokaciju prema jezgri ve¢ i na oste¢enje mitohondrija.
U ovom istraZivanju, AIF pozitivna vlakna detektirana su u bijeloj tvari malog mozga Stakora
treceg 1 sedmog dana nakon TBI-a. Budu¢i da su aksoni bogati mitohondrijima, povecanje AIF
imunoreaktivnosti, uo¢eno u ovom istrazivanju, ukazuje na njthovo moguce ostecenje od treceg
do najmanje sedmog dana nakon traume mozga, a koje nastaje kao posljedica sekundarnih
patofizioloskih procesa.

Naime, u TBI oSte¢enje aksona moZe biti posljedica primarne ozljede (tzv. primarna
aksotomija) ili moZe biti nastati kao rezultat sekundarnih patofizioloSkih procesa (sekundarna
aksotomija) (90). Primarna aksotomija obi¢no se javlja pri teZzem TBI-u, a rezultat je
mehanickog kidanja aksona, $to rezultira morfoloSkom pojavom ,,aksonalnih kvrzica* u TBT-
u (118). Sekundarni procesi aksonalnog oSte¢enja mogu biti posljedica membranskih
poremecaja pracenih s poveéanim ulaskom Ca*, a §to se smatra glavnim dogadajem u kaskadi
brojnih patofizioloskih procesa uklju¢enih u sekundarnu ozljedu aksona (452). Naime,
mitohondriji su organele izrazito osjetljive na porast unutarstanié¢ne koncentracije Ca*, §to
moze rezultirati otpuStanjem mitohondrijskih komponenti poput npr. citokroma C i AIF-a (41).
Buki i sur. (41) detektirali su porast razine citokroma C te oSte¢enje mitohondrija ve¢ unutar 15
minuta nakon indukcije ozljede u difuznom modelu TBI-a, a u ovoj studiji pokazana je
povecana imunoreaktivnost AIF-a u TBT-u malog mozga Stakora u LFPI modelu traume

mozga.
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5.2.2. Programirana stani¢na smrt u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Apoptoticke promjene analizirane su samo u straznjem IX. reznjicu malog mozga,
budu¢i da su u njemu zabiljeZeni znacajnija degeneracija neurona i gubitak Purkinjeovih
stanica. TUNEL pozitivne stanice nisu detektirane u istraZivanom reznji¢u malog mozga
Zivotinja kontrolne skupine. Suprotno, znacajno veci broj TUNEL pozitivnih stanica, u odnosu
na kontrolne vrijednosti, pronaden je u IX. reZnji¢u malog mozga Stakora Zrtvovanih prvog ili
sedmog dana nakon TBI-a. Dodatno, broj apoptotickih stanica u istrazivanom reznjicu
detektiran prvog dana nakon traume mozga bio je znacajno vec¢i u odnosu na broj istih stanica
zabiljezen treceg i sedmog dana nakon TBI-a. Nadalje, prvog dana nakon ozljede, apoptoza je
detektirana u svim slojevima kore malog mozga Stakora. Sedmog dana po traumi mozga
TUNEL pozitivne stanice zamijecene samo u GS-u. Navedeni rezultat, kao 1 nalaz znaCajne
neurodegeneracije u GS-u prvog i sedmog dana nakon TBI-a, ukazuju kako je programirana
staniCna smrt znacajna za gubitak stanica u navedenom sloju kore malog mozga. Nadalje,
znacajna neurodegeneracija u PS-u, kao 1 gubitak Purkinjeovih stanica zabiljeZeni su prvog
dana nakon traume mozga u Stakora, u istoj vremenskoj tocki u kojoj su detektirane i znacajne
apoptoticke promjene u tom sloju kore malog mozga. Takoder, pronadene su i pojedinacne
apoptoticke stanice PS-a koje nisu kalbindin pozitivne, odnosno nisu Purkinjeove stanice.

TUNEL pozitivne stanice zabiljeZene su u malom mozgu i u prethodnim istraZivanjima
u kojima je koriSten LFPI model TBI-a (69,453), medutim u ovoj je studiji po prvi put, u
navedenom modelu, uéinjena kvantifikacija TUNEL pozitivnih stanica u ovoj strukturi SZS-a.

Kako bi se utvrdilo kojim je mehanizmom posredovana detektirana programirana
stanicna smrt u IX. reZnjicu malog mozga, istraZivanje je usmjereno na analize ekspresije
aktivirane kaspaze-3 1 AIF-a. Rezultati analiza uloge kaspaze-3 u mehanizmima programirane
stani¢ne smrti u malom mozgu Stakora posljedi¢no TBI-u, ukazali su kako detektirane promjene
nisu posredovane izvrSnom kaspazom-3, odnosno kaspaza-ovisnim putem. Navedeni rezultati
u suglasju su s nalazom Parka i sur. (453) koji takoder nisu zabiljezili prisutnost aktivirane
kaspaze-3 u Purkinjeovim stanicama malog mozga nakon LFPI-a.

