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Sazetak



Cilj istrazivanja

Cilj doktorskog rada bio je prouciti: a) stupanj oksidativnog oStecenja lipida i proteina,
potom aktivnosti antioksidativnih enzima (superoksid dismutaze, SOD i glutation
peroksidaze, GSH-Px), ekspresije razliitih proteina (proupalnih ¢imbenika COX-2 i iNOS,
inhibitora NF«xB upalnog signalnog puta, IkBa, kao i endogenih neuroprotektivnih proteina,
BDNF i HSP70) i sadrzaj vode u razli¢itim strukturama mozga, te b) ucinke pioglitazona
(PPARYy agonista) i enoksaparina (heparina niske molekularne mase) na istraZivane
pokazatelje oksidativnog stresa i ekspresije gore navedenih proteina u Stakora s traumatskom

ozljedom mozga (engl. traumatic brain injury, TBI).

Materijal i metode

Trauma mozga umjerene jakosti ucinjena je metodom lateralne ozljede tlakom (engl.
lateral fluid percussion injury) u podrucju lijevog parijetalnog korteksa. Razine produkata
lipidne peroksidacije, te aktivnosti SOD i GSH-Px u homogenatima tkiva, odredivane su
spektrofotometrijom. Stupanj oksidacijskog oSte¢enja proteina (sadrZaj proteinskih
karbonilnih skupina), te razine ekspresija razliitih proteina u tkivnim lizatima mjerene su
Western blot metodom. U dijelu istraZivanja koriStene su histoloske i imunohistokemijske
metode. Za detekciju obrasca oStec¢enja tkiva koriStena su bojanja hemalaun-eozin i krezil
violet. Regionalne distribucije ekspresija COX-2 1 HSP70 analizirane su imunohistokemijski.
S ciljem istraZivanja oksidacijskog oStec¢enja, upalnog odgovora, te razina ekspresija proteina
u razli¢itim regijama mozga, Zivotinje su Zrtvovane 24 sata nakon indukcije TBIL Zivotinje
kontrolne skupine bile su podvrgnute laznoj TBI. Dio Zivotinja Zrtvovan je 48 sati nakon TBI
s ciljem odredivanja postojanja posttraumatskog edema mozga. U dijelu pokusa, u kojima su
istrazivani ucinci pioglitazona u TBI, traumatizirane Zivotinje bile su jednokratno tretirane

navedenim glitazonom (1 ili 3 mg/kg) ili otapalom (dimetil-sulfoksid), 10 minuta nakon
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indukcije TBL Stakori kontrolne skupine bili su podvrgnuti istovjetnim postupcima,
ukljucujuéi aplikaciju otapala, osim $to im nije bila izazvana TBI. Zivotinje ovog dijela
istrazivanja bile su Zrtvovane 24 sata nakon traume mozga. U dijelu pokusa u kojima su
istrazivani ucinci enoksaparina u TBI, pokusne su Zivotinje bile tretirane istraZzivanim lijekom
(1 mg/kg) ili otapalom (voda za injekcije) 1 sat nakon indukcije TBI, te s dodatnih 7 doza
primijenjenih svakih 6 sati nakon prve doze, a bile su Zrtvovane 48 sati nakon izazivanja TBIL.
Zivotinje kontrolne skupine bile su lazno ozlijedene, a umjesto enoksaparina injicirano im je

odgovarajuce otapalo.

Rezultati

TBI umjerene jakosti uzrokovala je najjace oStecenje mozga u podrucju parijetalnog
korteksa i hipokampusa Stakora. U navedenim mozdanim strukturama nakon TBI evidentirani
su porasti razina produkata lipidne peroksidacije i sadrzaja proteinskih karbonilnih skupina, te
poviSene razine ekspresija COX-2 nakon ozljede mozga. U obje navedene strukture
zabiljezena je povecana aktivnost GSH-Px. Ekspresija COX-2 bila je povecana i u talamusu,
te entorinalnom korteksu ozlijedenih Zivotinja. U hipokampusu, dodatno, bile su povecane
razine ekspresija iNOS, IkBa, te proBDNF, a smanjena razina mBDNF. U parijetalnom
korteksu zabiljeZene su i smanjene ekspresije IkBa, te HSP70. U entorinalnom korteksu
ekspresija proBDNF bila je povecana. U talamusu su bili pojacani i izrazaji iNOS i IkBa.
Edem mozga uzrokovan TBI zabiljezen je u ipsi- 1 kontralateralnom parijetalnom korteksu,
ipsilateralnom hipokampusu, te cerebelumu. Djelovanje pioglitazona i enoksaparina testirano
je u parijetalnom korteksu i hipokampusu ozlijedenih Stakora. Pronadeno je da su ucinci
pioglitazona u modelu TBI ovisni o dozi lijeka i moZdanoj strukturi. Sukladno navedenom,
pioglitazon moZe smanjiti oksidativno oStec¢enje lipida i proteina, povecati aktivnost GSH-Px,

smanjiti ekspresiju iNOS, te povecati izraZaje proBDNF i mBDNF. Enoksaparin, u testiranim
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eksperimentalnim uvjetima, djelovao je neuroprotektivho u obje mozdane strukture. U
parijetalnom korteksu ozlijedenih Zivotinja povecao je aktivnost GSH-Px i ekspresiju IkBa, a
smanjio izrazaj COX-2. U hipokampusu Stakora s TBI smanjio je oksidativno oStecenje lipida

i proteina, te ekspresiju proupalnog COX-2 proteina.

Zakljucak

TBI uzrokuje jako oksidacijsko i upalno oSteCenje parijetalnog korteksa i
hipokampusa Stakora. U ostalim moZdanim strukturama, nakon traume mozga, biljeze se
promjene pojedinih proupalnih, te endogenih neuroprotektivnih proteina. Pioglitazon i

enoksaparin mogu djelovati neuroprotektivno u modelu TBI.

Kljuéne rije¢i: Enoksaparin; Neuroprotekcija; Oksidativni stres; Pioglitazon; Stakor;

Traumatska ozljeda mozga; Upala
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Summary



Objectives

The purpose of this PhD thesis was to study: a) the degree of lipid and protein
oxidative damage, antioxidant enzymes’ (superoxide dismutase, SOD and glutathione
peroxidase, GSH-Px) activities, the expressions of different proteins (proinflammatory factors
COX-2 and iNOS, an NFxB signaling pathway inhibitor IkBa, and the endogenous
neuroprotective proteins, BDNF and HSP70), and water content in different brain structures,
as well as b) the effects of pioglitazone (PPARYy agonist) and enoxaparin (low molecular
weight heparin) on the tested parameters of oxidative stress and the expressions of the

aforementioned proteins in rats with traumatic brain injury (TBI).

Material and Methods

Brain trauma of moderate severity was induced using the lateral fluid percussion
injury model in the area of left parietal cortex. Levels of lipid peroxidation products, as well
as the activities of SOD and GSH-Px in tissue homogenates were determined by
spectrophotometry. The degree of protein oxidative damage (protein carbonyl content), and
the levels of different proteins’ expressions were determined using the Western blot method.
In one part of the research, histological and immunohistological methods were used.
Hematoxylin-eosin and cresyl violet stainings were used for the detection of the tissue
damage extent. Regional distributions of COX-2 and HSP70 expressions were analyzed by
immunohistochemistry. With the intent to investigate oxidative damage, inflammation, the
expressions of different proteins, in various brain regions following traumatic injury, animals
were sacrificed 24 h after the TBI induction. Animals of the control group were subjected to
the sham TBI. A part of the animals were sacrificed 48 h after TBI in order to determine the
existence of posttraumatic brain edema. In the part of the research, in which the effects of

pioglitazone were investigated, injured animals were treated with single dose of the tested
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glitazone (1 or 3 mg/kg) or by vehicle (dimethyl sulfoxide), 10 min after the TBI induction.
Rats of the control group were handled identically, except that they were not subjected to TBI.
Animals used in this part of the research were sacrificed 24 h following TBI onset. In the part
of the research which was focused on the effects of enoxaparin in TBI, experimental animals
were treated with the tested drug (1 mg/kg) or with vehicle (water for injections) 1 h after the
TBI induction, and additionally with 7 more doses applied every 6 h after the first dose. All
rats of this part of the study were sacrificed 48 h after the TBI induction. Animals of the
control group were sham injured, and, instead of enoxaparin, they were injected with

appropriate vehicle.

Results

TBI of moderate severity caused the most prominent brain damage in the rat area of
parietal cortex and hippocampus. In the mentioned brain structures, increased levels of the
lipid peroxidation products, protein carbonyls and the COX-2 expressions after TBI were
detected. Increased GSH-Px activities in both mentioned structures were recorded. COX-2
protein expressions were also augmented in the thalamus and in the entorhinal cortex of the
injured rats. Additionally, following the brain injury, in the hippocampus, the iNOS, IkBa,
and proBDNF expressions were increased, while the mBDNF expression was decreased. In
the parietal cortex decreased expressions of the IkBo and HSP70 were detected. In the
entorhinal cortex, the proBDNF expression was increased. Furthermore, in the thalamus,
increased expressions of iNOS and IkBa were detected. Brain edema caused by TBI was
recorded in the ipsi- and contralateral parietal cortex, ipsilateral hippocampus, and
cerebellum. Effects of pioglitazone and enoxaparin were tested in the parietal cortex and the
hippocampus of the injured rats. It was established that the effects of pioglitazone, in the TBI

model used, were dose-, and the brain structure-related. Pioglitazone can reduce oxidative
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lipid and protein damage, increase the GSH-Px activity, reduce the iNOS, and increase the
proBDNF and mBDNF expressions. Enoxaparin, in the experimental conditions used, was
neuroprotective in both brain structures tested. In the parietal cortex of injured animals,
enoxaparin increased the GSH-Px activity and the IkBa expression, and decreased the COX-2
expression. In the hippocampus of rats with TBI, it reduced oxidative lipid and protein

damage, and also attenuated injury-induced increase in the COX-2 protein expression.

Conclusion

TBI causes prominent oxidative and inflammatory damage of the parietal cortex and
hippocampus in rats. Changes of some proinflammatory and endogenous neuroprotective
proteins were recorded in the other brain structures tested following brain trauma.

Pioglitazone and enoxaparin could be neuroprotective in experimental TBI.

Keywords: Enoxaparin; Inflammation; Neuroprotection; Oxidative stress; Pioglitazone; Rat;

Traumatic brain injury
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1. Uvod i pregled podrucja istrazivanja



1.1. Opcenito o traumatskoj ozljedi mozga

Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) steCeno je oStecenje
navedenog organa sredi$njeg Zivanog sustava (SZS) uzrokovano djelovanjem vanjske,
mehanicke sile. Radi se o dugotrajnom, moguce dozivotnom, procesu koji utjece ne samo na
mozak, ve¢ 1 na mnoge druge organe 1 organske sustave.

TBI je najces¢i uzrok smrti 1 invaliditeta u osoba mladih od 40 godina, te stoga
predstavlja znaCajan javnozdravstveni problem, kako u visoko industrijaliziranim drZzavama,
tako 1 u zemljama u razvoju (1).

U svijetu godiSnje oko 10 milijuna ljudi zadobije TBI. U zemljama Europske unije
godisnje se zbog TBI hospitalizira oko milijun ljudi (2), s ukupnom incidencijom od 235
slu¢ajeva na 100000 stanovnika. U Europi je TBI odgovorna za najve¢i broj godina
invaliditeta, te je medu prva tri vodeca razloga medicinskih troSkova (3, 4). Procjenjuje se da
u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) svakih 21 sekundu jedna osoba, a godiSnje 1,7
milijuna ljudi zadobije TBI (5). Od toga, oko 52000 je smrtnih ishoda, 275000 hospitalizacija,
a 1,365 milijuna ljudi nakon akutnog medicinskog zbrinjavanja bude otpusteno iz bolnice. Od
prezivjelih, 80000 do 90000 bolesnika zadobije neki oblik invaliditeta kao trajnu posljedicu
TBI (5).

Navedeni podatci o epidemiologiji TBI znatno su nizi od stvarnih. Tako su npr.
ozljede glave vezane uz sport i rekreaciju Cesto blage prirode, nisu pracene gubitkom svijesti,
te stoga produ bez hospitalizacije. Procjenjuje se da u SAD-u takvih ozljeda bude godisnje
¢ak 1,6 do 3,8 milijuna, od kojih samo oko 300000 ozljedenika zatrazi lije¢nic¢ku pomo¢ (6).

Muskarci su Zrtve traume mozga 1,5 do 2 puta ¢eS¢e od Zena (1). NajugroZenije dobne

skupine su djeca dobi 0 do 4 godine (incidencija 1355,3/100000 za musku, 874,8/100000 za



zensku djecu), potom stariji adolescenti dobi 15 do 19 godina, te osobe starije od 75 godina
(1).

Najces¢i uzrok TBI su ozljede glave u prometnim nesre¢ama, koje ¢ine 20 % uzroka
svih TBI, potom padovi, rjede nasilje, a ostali uzroci su nezgode vezane uz sport i rekreaciju
(1, 6).

TBI povecava dugoroCni mortalitet, odnosno smanjuje ocekivano trajanje zivota
ozljedenika. Prema studiji Harrison-Felix 1 sur. (7), u kojoj su prou¢avani uzroci smrti godinu
dana nakon TBI, ozljedenici umiru ¢ak 37 puta ceS¢e od napadaja epilepsije, 12 puta ¢es¢e od
septikemije, 4 puta ¢eSce od upale pluca, te 3 puta ceS¢e od drugih respiratornih komplikacija
u odnosu na opc¢u populaciju. lako su navedeni podatci donekle ocekivani kad se radi o
umjerenoj 1 teskoj TBI, ¢ak i osobe koje su pretrpjele blagu TBI imaju statisticki znacajno
smanjeno dugotrajno prezivljenje (8).

U osoba koje su prezivjele TBI znacajno je povecana incidencija razli¢itih oblika
epilepsije, poremecaja spavanja, neurodegenerativnih bolesti (kroni¢ne traumatske
encefalopatije, Parkinsonove 1 Alzheimerove bolesti), neuroendokrinih poremecaja 1
psihijatrijskih oboljenja, ali takoder 1 miSi¢no-skeletnih, metaboliCkih 1 seksualnih poremecaja
(9-13). Tako npr. u razdoblju od 1 do 3 godine nakon TBI, osobe koje su pretrpjele ozljedu
mozga 1,8 puta ¢eS¢e pribjegavaju zlouporabi alkohola. U razdoblju duzem od 3 godine
nakon TBI, ozljedenici imaju 1,5 puta ve¢i rizik za razvoj depresije, te 2,3 (za umjerenu TBI),
odnosno 4,5 (za teSku TBI) puta ve¢i rizik za razvoj Alzheimerove bolesti (6). Epilepsija u
ovih ozljedenika je 11 puta ¢eS¢a u odnosu na op¢u populaciju (6). Dodatno, ¢ak i blaga TBI
moze uzrokovati dugotrajne kognitivne poteSkoce, koje mogu utjecati na svakodnevne
aktivnosti 1 poslovne sposobnosti pojedinaca (9).