Analiza razina ekspresije AlIF-a u ipsilateralnoj polovici malog mozga ozlijedenih
Stakora ukazala je na znaCajne promjene navedenog Cimbenika povezanog s aktivacijom
kaspaza-neovisnog puta programirane stani¢ne smrti. Naime, tre¢eg dana nakon TBI-a
zabiljeZeno je znaCajno smanjenje razine ekspresije navedenog proteina u istraZivanoj
moZdanoj strukturi. Analizom presjeka malog mozga Stakora u podru¢ju vermisa,
imunofluorescentno obiljezenih AIF-om i obojenih DAPI-em, istrazivani protein nije detektiran
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u kori malog mozga niti u jedne od Zivotinja pojedinih eksperimentalnih skupina. Ovaj rezultat
ukazuje kako TBI u kori malog mozga Stakora nije uzrokovao translokaciju AlF-a iz
mitohondrija u citoplazmu ili jezgru stanica. Sumarno, u kori istraZivane mozdane strukture
Stakora detektirana je prisutnost programirane stani¢ne smrti, koja je najizraZenija prvog dana
nakon indukcije LFPI-a, medutim nije posredovana niti kaspaza-ovisnim putem niti AIF-om.
Stoga su potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se utvrdilo kojim mehanizmom programirane
stani¢ne smrti umiru stanice kore malog mozga posljedicno TBI-u.

Suprotno navedenom, a kako je opisano u poglavlju 5.2.1., izrazita AIF
imunoreaktivnost zabiljeZena je u bijeloj tvari malog mozga Stakora zZrtvovanih tre¢eg i sedmog
dana nakon TBI-a. Prema nasim saznanjima, ovo je prva studija u kojoj su istraZivane promjene

ekspresije AIF-a u malom mozgu Stakora posljedi¢no eksperimentalnom TBI-u.

5.2.3. Reakcije glija stanica u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na znacajan utjecaj eksperimentalnog TBI-a na
astrocite u malom mozgu u Stakora. Naime, kvantifikacija razina ekspresije GFAP-a u
ipsilateralnoj polovici malog mozga Stakora pokazala je znacajno smanjenje razina tog
gliofibrilarnog proteina u svim istrazivanim vremenskim tockama nakon TBI-a. Navedeni nalaz
moze biti rezultat smanjenja ekspresije istraZivanog proteina ili smanjenja broja astrocita, te
ukazuje na moguce oSte¢enje ove vrste stanica malog mozga posredovano traumom. Prema
naSim saznanjima, ovo je prva studija u kojoj su mjerene razine ekspresije GFAP-a u malom
mozgu nakon LFPI-a u Stakora. Suprotno nasim rezultatima, Rubenstein i sur. (454) zabiljeZili
su znaCajan porast razine GFAP-a sedmog dana nakon indukcije ozljede, dok prvog i treceg
dana nisu uocili znaCajne razlike u ekspresiji ovog proteina u odnosu na vrijednosti zabiljezene
u Zivotinja kontrolne skupine u modelu ozljede mozga bez kraniotomije (engl. closed head
injury) u miSa. Nepodudarnosti rezultata u navedenoj 1 naSoj studiji moguce je posljedica
koriStenja razli¢itth metoda eksperimentalnog TBI-a u razliCitih vrsta eksperimentalnih
Zivotinja.

Za razliku od gore navedenih rezultata kvantifikacije GFAP-a u ipsilateralnoj polovici
malog mozga Stakora Western blot metodom, analiza sagitalnih presjeka malog mozga Stakora
u podrucju vermisa dvostruko imunofluorescentno obiljezenih protutijelima protiv GFAP-a i
kalbindina, ukazala je na prisutnost reaktivne astrocitoze u MS-u, na mjestima na kojima je
zabiljezeno oSteCenje i gubitak Purkinjeovih stanica, ali tek sedmog dana nakon indukcije

ozljede. Razlika izmedu rezultata Western blot analiza i detektiranog imunofluorescentnog
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obojenja GFAP-a ukazuje na moguce oStecenje astrocita u cijeloj ipsilateralnoj polovici malog
mozga u prvom tjednu nakon TBI-a, ali takoder i na odgodenu aktivaciju stanica Bergmanove
glije na mjestima oStecenja 1 gubitka Purkinjeovih neurona.

Povecanje GFAP imunoreaktivnosti na mjestu gubitka Purkinjeovih stanica prethodno
je zabiljezeno 14. dana nakon indukcije LFPI-a (453). Rezultati nase studije i navedenog
istrazivanja Parka 1 sur. (453) ukazuju na subakutnu reaktivnu astrocitozu u kori malog mozga
Stakora nakon TBI-a, koja po€inje treeg dana, a traje najmanje do 14. dana po ozljedi.

Reaktivna astrocitoza, karakterizirana povecanim razinama ekspresije fibrilarnih
proteina, naro¢ito GFAP-a, kao posljedica ozljede SZS-a, zabiljezena je veé u ranijim
istraZzivanjima, a njena razina varira ovisno o karakteristikama ozljede (435,455-457). Tako je
npr. ekspresija GFAP-a veca u podruc¢jima jaceg oStecenja tkiva koja se nalaze u blizini mjesta
ozljede (201). Medutim, rijetka su istrazivanja odgovora astrocita u regijama udaljenima od
primarnog mjesta ozljede, kao Sto je mali mozak. Seo i sur. (458) zabiljezili su znacajnu gliozu
u MS-u i GS-u VIIL 1 IX. reZnji¢a kore malog mozga 12. dana nakon indukcije ozljede u CCI
modelu TBI-a u Stakora. Nadalje, Fukuda i sur. (459) detektirali su povecanu ekspresiju hem
oksidaze-1, jednog od proteina iz obitelji proteina toplinskog Soka, u astrocitima i mikrogliji
malog mozga unutar tri dana nakon indukcije LFP ozljede u Stakora.

Astrociti imaju kljuénu ulogu u smanjenju izvanstani¢nog glutamata u podrucju sinapsi
te Stite neurone od mogucih ekscitotoksi¢nih ucinaka ovog neurotransmitera (285,460).
Medutim, poveéana koncentracija unutarstaniénog glutamata i posljedi¢na akumulacija Ca**
mogu rezultirati degeneracijom glijofibrila i oSte¢enjem astrocita (461). Budu¢i da je
ekscitotoksi¢nost zabiljeZena u malom mozgu posljedicno TBI-u (437,438), moguce je da je
upravo taj posttraumatski patofizioloSki mehanizam odgovoran za smanjenje ekspresije GFAP-
a zabiljeZeno u ipsilateralnom malom mozgu u ovoj studiji. Obzirom da je u najoStecenijem
dijelu kore malog mozga, tj. u IX. reZnji¢u na presjecima vermisa, sedmog dana nakon TBI-a
ipak zabiljezena reaktivna astrocitoza, razlog ove lokalne reakcije tkiva moguce je rezultat
pojacane prisutnosti upalnih medijatora koji se oslobadaju na mjestima degeneracije i gubitka
Purkinjeovih stanica.

Zakljucno, rezultati istraZzivanja odgovora astrocita u malom mozgu posljedicno TBI-u
ukazuju na njihovo oStecenje u prvih tjedan dana nakon eksperimentalne TBI, ali i aktivaciju
na mjestima na kojima su zabiljeZeni degenerativni procesi 1 gubitak Purkinjeovih stanica

sedmog dana nakon ozljede.
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Prema nasim saznanjima, ovo je prvo istraZivanje u kojem su mjerene razine ekspresije
Ibal u malom mozgu posljedi¢no eksperimentalnom TBI-u, te pronadeno smanjenje u razinama
navedenog proteina treceg i1 sedmog dana nakon LFPI-a. Navedeni rezultat ukazuje na
potencijalno smanjenje broja stanice mikroglije u tkivu malog mozga radi njihova oStecenja ili
migracije u druge mozdane regije posljedicno TBI-u. Kako bi se detaljnije istrazio odgovor
mikroglije u vermisu malog mozga, na mjestima zabiljeZenog oStec¢enja i gubitka Purkinjeovih
stanica, presjeci malih mozgova Stakora imunofluorescentno su obiljeZeni protutijelom protiv
Ibal u kombinaciji s protutijelom protiv kalbindina. Prvog dana nakon ozljede nije zabiljezen
odgovor stanica mikroglije na ozljedu. Medutim, treceg, a poglavito sedmog dana nakon traume
mozga u Stakora detektiran je veci broj stanica mikroglije na mjestima oSte¢enja i gubitka
Purkinjeovih stanica u odnosu na kontrolne vrijednosti. Takoder, detektirane su gotovo sve
poznate morfoloSke manifestacije mikroglije pa je moguce pretpostaviti kako su ove stanice
sudjelovale u procesima popravka ostecenog tkiva (Cesljasta mikroglija) (462), ali i u upalnim
procesima (ameboidna mikroglija) (463).

Rezultati ove studije u skladu su s nalazima prethodnih istraZivanja u kojima je takoder
detektirana mikroglioza na mjestima na kojima su zabiljezena oSte¢enja tkiva malog mozga, u
istom vremenskom razdoblju nakon TBI, a u kojima su koriSteni model blage LFP ozljede
(445), difuzni model FPI (446) te CCI model (385) eksperimentalne traume mozga.