Najznacajnija dugotrajna posljedica TBI je invaliditet. Prema istraZivanju Selassie i

sur. (13), u SAD-u je, od 288009 hospitaliziranih radi TBI tijekom 2003. godine, oko 124626



osoba razvilo dugotrajni invaliditet. Jo§ uvijek je nejasno da li je on posljedica inicijalnog
inzulta ili progresivne sekundarne ozljede. U slikovnim pretragama prezivjelih pacijenata s
umjerenom TBI pokazane su znafajna progresija encefalomalacije, te subakutna ozljeda bijele
tvari 4,5, odnosno 29 mjeseci nakon ozljede. Progresivna atrofija SZS-a nakon TBI potvrdena
je kako u pretklini¢kim, tako i u klinickim istrazivanjima. Indirektan u¢inak TBI zamijecen je
1 u drugim organima, poput jetre i pluca (14). Uzrok histopatoloskih promjena tih organa jo$
uvijek je nepoznat, iako se pretpostavlja da bi one mogle biti posljedica migracije imunoloski

nekompetentnih stanica u periferne organe.

1.2. Patogeneza traumatske ozljede mozga

1.2.1. Primarna ozljeda mozga

Primarno traumatsko oSte¢enje mozga, koje nastaje neposredno po traumi, posljedica
je direktnog djelovanja sile koja uzrokuje fizikalne poremecaje tkiva mozga i mozdane
vaskulature, te je glavna determinanta funkcionalnog ishoda ozljede (15). Djelovanjem sile na
fiksiranu glavu nastaju impresijske ozljede, a ukoliko udarne sile prenose kineticku energiju
ubrzanjem (akceleracijom) ili smanjenjem brzine (deceleracijom), neovisno o gibljivosti
glave, mogu nastati akceleracijska ili deceleracijska gibanja mozga prema kostima lubanje.
Potonjim mehanizmom nastaju ozljede mozga na mjestu udarca (engl. coup injury) i/ili na
strani suprotnoj mjestu udarca (engl. contra coup injury). Djelovanjem sile na slobodno
gibljivu glavu nastaju tzv. translacijska (ako sila djeluje u srediSnjoj ravnini) ili rotacijska
(ako sila djeluje pod kutem ili tangencijalno) oStecenja mozga (16).

Ozljede mozga uzrokovane mehani¢kom silom mogu se podijeliti na ZariSne i difuzne
(17). Zaridne ozljede su ograni¢ene na lokalizirano podrudje mozga, dok difuzne ozljede

mozga obuhvacaju vecéa, generalizirana podrucja. ZariSne ozljede mozga mogu biti



nagnjecenja, zgnjecenja ili krvarenja u i/ili oko mozga (epiduralni i subduralni hematomi,
subarahnoidalna, intracerebralna i intraventrikularna krvarenja). Dva su glavna tipa difuzne
ozljede mozga: potres mozga 1 difuzna aksonalna ozljeda. Potres mozga je prolazna,
privremena neuroloSka disfunkcija koja je rezultat primjene sile na mozak. Difuzne ozljede
mozga rezultat su treSnje, deranja 1 inercijskih u¢inaka traumatskog udarca (18, 19). Teze ih je
dijagnosticirati koriStenjem standardnih radioloSkih metoda jer su karakterizirane
mikrokrvarenjima i1 mikroskopskim promjenama na stani¢noj razini (20). Znacajke difuznih
aksonalnih ozljeda su tzv. kidajuce sile koje djeluju na granici neokortikalne sive 1 bijele tvari,
te sudjeluju u razvoju posttraumatskog edema mozga (15). Nadalje, difuzna aksonalna ozljeda
moze propagirati i sudjelovati u oSte¢enju sive tvari u podru¢jima mozga udaljenim od mjesta
inicijalne ozljede (21, 22). Najcesce su traumom uzrokovane ozljede mozga kombinacije
zari$Snog 1 difuznog oStecenja (16).

Primarna je ozljeda ireverzibilna 1 na nju se ne moZze djelovati terapijskom

intervencijom.

1.2.2. Sekundarna ozljeda mozga

Ve¢ unutar nekoliko minuta, te dana nakon TBI odvijaju se razli¢iti patofizioloski
procesi koji doprinose sekundarnoj posttraumatskoj neuropatologiji. Neki od tih procesa
mogu se odvijati 1 tijekom nekoliko mjeseci, pa i godina nakon primarnog inzulta (23).

Neposredno po TBI, kao rezultat direktnog oStec¢enja, te poremecaja regulacije
mozdanog krvotoka i metabolizma, u tkivu mozga nakupljaju se laktati (24) i povecava
propusnost membrana. Navedeni procesi za posljedicu imaju nastanak edema mozga (25).
Anaerobni metabolizam tro$i zalihe ATP-a, te se prekida rad o energiji-ovisnih membranskih
ionskih pumpi (26). U drugom stadiju posttraumatske sekundarne ozljede mozga javljaju se

membranske depolarizacije, pretjerano otpustanje ekscitatornih neurotransmitera (glutamat,



aspartat), aktivacija ionotropnih glutamatnih receptora, te voltazno-ovisnih kalcijskih i
natrijskih kanala. Pove¢anim utokom iona kalcija 1 natrija zapoCinju unutarstani¢ni
katabolicki procesi. Ioni kalcija aktiviraju lipidne peroksidaze, proteaze, te fosfolipaze koje
zatim povecavaju koncentracije slobodnih masnih kiselina (engl. free fatty acids, FFA) i
slobodnih radikala (27). Dodatno se aktiviraju kaspaze, translokaze i endonukleaze, enzimi
koji uzrokuju progresivne strukturalne promjene bioloskih membrana, te fragmentaciju 1
inhibiciju popravka DNA. U krajnjem stadiju akutne ozljede razvija se membranska
degradacija koja rezultira nekroticnom smrti stanice ili se unutar stanica pokre¢u mehanizmi
aktivacije programirane stani¢ne smrti (28).

Jedan od najranijih procesa koji pocinje nakon TBI je ekscitotoksi¢no oStecenje
stanica Cije su glavne komponente poviSenje unutarstanicne koncentracije iona kalcija i
aktivacija brojnih, o kalciju-ovisnih, unutarstani¢nih procesa (29). Posljedi¢no, stvaraju se
reaktivni spojevi kisika (engl. reactive oxygen species, ROS) 1 duSika (engl. reactive nitrogen
species, RNS) koji mogu uzrokovati oSte¢enje stanicnih makromolekula, lipida, proteina i
nukleinskih kiselina (27). Razvoj posttraumatske upale rezultat je primarne, nekroti¢ne smrti
stanica koja je karakterizirana razdorom stani¢nih membrana, te otpuStanjem unutarstani¢énih
komponenti u vanstani¢ne odjeljke (30). U ozljedeno tkivo otpustaju se brojni, potencijalno
Stetni, unutarstanicni enzimi, inace smjesteni u lizosomima, a koji mogu pridonijeti oSte¢enju

1 smrti okolnih stanica (31).

1.2.2.1. Oksidativni stres

Davne 1954. godine Gerschman i sur. (32), a poslije njih McCord 1 Fridovich (33),
otkrili su postojanje superoksidnog aniona i ukazali na njegovo znacenje u toksi¢nosti kisika.
Naime, kisik je, zbog svog velikog elektrokemijskog potencijala, oksidativna molekula u svim

aerobnim organizmima, te omogucava proizvodnju velikih koli¢ina energije u procesu



stani¢nog disanja. Molekularni kisik se stanicnim disanjem, djelovanjem enzima citokrom
oksidaze, uglavnom izravno reducira u vodu. Manji dio molekularnog kisika (oko 3-5 %),
zbog istjecanja elektrona iz mitohondrijskog lanca, prelazi u slobodne radikale koji doprinose
njegovoj toksicnosti.

Redukcijom molekularnog kisika nastaju razli¢iti ROS. Oni mogu biti radikali
(superoksidni anion, hidroksilni radikal, hidroperoksilni radikal, karbonat, duSikov monoksid,
dusikov dioksid, nitrat), ali 1 ne-radikali (vodikov peroksid, hipoklorna kiselina, peroksinitrit,
peroksinitritna kiselina, organski peroksidi) (Slika 1.).