Za razliku od aktivirane mikroglije u talamusu, u malom mozgu traumatski ozlijedenih
Stakora nije zabiljeZena ekspresija niti jednog od istraZivanih markera M1/M2 fenotipova
mikroglije, unato¢ izrazitom porastu broja i reaktivnim morfoloSkim promjenama mikroglije
na mjestima oStecenja. Navedeni markeri, odnosno M1/M2 polarizacija aktivirane mikroglije,
nisu prethodno istraZzivani u eksperimentalnom TBI-u. Pretpostavljamo kako rezidentna
mikroglija prilikom aktivacije ne izrazava istraZzivane markere, a kako egzogene stanice
mikroglije, koje migriraju u mozdano tkivo nakon oSte¢enja KMB-a, nisu prisutne u ovoj regiji
mozga u istrazivanim vremenskim tockama nakon traume mozga. Naime, istrazivanja M1/M2
polarizacije uglavnom su radena in vitro, na kulturama monocita i makrofaga podrijetlom iz
kostane srZi, koji predstavljaju upalne stanice koje dolaze u tkivo mozga samo ako su prisutni
poremecaji KMB-a, a rezidentne mikroglije/makrofazi mozga razli¢ito su embrioloskog
podrijetla (397,464,465), pa je stoga moguce da postoje i razlike u ekspresiji receptora prilikom
njihove aktivacije (390).

Zaklju¢no, u malom mozgu zabiljeZena je smanjena razina ekspresija GFAP-a 1 Ibal,

proteina koji se uobicajeno koriste kao markeri astrocita i mikroglije, unutar prvog tjedna nakon
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TBI-a u Stakora, Sto ukazuje na moguce oSte¢enje navedenih stanica ili, u slu¢aju mikroglije,
na migraciju u druge regije mozga. Stoga su nuzna daljnja istraZivanja kako bi se izucio tocan
uzrok navedenih promjena ekspresije istraZivanih markera, GFAP-a 1 Ibal, nakon TBI-a.
Izrazita astrocitoza i mikroglioza zabiljezene su u dijelovima malog mozga u kojima su
detektirani oStecenje i gubitak neurona, sedmog dana nakon TBI-a u Stakora. Ovi rezultati
ukazuju na vrlo razli¢it odgovor glija stanica na traumu mozga, a koji ovisi, medu ostalim
¢imbenicima, i 0 mjestu lezije, buduci da je porast u GFAP i Ibal imunoreaktivnosti zabiljezen

uglavnom u IX. reZnjic¢u, koji se nalazi u blizini primarnog inzulta.

5.2.4. Neuroplasti¢nost u malom mozgu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Kvantifikacija razina ekspresije SYP-a u tkivu ipsilateralne polovice malog mozga
Stakora nije ukazala na znacajne promjene u izraZaju ovog sinaptickog markera unutar prvog
tjedna nakon indukcije traume mozga u Stakora. Medutim, zabiljeZene su kvalitativne promjene
SYP imunoreaktivnosti u kori IX. reZnji¢a malog mozga Stakora u podru¢ju vermisa. Naime,
sli¢no kao i u talamusu, u kori IX. reznji¢a malog mozga lazno operiranih Zivotinja SYP signal
bio je difuzno rasporeden, a u ozlijedenih Zivotinja detektirana je prisutnost brojnih zrnatih
nakupina SYP-a u svim istraZivanim vremenskim tockama nakon TBI-a. Nakupine SYP-a
zabiljezene su u GS-u, PS-u 1 MS-u, a signal je bio najintenzivniji na mjestima gubitka
Purkinjeovih stanica te u blizini stanica piknoti¢ne morfologije. Ovi rezultati ukazuju kako se
ve¢ prvog dana nakon eksperimentalnog TBI-a u kori malog mozga javljaju sinapticke
promjene koje su moguce povezane s nakupljanjem SYP-a u presinapti¢kim vezikulama ili se
moguce radi o procesima sinapticke reorganizacije. Prema naSim saznanjima, sinapticke
promjene pomocu obiljezavanja SYP-a u malom mozgu nakon eksperimentalne traumatske
ozljede dosad nisu proucavane.

U ovom su radu, takoder, prvi put analizirane kvantitativne i kvalitativne promjene
presinaptickog markera GAP-43 u tkivu malog mozga tijekom prvog tjedna nakon
eksperimentalnog TBI-a. Rezultati ukazuju na znac¢ajno smanjenje razina ekspresije GAP-43 u
tkivu ipsilateralnog malog mozga treeg i sedmog dana nakon ozljede. Analize GAP-43
imunoreaktivnosti u IX. reZnjicu, na presjecima malog mozga u podrucju vermisa, ukazale su i
na znacajne strukturalne promjene u malom mozgu nakon traumatske ozljede. Naime, zrnate
nakupine GAP-43 zabiljezene su u svim slojevima kore IX. reZnji¢a malog mozga u ozlijedenih
Zivotinja Zrtvovanih u svim istrazivanim vremenskim tockama. Lokalizacija opaZenih nakupina

GAP-43 podudarala se s mjestima nakupljanja najizraZzenije SYP imunoreaktivnosti, a one su
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bile izraZzene oko stanica s piknoti¢nim jezgrama. Sedmog dana nakon TBI-a, izrazena GAP-
43 imunoreaktivnost uocena je i oko tijela Purkinjeovih stanica morfoloski promijenjenih na
nacin koji ukazuje na njihovo oStecenje.

Budu¢i da su povisene razine GAP-43 zabiljeZene tijekom procesa aksonalnog rasta i
sinaptogeneze (422,425-427), gore navedeni nalaz ukazuje na prisutnost procesa sinapticke
reorganizacije u kori IX. reznji¢a malog mozga poglavito sedmog dana nakon eksperimentalnog
TBI-a. Razlika u rezultatima koji su dobiveni kvantifikacijom razina ekspresije GAP-43 i
kvalitativnom analizom imunoreaktivnosti istog proteina u IX. reznji¢u kore malog mozga u
podrucju vermisa, vjerojatno je povezana s ¢injenicom da je kvantifikacija ukupnog sadrzaja
ovog proteina ucinjena u cijeloj ipsilateralnoj polovici malog mozga, a kvalitativne analize
samo u ograni¢enom podrucju u kojem je zabiljeZeno oStecenje i gubitak neurona. Moguce je,
takoder, da smanjenje razine GAP-43 ukazuje na oStecenje sinapsi u ipsilateralnoj polovici
malog mozga u navedenim vremenskim to¢kama nakon TBI-a, ali i da je povecanje razine
istraZivanog proteina na mjestima najizraZzenijeg oSteCenja neurona posljedica njegove
redistribucije unutar malog mozga.

Sumarno, navedeni rezultati, vezani uz neuroplasticnost u malom mozgu Stakora unutar
prvih tjedan dana nakon TBI-a, ukazuju na izrazite sinapticke promjene, detektirane
sinaptickim markerima SYP i GAP-43, a koje su ograni¢ene na mjesta najznacajnijeg oStecenja
1 gubitka neurona posljedicno LFPI-u, odnosno na podru¢je kore IX. reZnji¢a malog mozga u

podrucju vermisa.

5.3. Pokazatelji oStecenja i oporavka u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon

traumatske ozljede mozga

5.3.1. Neurodegeneracija i gubitak stanica u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon

traumatske ozljede mozga

U rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nalazi se nekoliko struktura poput frontalnog
korteksa, SVZ-a, RMP-a, korpus kalozuma, anteriorne komisure, lateralne septalne jezge,
strijatuma i OB-a. U naSem istrazivanju neurodegenerativne promjene nisu detektirane niti u
jednoj od navedenih moZdanih struktura, ipsilateralno i kontralateralno u odnosu na mjesto
ozljede tijekom prvog tjedna nakon TBI-a. Dobiveni rezultati nisu u suglasju s rezultatima
Hallama i sur. (347), koji su zabiljezili umjerene neurodegenerativne promjene u rostralnom

podrucju velikog mozga, a koje se jednim dijelom preklapa s moZdanom regijom koja je
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analizirana u ovom istrazivanju. Razlike izmedu nase i navedene studije mogle bi biti vezane
uz ¢injenicu kako su Hallam i sur. (347) u pokusima koristili Sprague-Dawley Stakore, a
rezultati prethodnih istraZivanja pokazali su kako teZina ozljede i vrijeme oporavka posljedi¢no
LFPI-u variraju ovisno o vrsti i soju pokusnih Zivotinja (350,353).

Prema nasim saznanjima, ovo je prvo istrazZivanje u kojem je proucavan utjecaj LFPI-a
na broj neurona u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora posljedi¢cno LFPI-u. Rezultati
analiza NeuN imunoreaktivnosti i broja NeuN pozitivnih neurona u podrucju frontalnog
korteksa nisu ukazali na gubitak neurona nakon TBI-a niti u jedne eksperimentalne skupine
zivotinja. Prethodno su Sajja i sur. (466) opisali povecan broj degeneriranih neurona, ali i
znacajno smanjenje broja NeuN pozitivnih stanica u frontalnom korteksu dva mjeseca nakon

eksplozijom uzrokovanog TBI-a.

5.3.2. Reakcija glija stanica u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon traumatske

ozljede mozga

U ovom radu, na sagitalnim presjecima rostralnog dijela velikog mozga Stakora
ozlijedenih Zivotinja, najjace izrazene promjene GFAP i Ibal imunoreaktivnosti u odnosu na
nalaze u Zivotinja kontrolne skupine bile su zabiljezene u frontalnom korteksu te smo stoga
aktivnost astrocita i stanica mikroglije dalje analizirali u upravo navedenoj mozdanoj strukturi.