Superoksidni anion i1 vodikov peroksid u stanicama nastaju i drugim mehanizmima,
npr. aktivnoS¢u razli€itih enzima (ksantin oksidaze, citokroma p450, NADPH oksidaze),
samooksidacijom malih molekula (npr. katekolamina). Hidroksilni radikal nastaje Haber-
Weissovom reakcijom vodikovog peroksida 1 superoksidnog aniona, kataliziranom
prijelaznim metalima u tzv. Fentonovoj reakciji. Visoko reaktivni hidroksilni radikal
trenutacno se veze za stanicne komponente $to ga €ini izrazito toksicnom molekulom (34).

ROS 1 RNS imaju vaznu ulogu u sekundarnom oste¢enju tkiva nakon traume mozga
(35, 36). Naime, sve aerobne stanice mogu biti oksidativno oSteCene, ali mozak se smatra
posebno osjetljivim (34). Jedan od glavnih razloga velike osjetljivosti mozga prema
toksi¢nosti kisika je visoka razine oksidativne metabolicke aktivnosti ovog organa. Cak 20 %
ukupne potrosnje kisika odvija se u mozgu usprkos tome §to on ¢ini tek 2-4 % tjelesne mase.
Tako velika potroSnja kisika u mozgu razlog je intenzivne proizvodnje ROS, kojoj dodatno
pridonose 1 ekscitotoksi¢ne aminokiseline, autooksidabilni neurotransmitori, te razliciti
enzimi koji stvaraju vodikov peroksid (npr. monoaminooksidaze A i B). Mozak je osjetljiv na
oksidativno oStecenje i zbog relativno niskog antioksidativnog kapaciteta (posebno su niske

razine antioksidativnog enzima katalaze u ve¢ini mozdanih regija), slabo izrazene aktivnosti
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Slika 1. Mehanizmi stvaranja reaktivnih spojeva kisika 1 duSika u ozljedenim stanicama
mozga. Crvenom bojom oznaceni su radikalni, a zelenom ne-radikalni reaktivni spojevi
kisika, odnosno duSika. Skracenice: O3 , superoksidni anion; H,O,, vodikov peroksid; OH ™ ;
hidroksil; *OH, hidroksilni radikal; NOe; duSikov monoksid; ONOO ™, peroksinitrit;
ONOOCO,, nitrozoperoksikarbonat; ONOOH, peroksinitritna kiselina; *NO,, duSikov
dioksid; CO; , karbonat; SOD, superoksid dizmutaza; CAT, katalaza; GSH-Px, glutation

peroksidaza; GSH, reducirani glutation; GSSG, oksidirani glutation; Arg, arginin; NOS,
sintetaza dusSikovog oksida.

mehanizama popravka, nemogucénosti dijeljenja neurona, te visokog omjera povrSine
membrane neurona prema volumenu citoplazme (34). Tkivo mozga posebno je bogato
prijelaznim metalima kao §to su zeljezo, bakar i mangan, a za koje je dokazano da sudjeluju u
stvaranju iznimno toksi¢nog hidroksilnog radikala.

Iako svi dijelovi stanice mogu reagirati sa slobodnim radikalima kisika, najvaznije

radikalima posredovano osteéenje je oksidativno ostecenje lipida koje nastaje procesom



lipidne peroksidacije. ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty
acids, PUFA) esencijalne su za fiziolosku funkciju stani¢nih membrana jer su mnoge
osobitosti membrana, poput fluidnosti 1 propusnosti, usko vezane uz prisutnost nezasi¢enih i
polinezasi¢enih postrani¢nih lanaca (37). PUFA su izrazito podlozne procesu lipidne
peroksidacije Sto rezultira gubitkom membranskih PUFA, odnosno povecanjem rigidnosti
stanicnih membrana. PUFA se oslobadaju iz membranskih fosfolipida brojnim enzimskim
mehanizmima koji ukljuuju stimulaciju fosfolipaze A2 posredovanu receptorima za
ekscitotoksi¢e aminokiseline, kao 1 stimulaciju fosfolipaza C (engl. phospholipase C, PLC) /
diacilglicerol (DAG) lipaznog puta. U fizioloSkim uvjetima lipaze i fosfolipaze ukljucene su u
odrzavanje funkcioniranja stanice stvaranjem 1 otpuStanjem arahidonske kiseline 1
eikosanoida. U patoloSkim uvjetima, npr. u akutnoj traumi, navedeni enzimi mogu biti
ukljuc¢eni u masivno otpustanje FFA 1 eikosanoida koji mogu uzrokovati ozbiljna oStec¢enja
stanice. U fizioloSkim uvjetima, pretjerano stvaranje lipidnih peroksida regulirano je
antioksidativnim obrambenim mehanizmima (38), no prenaglasen oksidativni stres moze
uzrokovati prekid normalnog stani¢nog funkcioniranja.

Oksidativno oStecenje proteina moze biti uzrokovano direktno s ROS te, indirektno,
produktima lipidne peroksidacije, kao Sto su malondialdehid (MDA) 1 4-hidroksinonenal (4-
HNE). Cilj djelovanja reaktivnih spojeva moze biti peptidna veza ili neki od postrani¢nih
lanaca unutar samog proteina (39). Te su reakcije Cesto posredovane metalnim kationima,
primjerice Zeljezom ili bakrom. Pritom moZe do¢i do cijepanja ili medusobnog povezivanja
proteina, te nastaju produkti manje, odnosno vece molekulske mase (40). Takoder, kao
posljedica stvaranja RNS, na proteine se vezu i peroksinitriti, duSikov monoksid 1 dusikov
dioksid koji mogu uzrokovati nitraciju proteina, odnosno stvaranje 3-nitrotirozina (41).

Nakon eksperimentalne TBI zabiljezeno je oksidativno oStecenje proteina mozga (42,

43). Oksidacija proteina moze biti povezana sa specificnim oSteCenjima pojedinih



aminokiselina, posljedica Cega je oksidativno oSteCenje brojnih enzima (44-47), te
receptorskih 1 transportnih proteina. Reed i sur. (48) pokazali su da su nakon TBI nitracijom
promijenjeni proteini ukljuceni u procese energetskog metabolizma (npr. ATP sintaza), te
neurotransmisije (npr. sinapsin 1, gama enolaza, a-spektrin). TBI moze uzrokovati i nitraciju
pojedinih Saperona (molekulskih pratioca proteina koji sudjeluju u njithovom pravilnom
namatanju).

Pojacano stvaranje ROS u blizini molekula DNA mozZe uzrokovati njihovo
oksidativno oste¢enje. Oksidacija DNA ukljucuje oStecenja duSikovih baza 1 Secernih
komponenti $to moze uzrokovati lomove lanaca, mutacije gena, te rezultirati programiranom
smrti stanica (49, 50). Oksidacija DNA pokazana je i1 u razli¢itim neurodegenerativnim
oboljenjima (51, 52), a kisikovim radikalima posredovano oSte¢enje DNA dokazano i u
eksperimentalnoj TBI (53-55). Mozak je u fizioloskim uvjetima zaSti¢en od Stetnih ucinaka
slobodnih radikala raznim prirodenim enzimskim i ne-enzimskim obrambenim mehanizmima.

Superoksid dizmutaza (SOD) (EC 1.15.1.1.) pripada klasi enzima koji imaju vaznu
antioksidativnu zastitnu ulogu u gotovo svim stanicama izlozenim kisiku. McCord i Fridovich
(33) otkrili su da ovaj metaloenzim katalizira dizmutaciju superoksidnog radikala u manje
toksi¢an vodikov peroksid. Postoje tri izoforme SOD u sisavaca: citosolna Cu/Zn-SOD
(takoder poznata kao SODI1), mitohondrijska Mn-SOD (takoder poznata kao SOD2) i
izvanstanicna SOD (EC-SOD) (33).