Prvog i tre¢eg dana nakon ozljede nije bilo promjena u broju i morfologiji astrocita u
frontalnom korteksu Stakora s TBI-em. Medutim, postotak GFAP pozitivne imunoreaktivne
povrsine, koji ukazuje na reaktivnost 1 hipertrofiju astrocita, a moguce i1 njihovu proliferaciju,
sedmog dana nakon ozljede bio je znacajno veci u odnosu na vrijednosti zabiljeZene u Zivotinja
ostalih eksperimentalnih skupina.

Broj Ibal pozitivnih stanica u frontalnom korteksu, bio je znacajno povecan u Stakora
zrtvovanih sedmog dana nakon indukcije LFPI-a u odnosu na laZzno operirane Zivotinje
kontrolne skupine i1 Stakore Zrtvovane prvog ili tre¢ceg dana nakon ozljede, a istog je dana
uoceno i povecanje njihove razgranatosti. Medutim, nije detektirana prisutnost stanica
mikroglije ameboidne i fagocitne morfologije, Sto je moguce posljedica Cinjenice kako u
podrucju frontalnom korteksu nije zabiljeZena niti neurodegeneneracija niti znacajan gubitak
neurona posljedi¢no TBI-u. Naime, nalaz navedenih morfoloskih oblika mikroglije/makrofaga
ukazuje na prisutnost procesa uklanjanja ostataka umrlih stanica (463), a koje u ovoj mozdanoj
regiji nisu detektirane nakon TBI-a. Takoder, u frontalnom korteksu ozlijedenih Zivotinja nije

potvrdena niti mikroglija koja bi bila pozitivna na CD86, CD206 ili Mac-2. Pretpostavljamo
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kako lokalna mikroglija u podrucju frontalnog korteksa traumatiziranih Stakora ne eksprimira
markere M1 1 M2 fenotipova, a egzogene upalne stanice, koje bi ih mozda eksprimirale, u ovoj
mozdanoj strukturi te istrazivanim vremenskim tockama nakon TBI-a nisu prisutne. S ciljem
potvrde navedene pretpostavke potrebno je uciniti daljnja istraZivanja usmjerena na
proucavanje propusnosti KMB-a i upalnih procesa u ovom podru¢ju mozga posljedi¢no TBI-u.

Prema naSim saznanjima, u ovom radu prvi put je analiziran odgovor astrocita i stanica
mikroglije na LFPI u frontalnom korteksu Stakora. Promjene u razinama GFAP-a zabiljeZene
su u drugim modelima TBI-a, koji se u mnogim karakteristikama razlikuju od modela
koriStenog u ovom istrazivanju. Tako su npr., koriste¢i model eksplozijom uzrokovanog TBI-
a, Kwon 1 sur. (467) detektirali pove¢anu GFAP i Ibal imunoreaktivnost te povecan broj
TUNEL pozitivnih stanica u frontalnom korteksu dva mjeseca nakon ozljede. Takoder, Sajja i
sur. (466) su u navedenoj strukturi, u istom modelu TBI-a opisali reaktivnu astrocitozu i
mikrogliozu tijekom tri mjeseca nakon indukcije ozljede.

Razlicite razine ekspresije GFAP-a i Ibal u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora
pronadene su i u modelu (engl. frontal cortex contusion injury) u kojem je inducirana direktna
trauma navedenog dijela mozga. Radi se o modelu koji uzrokuje ZariSnu ozljedu u navedenom
dijelu mozga, koja se izrazito razlikuje od difuznog tipa ozljede koji karakterizira LFPI model

(468-477).

5.3.3. Neuroplasti¢nost i neurogeneza u rostralnom dijelu velikog mozga Stakora nakon

traumatske ozljede mozga

U ovom radu, analize SYP i GAP-43 imunoreaktivnosti nisu pokazale postojanje
sinaptickih promjena u frontalnom korteksu Stakora u prvih tjedan dana nakon traume mozga.
Prema naSim saznanjima ovo je prvo istrazivanje u kojem je pracen sinapticki odgovor u
istrazivanoj strukturi rostralnog dijela velikog mozga Stakora posljedicno eksperimentalnom
TBI-u.