U eksperimentalnim studijama TBI aktivnost ovoga enzima uglavnom je ili sniZena
(56, 57) ili nepromijenjena (58-60). U studiji Yunoki i sur. (61) zabiljezeno je tek prolazno
povecanje aktivnosti SOD u ozljedenom korteksu unutar prvih 6 sati nakon TBI.

SOD mora djelovati s enzimima koji uklanjaju vodikov peroksid. Osim u mozgu slabo
prisutne katalaze, najvazniji enzimi koji uklanjaju perokside su glutation peroksidaza (GSH-

Px) 1 peroksiredoksini (62).
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GSH-Px op¢i je naziv za obitelj enzima koji sadrze selen, a imaju peroksidaznu
aktivnost. Glavna je uloga GSH-Px zastita stanica od oksidativnog oSte¢enja smanjenjem
kolicine slobodnog vodikovog peroksida pretvorbom u vodu, kao 1 redukcija lipidnih
hidroperoksida do odgovaraju¢ih alkohola (63). U organizmu c¢ovjeka nalazi se osam
razli¢itih izoformi GSH-Px. One se razlikuju u primarnoj sekvenci, celularnoj 1 subcelularnoj
lokalizaciji, kao 1 u specifi¢nosti prema razli¢itim supstratima. GSH-Px 1 (tzv. citosolna ili
stanicna GSH-Px) je najrasprostranjenija izoforma GSH-Px. Izrazena je u citoplazmi gotovo
svih tkiva sisavaca, a supstrat joj je vodikov peroksid. GSH-Px 4 (poznata 1 kao fosfolipidna
hidroperoksidna GSH-Px) membranski je enzim koji ima visok afinitet za hidroperokside
lipida. Navedena se izoforma enzima nalazi u testisima, mozgu i srcu sisavaca. GSH-Px 2 je
crijevni, izvanstanicni enzim, a GSH-Px 3 se nalazi u vanstanicnom odjeljku. Posebno velike
razine GSH-Px 3 detektirane su u plazmi covjeka.

Nekoliko je objavljenih studija u kojima je istraZzivana aktivnost GSH-Px u
eksperimentalnoj TBI. Rezultati navedenih studija znatno se razlikuju, te se biljeze povecanja
(56, 57, 59), ali 1 smanjenja (42, 64, 65) aktivnosti navedenog enzima u mozgu nakon TBI.
Sli¢ni su 1 rezultati u svezi posttraumatske ekspresije gena za GSH-Px. Biljeze se, naime, i
porast 1 snizenje u izrazaju ovog enzima (66, 67). Razli¢iti su 1 rezultati studija na
transgeni¢nim Zivotinjama koje imaju pojacanu ekspresiju gena za GSH-Px, te su opisani 1
korisni u€inci (68, 69), ali 1 neucinkovitost (70) pojacane ekspresije ovog enzima u ranom

spasavanja neurona nakon TBI.

1.2.2.2. Upala
Upalni odgovor jedan je od najvaznijih sekundarnih procesa u patofiziologiji TBI (71).
Upala je fizioloska reakcija tkiva na ozljedu. Mehanicko oStecenje tkiva, koje rezultira iz

primarne ozljede, karakterizirano je puknu¢em membrana stanica i stani¢nih organela, kao 1
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krvnih zila. Rani upalni odgovor pokrece se kao reakcija na ekstravazaciju krvnih produkata,
oslobadanje unutarstani¢nih komponenti, ali 1 na stvaranje ROS 1 RNS od strane, u tkivu
mozga prisutnih, upalnih stanica (mikroglije i astrocita) (72, 73).

Nakon pocetne upalne reakcije slijedi daljnje otpuStanje razliCitih proupalnih
medijatora. Medu vaznijim endogenim medijatorima posttraumatske neuroupale su
prostaglandini (PG) (74-76), proupalni citokini (30, 77-79), kemokini (30), te komponente
komplementa (80, 81). Ovi medijatori mogu posredovati aktivaciju 1 migraciju leukocita iz
krvi kroz krvno mozdanu barijeru (KMB) u subarahnoidalni prostor (82). Navedene upalne
stanice doprinose razvoju sekundarne ozljede, pojacavajuci i podrzavaju¢i upalni odgovor u
ozljedenom mozgu (83-85). Iako je dugo vremena smatrano da je SZS, radi svoje odvojenosti
od periferne cirkulacije, na neki nacin zaStien od sustavnog imunoloskog odgovora,
posljednjih godina otkriveno je da je upalni odgovor umnogome prisutan u podru¢ju mozga
(71). Pokazano je, takoder, da neuroni, astrociti 1 mikroglija mogu sintetizirati upalne
medijatore, prisutne inace u tzv. perifernom imunoloskom sustavu, te da mogu posjedovati 1
receptore za navedene medijatore (86-91). Zadnjih se godina raspravlja o tzv. dualnoj ulozi
neuroupale nakon TBI. Naime, upalne stanice u mozgu mogu sintetizirati razliCite
neurotroficne Cimbenike, te potaknuti preZivljenje neurona, a mogu imati i dodatne
imunomodulatorne ucinke (92-94).

Nakon TBI, arahidonska kiselina oslobada se iz membrana ozljedenih stanica
djelovanjem fosfolipaza (37, 95, 96), te se pretvara u PG pod utjecajem unutarstanicnog
enzima ciklooksigenaze (engl. cyclooxygenase, COX). Navedeni je enzim prisutan u
organizmu u bar dvije izoforme, COX-1 1 COX-2.

COX-1 izoforma konstitutivno je prisutna u stanicama. U izrazito niskim
koncentracijama nalazi se 1 u mikrogliji diljem mozga (97-98), no ova izoforma se, za razliku

od COX-2, slabije inducira pod utjecajem neuronalnih poremecaja.
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COX-2, inducibilna izoforma enzima, regulira klju¢ne metabolicke korake u biosintezi
prostanoida (99) za koje se smatra da imaju vazne uloge u SZS, kao $to su npr. regulacija
tjelesne temperature ili dugotrajna potencijacija hipokampusa (100, 101). U fizioloskim
uvjetima COX-2 slabo je izrazen u vecini organa u tijelu, no znacajne razine mRNA za COX-
2 biljeze se u mozgu sisavaca (102, 103). U zdravom mozgu COX-2 protein pronaden je
prvenstveno u tijelima i dendritima neurona (104-108). Niske razine COX-2 prisutne su u
neuronima mozdane kore, hipokampusa 1 malog mozga, ali ne u glija ili endotelnim
stanicama. U mozgu Stakora metodom in situ hibridizacije pokazana je visoka razina COX-2
mRNA u piramidalnim i zrnatim stanicama hipokampusa, te zrnatim stanicama malog mozga.
Umjerene razine COX-2 mRNA nadene su u piramidalnim stanicama piriformnog korteksa,
celularnim slojevima mozdane kore, centralnoj jezgri amigdala, te u nekoliko jezgara
hipotalamusa.

Ekspresija 1 aktivnost COX-2 fizioloski su regulirane glutamatergi¢nom sinaptickom
aktivnos¢u (107, 109). Zanimljivo je da samo toksi¢ne doze razli€itih agonista glutamatnih
receptora uzrokuju prejaku ekspresiju COX-2 mRNA u stani¢nim kulturama neurona (110,
111), te da je u ozljedenom mozgu COX-2 pojacano izrazen u neuronima i gliji, ali ne 1 u
endotelnim 1 drugim oblaZzu¢im stanicama, Sto se razlikuje od reakcije perifernih tkiva na
upalu (112, 113). Stoga se ¢ini da upalne stanice, te stanice koje oblazu mozdano tkivo
reguliraju ekspresiju COX-2 mehanizmima koji su ovisni o aktivnosti interleukina (IL)-1
(114). To nije slu¢aj u neuronima 1 astrocitima, u kojima je indukcija COX-2 posredovana
ekscitotoksi¢nim 1 oksidativnim mehanizmima (107).

Pojacana ekspresija COX-2 nakon TBI u pocetku je dio adaptivnog odgovora tkiva na
ozljedu, dok je produljena, prejaka aktivacija ovog, dominantno proupalnog enzima, povezana
sa Stetnim posljedicama. Potonje je potvrdeno nalazom pojacane COX-2 ekspresije upravo u

regijama mozga koje su specifi¢no povezane s funkcionalnim deficitima nakon neurotraume
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(104, 115). U recentnim studijama pokazano je da sistemsko davanje inhibitora COX-2
uzrokuje poboljSanje funkcionalnog oporavka pokusnih zivotinja nakon TBI (99, 115, 116).
PG, produkti aktivnosti COX-2, pronadeni su u umjerenim koncentracijama u
ljudskom mozgu (117). U fizioloskim uvjetima, od PG u mozgu najviSe su izrazene razine
PGD,, no ozljede mozga poticu snaznu produkciju i ostalih prostanoida, od kojih se posebno
istice PGE, (74-76). Ovi eikosanoidi aktiviraju receptore spregnute s G-proteinima (118), a

mogu djelovati izravno, poput kemokina i neuromodulatora.

1.2.2.3. Transkripcijski ¢imbenici

Neuroni smjesteni u pogodenom podrucju nakon ozljeda mozga, kemijske, mehanicke
ili ishemijske prirode, mogu umrijeti ili prezivjeti (28). Nekroticna smrt neurona neovisna je o
prepisivanju gena. Suprotno, za pokretanje programirane stani¢ne smrti, apoptoze, nuzna je
transkripcijska aktivacija gena. Jednako tako, inicijacija prepisivanja gena zaduzenih za
regeneraciju 1 popravak posreduje stvaranje novih medustanicnih veza 1 sinapticko
povezivanje prezivjelih neurona u pokusaju adaptacije na novonastali okolis, pa tako 1 nakon
TBI (119).

Unutar nekoliko sati po ozljedi mozga, stanice mikroglije aktiviraju se 1 migriraju u
oSteceno podrucje te odstranjuju ostatke mrtvih stanica (93). Nekoliko dana nakon ozljede
mozga, aktiviraju se i astrociti koji postaju hipertroficni (93). Navedene promjene potpornih
stanica, kao 1 opisane reakcije neurona nakon ozljede mozga, posredovane su djelovanjem
transkripcijskih ¢imbenika koji moduliraju ekspresiju gena. lako su nakon ozljeda mozga bilo
koje etiologije, a tako 1 nakon TBI, aktivirani brojni transkripcijski ¢imbenici, nuzno je dobro
razumijevanje njihovog doprinosa k preZivljenju neurona. No, razlu¢ivanje svih funkcija
pojedinih transkripcijskih ¢imbenika aktiviranih nakon ozljede mozga iznimno je teSko zbog

sloZenosti ovog odgovora, kao i ¢injenice da se on proteze kroz duze vremensko razdoblje.
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Uloga NO u sekundarnom oSte¢enju mozga nakon traumatske ozljede bila je
predmetom mnogih dosadasnjih istrazivanja (120). NO, plinovita signalna molekula,
sintetizira se iz aminokiseline L-arginina djelovanjem endotelne (eNOS), neuronalne (nNOS)
ili inducibilne (iNOS) izoforme enzima NOS (120). Rezultati navedenih studija ukazuju da je
aktivnost eNOS 1 nNOS maksimalna ve¢ nekoliko sekundi do minuta nakon TBI, ali jednako
tako 1 da se vrlo brzo smanjuje na oko 50 % bazalne aktivnosti, te se na toj razini zadrzava sve
do 7 dana nakon ozljede (120-122). Suprotno navedenom, znacajna indukcija ekspresije
INOS, kao 1 povecana koncentracija NO (120, 123), zabiljezene su u humanoj i
eksperimentalnoj TBI (124-135), u vremenskom razdoblju od nekoliko sati do viSe dana
nakon TBIL.

Nakon humane TBI, iNOS imunoreaktivne stanice detektirane su ve¢ 6 sati nakon
traume (129), a povecana ekspresija ovog inducibilnog enzima perzistira i do 8 dana po TBI
(127). U ovim studijama, iNOS pozitivni su, osim neurona, infiltriraju¢i makrofazi i
neutrofili, potom mikroglija, astrociti, oligodendrociti te miSi¢ne stanice krvnih zila.

Nuklearni ¢imbenik kapa B (NF-xB) proteinski je kompleks koji kontrolira
prepisivanje mnogih gena ukljuenih u stani¢ni odgovor na podrazaje kao §to su stres,
citokini, slobodni radikali, ultraljubicasto zraCenje, te bakterijski ili virusni antigeni (136).
Osim §to NFkB ima vaznu ulogu u reguliranju imunoloskog odgovora na infekciju, ukljucen
je 1 u procese sinapticke plasti¢nosti i memorije (137). Ovaj proteinski kompleks, kojeg €ine
homo- ili heterodimeri, sastavljen je od razli¢itih podjedinica koje su c¢lanovi obitelji
strukturno povezanih proteina, tzv. Rel/NFkB proteina. Do sad je identicirano pet razli¢itih
Rel/NF«B proteina koji se mogu podijeliti u dvije grupe. Prvu grupu ¢ine RelA (p65), RelB 1
c-Rel, a zajednicko im je da svi posjeduju transaktivacijsku domenu koja im omogucava
transkripcijsku aktivnost. Druga grupa Rel/NF«B proteina, koju ¢ine NFkB1 (p50) i NFxB2

(p52), ne posjeduje transaktivacijsku domenu i ne mogu sami djelovati na prepisivanje DNA.
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Slika 2. Temeljni putevi aktivacije NFkB signalnog puta. NFxB se nalazi u citoplazmi stanice
vezan za inhibicijski IkBa protein. Aktivacijski signali pokrecu razlicite kaskadne reakcije
koji uzrokuju fosforilaciju 1 degradaciju IkBa proteina, oslobadanje i1 translokaciju NFkB
proteina u jezgru s posljedi¢nim djelovanjem na ekspresije mnogih gena. Skracenice: IKK,
IxB kinaza; IkBa, inhibitorni protein NFxB signalnog puta; NFkB, nuklearni ¢imbenik kapa
B; P, fosfatna skupina; DNA, deoksiribonukleinska kiselina.

Najces¢i oblik NFkB kompleksa sastoji se od RelA (p65) podjedinice i NFkB1 (p50) ili NF-
kB2 (p52) podjedinice.
U odgovoru na Stetne stani¢ne podrazaje NFkB se brzo aktivira. Naime, heterodimeri

NFkB se u inaktivnom stanju nalaze u citoplazmi, u kompleksu s jednim od inhibicijskih
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proteina obitelji IkB. Do danas je poznato sedam ¢lanova IkB obitelji proteina, IkBa, IkBf,
IxBy, Bcel-3, IkBNS, 1 IkB(, od kojih je najpoznatiji i najbolje proucen IkBa.

Razni ekstracelularni signali, posredstvom membranskih receptora, mogu aktivirati
enzim IkB kinazu (IKK) koja fosforilira IxB proteine §to rezultira njthovom ubikvitinacijom,
disocijacijom od NF«xB i eventualnom degradacijom od strane proteasoma (Slika 2.). Tako
oslobodeni, aktivirani NFkB translocira se u jezgru gdje se veze za specificne sekvence DNA,
te uz pomoc¢ ko-aktivatora potice prepisivanje brojnih gena ukljuc¢ujuci one koji se prepisuju u
citokine (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, interferon-y), proteine koji poticu smrt ili
prezivljenje stanica (Bcl-2, Bel-x1, Bel-xs, Bax, NIAP, p53, Myc, Fax), adhezijske molekule
(ICAM-1, VCAM, ELAM-1, E-selektin), COX-2, MnSOD, inducibilnu sintazu dusSikovog
oksida (iNOS), kao 1 mnoge druge proteine (137) (Slika 2.).