Budu¢i da se u navedenom dijelu mozga nalazi SVZ lateralnih ventrikula (285,286,478—
480), daljnje istraZivanje bilo je usmjereno na detektiranje promjena neuroblasta nakon TBI
koriStenjem DCX-a, markera navedenog tipa stanica. Ovo je prvo istraZivanje u kojem je pracen
vremenski 1 regionalni profil neuroblasta u mozgu Stakora posljedi¢no LFPI-u. lako zapazanja
nisu kvantificirana, analizom imunofluorescentno obiljezenih sagitalnih presjeka istraZivanog
dijela velikog mozga uoceno je smanjenje broja DCX pozitivnih stanica u SVZ-u i RMP-u, u

istrazivanim vremenskim to¢kama nakon LFPI-a. Takoder, DCX pozitivne stanice detektirane
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su u manjem broju treceg, te u ve¢em broju sedmog dana u frontalnom korteksu velikog mozga,
dok ih u istoj regiji mozga laZzno operiranih Zivotinja i Stakora Zrtvovanih prvog dana nakon
ozljede nije bilo. Ovi rezultati ukazuju kako LFPI uzrokuje oSteCenje neuroblasta na mjestima
gdje su uobicajeno prisutni u zdravom mozgu Stakora, ali i na njihovu migraciju u frontalni
korteks, gdje ih se u fizioloSkim uvjetima ne nalazi. Detektirano oStec¢enje neuroblasta u SVZ-
u i RMP-u, moglo bi biti posljedica mehanickih sila koje se javljaju prilikom TBI-a, kao
primjerice povecanje tlaka u lateralnim ventrikulima (479), buduc¢i da su to male stanice tanke
membrane te su osjetljivije na oSte¢enje nego neuroni (346). Migracija DCX pozitivnih stanica
treCeg 1 sedmog dana u prednji dio kore velikog mozga ukazuje na mogucu prisutnost
kemotaksi¢nih signalnih molekula u toj moZdanoj regiji, koje usmjeravaju migraciju
neuroblasta. Naime, u prethodnim je istraZivanjima dokazano kako se stanice iz SVZ-a prema
mjestu oSte¢enja tkiva usmjeravaju koncentracijskim gradijentom kemotaksicnih tvari koje
otpustaju stanice u ozlijedenom podrucju (479). Tako su npr. Saha i sur. (481) dokazali kako
reaktivni astrociti otpustaju kemokin SDF-1 (engl. stromal cell-derived factor 1), koji znaCajno
utjeCe na smjer kretanja, ali i pokretljivost neuroblasta tijekom procesa njihove migracije
(482,483). U skladu s navedenim je i nalaz reaktivne astrocitoze i mikroglioze detektirane u
frontalnom korteksu sedmog dana nakon indukcije ozljede, u nasem radu, kada je zabiljezena i
najizraZenija prisutnost neuroblasta u istom podrucju kore velikog mozga, Sto ukazuje na
mogucu povezanost navedenih procesa. Migracija neuroblasta prema mjestu ozljede
detektirana je i u prethodnim istraZivanjima TBI-a u glodavaca koriStenjem modela koji
izazivaju jako oStecenje tkiva, poput ubodne penetrirajuc¢e ozljede (484,485) ili aspiracije
korteksa (279,481). U ovom istraZivanju prvi je put dokazana migracija neuroblasta prema
mjestu ozljede na kojem nije zabiljezeno oStecenje 1 gubitak stanica, ali su detektirane upalne
promjene posljedicno LFPI-u.

Unatoc ¢injenici kako su u prethodnim studijama detektirane neurogeneza i migracija
neuroblasta prema mjestu lezije posljedicno TBI-u (279,481,484,485), nuzna su daljnja
istraZzivanja kako bi se utvrdilo da li procesi neurogeneze potaknuti ozljedom i migracija

neuroblasta prema mjestu oSte¢enja doprinose procesima oporavka.
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6. ZAKLJUCCI

1. U talamusu Stakora, ipsilateralno u odnosu na mjesto ozljede, zabiljeZeni su znacajna
progresivna degeneracija i gubitak neurona prvog, tre¢eg i sedmog dana nakon indukcije
TBI-a, koji su bili pra¢eni programiranom stani¢nom smrti koja nije bila kaspaza-ovisna
ve¢ posredovana s AIF-om. Navedene promjene detektirane su dominantno u podrucju
talamusa gdje se nalaze PO, VPM 1 VPL jezgre, §to ukazuje na povecanu osjetljivost ove

regije prema procesima oStecenja uzrokovanih traumom mozga.

2. U navedenoj regiji talamusa uocene su reaktivna astrocitoza i mikroglioza tre¢eg i sedmog
dana nakon ozljede, koje su moguce povezane s gore navedenim promjenama zabiljezenim

vec prvog dana nakon TBI-a.

3. Stanice aktivirane mikroglije M1, ali i M2 tipa, pronadene su u talamusu Stakora sedmog
dana nakon traume mozga, Sto ukazuje na njihovu dualnu ulogu u procesima uklju¢enim u

sekundarnu ozljedu posljedi¢no TBI-u.