Proteini NFkB obitelji pronadeni su u mnogim strukturama SZS, no, za razliku od
aktivacije ovog proteinskog kompleksa u drugim, ne-neuralnim stanicama izvan SZS, koja je
povezana s patoloskim dogadajima, aktivacija NFkB u srediSnjem ZzivCevlju moze biti
potaknuta 1 ne-patoloSkim signalima, npr. neurotransmiterima.

Osim proupalnih ucinaka NF«kB, povezanih s neurodegeneracijom nakon TBI,
aktivacija ovog signalnog puta moze imati i suprotne, protektivne u¢inke. Dualna uloga NF«xB
jo$ uvijek nije do kraja objaSnjena. Jedno moguce tumacenje je da je aktivacija NFxB u
neuronima neuroprotektivna, a u glija stanicama neurotoksi¢na (138). Razli¢ite posljedice
aktivacije ovog transkripcijskog ¢imbenika objaSnjavaju se jos i razlikama u dimerima NF«B,
koji se aktiviraju nakon ozljede neurona. Naime, pronadeno je da aktivacija NFkB p50/p65
dimera poti€e prepisivanje proapoptotickih gena iz obitelji Bel-2, dok aktivacija c-Rel dimera
specifi¢no inducira Bcl-X(r) gene (139).

Aktivacija NFkB ima vaznu ulogu u patofizioloskim procesima mnogih neuroloskih

oboljenja, kao Sto su Parkinsonova, Alzheimerova i Huntigtonova bolest (140), ZariSna i
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globalna ishemija mozga (141, 142), te epilepsija (143). Aktivacija NFkB u neuronima, aliiu
ne-neuralnim stanicama u mozgu pronadena je, takoder, 1 nakon eksperimentalne TBI (126).
Pojacana ekspresija NFxB zabiljeZena je ve¢ jedan sat nakon ozljede, a u pojedinim stanicama

traje 1 do godinu dana nakon TBI (144).

1.2.3. Protektivni ¢imbenici u traumatskoj ozljedi mozga
1.2.3.1. Proteini toplinskog Soka

Proteini toplinskog Soka (engl. heat shock proteins, HSPs) su klasa funkcionalno
povezanih proteina koji su otkriveni 1962. godine (145). Moguce ih je podijeliti na
konstitutivne (Hsc) 1 inducibilne (Hsp) podtipove koji se razlikuju prema aktivnosti u
pojedinim uvjetima. Naime, u uvjetima u kojima nije prisutan stres u stanicama, Hsc djeluju
kao molekulski pratioci, tj. sudjeluju u procesu recikliranja proteina. Suprotno tome, u
uvjetima stresa aktiviraju se Hsp, te djeluju kao proteini odgovora na stres. Navedenoj klasi
proteina pripada 1 HSP70 familija, strukturno i funkcionalno ocuvana tijekom evolucije, te
ubikvitarno prisutna u organizmima, od bakterija do ljudi. Proteini, ¢lanovi obitelji HSP70, su
molekulski pratioci ovisni o ATP-u. Oni pomazu prilikom svijanja novostvorenih
polipeptidnih lanaca, potom pri njihovom prolasku kroz stanicne membrane, u stvaranju
multiproteinskih kompleksa, te u vodenju proteina prema lizosoma s ciljem njihove
razgradnje.

U slucaju utjecaja Stetnih Cimbenika na stanice, kao $to su toplina, ishemija ili
oksidativni stres, HSP70 moze djelovati neuroprotektivno. Nekoliko se mehanizama smatra
odgovornim za neuroprotekciju posredovanu s HSP70, kao $to su inhibicija otpuStanja
molekula pokretaca apoptoze citokroma ¢ 1 Smac/DIABLO iz mitohondrija, potom inhibicija
proapoptotickih ¢imbenika Apaf-1 1 AIF, povecanje razine klju¢nog antiapoptotickog proteina

Bcl-2, ofuvanje membranskog potencijala mitohondrija, modulacija upalnog odgovora,
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smanjenje proizvodnje ROS 1 regulacija aktivnosti metaloproteinaza matriksa. HSP70,
takoder, sprjecava agregaciju denaturiranih proteina ¢ime zaustavlja pokretanje procesa smrti
stanice (146-148). Stabiliziranjem membrane lizosoma, HSP70 sprjeCava otpuStanje Stetnih
lizosomalnih hidrolaza u citosol (149). Nadalje, nadeno je i da HSP70 smanjuje aktivaciju
NF«B, te posljedi¢no i prepisivanje upalnih gena (150, 151).

Konstitutivna izoforma ove obitelji HSP, Hsc70, prisutna je u svim stanicama.
Inducibilni Hsp70 slabo je prisutan u nestimuliranim stanicama, no njegov se izraZaj
povedéava prilikom djelovanja $tetnih podrazaja. Proteini HSP70 obitelji prisutni su u SZS-u u
kontrolnim uvjetima, te su izrazeni u neuronima i stanicama glije (152).

U humanoj TBI i u pojedinim eksperimentalnim modelima i zabiljeZene su promjene
ekspresije HSP70 u mozdanom tkivu nakon ozljede (153-175). Istrazivanja ekspresije HSP70
u ljudi ukazuju na znacajnu indukciju ovog gena u ozljedenom korteksu (163, 170) unutar
prva 24 sata nakon ozljede. Seidberg i sur. (170) analizirali su razine proteina obje izoforme
HSP70, a njihovi rezultati ukazuju na znacajno povecanu razinu Hsp70, ali ne i Hsc70 nakon
TBI u ljudi. Rezultati istrazivanja promjena ekspresija HSP70 u eksperimentalnoj TBI su
razli¢iti 1 ovise o koriStenom modelu. Veéina rezultata eksperimentalnih studija HSP70
ekspresije ukazuju na pojacano prepisivanje ovog gena u ozljedenom mozgu unutar prva 24
sata po TBI (163, 170). Takoder je nadeno da indukcija gena za HSP70 ili pretretman s

navedenim proteinom djeluju protektivno u modelima ozljede mozga (176, 177).

1.2.3.2. Neurotrofini
Neurotrofini su obitelj proteina koja ima vaznu ulogu u mnogim funkcijama SZS,
poglavito u stani¢noj diferencijaciji, prezivljavanju neurona, migraciji, dendrogenezi,

sinaptogenezi, te u sinapti¢koj plasticnosti (178). Obitelji neurotrofina pripadaju ¢imbenik
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rasta zivaca (engl. nerve growth factor, NGF), mozdani neurotrofni ¢imbenik (engl. brain-
derived neurotrophic factor, BDNF), neurotrofin-3 (NT-3) 1 neurotrofin-4/5 (NT-4/5).

BDNF je protein koji djeluje na neurone srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava,
pomaze prezivljavanje postojecih, a potiCe rast i diferencijaciju novih neurona 1 sinapsi (179).
Posebno je znacajno djelovanje BDNF u dijelovima mozga koji su ukljuceni u procese ucenja
1 pamcenja, te razmiSljanje 1 viSe intelektualne funkcije. Pokazano je takoder da BDNF potice
preZivljavanje 1 diferencijaciju dopaminergickih, kolinergickih, te cerebelarnih neurona (180-
182).

BDNF je obilno prisutan u SZS-u, poglavito u hipokampalnim strukturama,
mozdanom korteksu 1 amigdaloidnom kompleksu (183). Tijekom embrionalnog razvoja,
ekspresija BDNF se povecava. Najveca razina ekspresije navedenog proteina biljezi se nakon
poroda, a potom se znacajno ne smanjuje s dobi.