4. U talamusu ozlijedenih Stakora, tijekom prvog tjedna nakon TBI-a, pronadene su
ograni¢ene neuroplasti¢ne 1 potencijalno regenerativne promjene. Naime, iako se tijekom
prvog tjedna nakon TBI-a razine SYP-a nisu znacajno mijenjale u ipsilateralnom talamusu,
intenzitet SYP imunoreaktivnosti u podru¢ju PO, VPM i VPL jezgara bio je znatajno
poviSen, Sto ukazuje na preraspodjelu ovog proteina u oSteCena podrucja istraZivane

mozdane strukture.

5. U malom mozgu zZivotinja s TBI-em detektirane su degenerativne promjene stanica i
vlakana u prvom tjednu nakon eksperimentalnog TBI-a. Degeneracija neurona bila je
najizraZenija u IX. reZnji¢u malog mozga u podrucju vermisa, prvog i sedmog dana nakon
TBI-a, a evidentna u svim slojevima kore. Znac¢ajna koli¢ina degenerativno promijenjenih
vlakana uocena je prvog dana nakon traume mozga dominantno u straznjim, a sedmog dana
u prednjim i straznjim rezZnji¢éima malog mozga u podru¢ju vermisa. Navedeni nalazi
neurodegeneriranih stanica i vlakana u malom mozgu posljedi¢no TBI-u ukazuju na dvije
faze ozljede. Prva faza, evidentna prvog dana nakon TBI-a, zahvaca stanice i vlakna
straznjeg dijela malog mozga. Druga faza znaCajnog oStecenja stanica i vlakana malog

mozga Stakora biljezi se sedmog dana nakon traume mozga.

6. Vec prvog dana nakon ozljede, u IX. reZnjicu malog mozga, pronaden je znacajan gubitak

Purkinjeovih stanica koji je perzistirao do kraja prvog tjedna nakon TBI-a, §to upucuje na
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osjetljivost ovih stanica na procese oStecenja koji se razvijaju u ranom posttraumatskom

razdoblju.

7. U svim slojevima kore IX. reznji¢a, poglavito u GS-u, prvog dana nakon traume mozga,
zabiljezen je znaCajan broj apoptotickih stanica. Pokazano je kako se radilo o
programiranoj stani¢noj smrti koja nije bila posredovana kaspaza-ovisnim putem niti AIF-
om, Sto ukazuje na druge puteve i mehanizme ukljucene u razvoj stani¢ne smrti u odnosu

na istrazivane u ovoj mozdanoj strukturi.

8. Pojacana AIF imunoreaktivnost u TBT-u malog mozga traumatiziranih Stakora detektirana
treceg i sedmog dana nakon TBI-a upucuje na moguce ostecenje mitohondrija u aferentnim

ili eferentnim aksonima neurona.

9. Ekspresije markera astrocita i stanica mikroglije u ipsilateralnoj polovici malog mozga
smanjivale su se tijekom prvog tjedna nakon traume mozga u Stakora. Medutim, u IX.
reznji¢u, na mjestima oStecenja i gubitka Purkinjeovih stanica, zabiljezena je reaktivna
astrocitoza sedmog, a mikroglioza treeg i poglavito sedmog dana nakon TBI-a, Sto je

moguce posljedica oslobadanja upalnih medijatora, ali i procesa popravka oste¢enog tkiva.

10. U IX. reznji¢u malog mozga ozlijedenih Stakora imunohistokemijski su bile detektirane
neuroplasti¢ne promjene ve¢ od prvog dana nakon TBI-a, $to upucuje na ranu aktivaciju

mehanizama oporavka posljedi¢no traumi u istrazivanoj mozdanoj strukturi.

11. Niti u jednoj strukturi rostralnog dijela velikog mozga ozlijedenih Stakora nisu zabiljeZene
neurodegenerativne promjene niti gubitak neurona tijekom prvog tjedna nakon traume

mozga.

12. Reaktivna astrocitoza i mikroglioza pronadene su u frontalnom korteksu sedmog dana
nakon indukcije TBI-a. U istom podru¢ju korteksa Stakora nisu zabiljeZene znacajnije

posttraumatske sinapticke promjene.

13. Smanjen broj neuroblasta evidentiran je u SVZ-u i RMP-u u svim istrazivanim to¢kama
nakon TBI-a. Stanice obiljezene DCX-om, markerom neuroblasta, detektirane su u
frontalnom korteksu treceg i sedmog dana nakon TBI-a. Navedeni rezultati ukazuju kako
TBI uzrokuje oSteCenje neuroblasta na mjestima njihove fizioloske lokalizacije, a

pojavnost u strukturama u kojima se uobicajeno ne nalaze.

Sumarno, potvrdena je hipoteza ovog doktorskog rada kako TBI u Stakora uzrokuje pojavu

razli¢itih pokazatelja oSteCenja i oporavka u regijama mozga koje su udaljene od mjesta
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ozljede, a vremenski obrazac njihove pojavnosti razlicit je u pojedinim istrazivanim mozdanim

strukturama.
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