Svi neurotrofini, uklju¢uju¢i BDNF, sintetiziraju se kao pro-neurotrofini, tj. prekursori
koji podlijezu posttranslacijskim promjenama (179). Prekursor BDNF, proBDNF, prisutan je
u mnogim regijama SZS-a. Pro-neurotrofini se stvaraju u endoplazmatskom retikulumu,
prelaze potom u Golgijev aparat i nakupljaju se u trans-Golgijevoj mrezi u kojoj se mogu
prevesti u zreli BDNF (engl. mature BDNF, mBDNF). Novostvoreni mBDNF potom se
izlu€uje iz neurona ili se anterogradno transportira u dendrite 1 zavrSetke aksona od kuda se
otpusta, ovisno o elektricnoj aktivnosti neurona (184-187). BDNF se moze transportirati i
retrogradno, od nastavaka do tijela stanica (188-190).

Smatra se da mBDNF nastaje dijelom i vanstani¢cnim cijepanjem proBDNF,
djelovanjem proteaza matriksa, najvaznija od kojih je plazmin (191, 192). Kako je ovaj
neurotrofin naden i u neuronima koji nemaju sposobnost sinteze istog, smatra se da proBDNF
mogu preuzeti pre-, ali i postsinapticki neuroni (193). Iako se dugo mislilo da je samo

izluceni, mBDNF bioloski aktivan, a da je proBDNF iskljucivo prisutan u unutarstani¢nom
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odjeljku, recentnije studije pokazale su suprotno. Poznato je da je fiziolosko djelovanje
neurotrofina posredovano aktivacijom dvaju klasa transmembranskih receptora, Trk i p75™'~
(194). Tako mBDNF aktivira TrkB podtip receptora, dok p75™'® receptore aktiviraju zrele
forme neurotrofina, ali i njihovi prekursori (191).

Razli¢iti stresni dogadaji mogu utjecati na promjene ekspresije BDNF u SZS-u.
Znacajni porasti ekspresija mRNA, odnosno proteina BDNF, zamijeeni su u
eksperimentalnim modelima konvulzija (195), mozdanog udara (196), ozljede ledne mozdine
(197), kao 1 u eksperimentalnoj TBI (164, 198-200). Povecana ekspresija BDNF u

eksperimentalnoj TBI povezana je s kognitivnim i funkcionalnim oporavkom ozljedenih

zivotinja (199, 201, 202), a zabiljezena je 1 u pacijenata s TBI (203, 204).

1.3. Eksperimentalni modeli traumatske ozljede mozga

Tijekom posljednjih dvadesetak godina razvijeni su brojni eksperimentalni modeli TBI
budu¢i da je namjera se istrazivaca bila da, u laboratorijskim uvjetima, pokusaju reproducirati
klini¢ki iznimno heterogenu ozljedu. Iako ne postoji jedan model koji pokriva sve aspekte
patofiziologije TBI, njihova upotreba znacajno je povecala razumijevanje molekularnih i

celularnih reakcija tkiva kao 1 neurobihevioralnih ishoda nakon traume mozga.

1.3.1. Modeli ZariSne traumatske ozljede mozga

Najpoznatiji modeli TBI kojima se Zele istraZiti promjene prilikom Zari$ne ozljede su
model pada utega (engl. weight drop model) 1 model kontroliranog kortikalnog udara (engl.
controlled cortical impact, CCI).

Model pada utega jedan je od prvih razvijenih modela ekperimentalne TBI (205, 206).
U ovom se modelu koristi slobodno padaju¢i uteg koji udara o lubanju anestezirane Zivotinje

(najceSce Stakora ili miSa). TeZina ozljede mozZe se regulirati povecanjem mase utega ili
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promjenom visine s koje se otpusta uteg. lako se radi o brzo izvedivom i jednostavnom
modelu, znacajan nedostatak je relativno slaba kontrola jacine ozljede, posebno ukoliko se
zeli uzrokovati tezi stupanj ozljede koji je u ovom modelu ¢esto pracen frakturama lubanje, ali
1 tzv. sekundarnom, povratnom ozljedom.

U CCI modelu ozljeda se izaziva udarcem c¢vrstog impaktora u kraniotomijom
eksponiranu, neoSte¢enu tvrdu ovojnicu mozga (207). Impaktor je kontroliran stlatenim
zrakom, te se jakost udarca, odnosno vrijeme, brzina i dubina ozljede, mogu lako pratiti 1
podesavati. Ovaj tip ozljede moze se izvoditi nad medijalnom linijom ili lateralnim
korteksom. Za razliku od modela pada utega, CCI model sadrzi u sebi 1 pojedine

karakteristike difuznog oSte¢enja mozga.

1.3.2. Modeli difuzne traumatske ozljede mozga

Difuzna aksonalna ozljeda Cesta je upravo u teskoj klinickoj TBI. U eksperimentalnim
uvjetima reproducira se koriStenjem modela akceleracijskog udarca (engl. impact acceleration
model) (208). U ovom modelu koristi se plo¢ica od nehrdajuceg celika koja se postavlja na
eksponiranu lubanju Zivotinje. Na ploc¢icu se otpusta slobodno padajuci uteg, te se udarac
preko nje ravnomjerno rasporeduje po lubanji, minimiziraju¢i tako mogucénost fraktura kostiju
lubanje. Zivotinja je prilikom pokusa anestezirana i lezi slobodno na pjenastoj podlozi §to
doprinosi akceleracijskom aspektu ozljede.

Cernak 1 sur. (209) razvili su noviji model difuzne TBI u kojem se takoder koristi na
glavu Zivotinje pri¢vrsceni Celicni disk. Glava Zivotinje u ovom modelu poloZena je u gelom

ispunjen kalup u kojem se odvija deceleracija glave nakon udara zra¢nog vala o plocicu.
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1.3.3. Kombinirani model Zari$ne i difuzne traumatske ozljede mozga

Model lateralne ozljede tlakom tekucine (engl. lateral fluid percussion injury, LFPI)
uveden je 1989. godine (210). Jedan je od najces¢e koriStenih i najbolje karakteriziranih
modela TBI koji sadrzi karakteristike 1 zariSne 1 difuzne ozljede (211). lako je mjesto udarca
unilateralno, LFPI model uzrokuje bilateralnu ozljedu, kao 1 difuzno oSteCenje bijele tvari,
udaljeno od mjesta samog udarca (212-215). Radi se o klinicki najrelevantnijem modelu TBI
u Stakora 1 miSa koji omogucéava proucCavanje akutnih promjena u mozgu traumatiziranih

Zivotinja, ali 1 dugotrajnih bihevioralnih, fizioloskih 1 histoloSkh ishoda (16).

1.4. Farmakoterapija traumatske ozljede mozga

1.4.1. Sadasnje stanje

Sadasnje stanje u farmakoterapiji TBI nije zadovoljavajuce, a ona ukljucuje prevenciju
1 lije¢enje sekundarnih oSte¢enja mozga, te opée potporne mjere intenzivnog lijeCenja (216).
Iako je terapija TBI predmetom mnogobrojnih istrazivanja, jo§ uvijek u klinickoj medicini ne
postoje lijekovi dokazanog neuroprotektivnog djelovanja ¢ijom bi se primjenom znacajno
smanjilo neuralno oStec¢enje 1 poboljsao ishod lijecenja (217).

U pretklinickim istraZzivanjima TBI, a s ciljem neuroprotekcije, testirani su razli¢iti
lijekovi koji imaju antiekscitotoksi¢na ili antioksidativna ili protuupalna djelovanja, ali do
danas niti jedan pokuSaj translacije rezultata tih istrazivanja u klini¢ke studije nije se pokazao
uspjeSnim (218). Moguéi razlog neuspjeha testiranih lijekova u klini¢koj primjeni je
heterogenost patofiziologije TBI. Stoga se sve viSe traga za u¢inkovitim, multifunkcionalnim
lijekovima koji bi djelovali na razli¢ite Stetne procese koji se odvijaju u sklopu TBI, a koji u

eksperimentalnoj TBI jo$ nisu izucavani ili nisu poznati mehanizmi njihova djelovanja (217).
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1.4.2. Pioglitazon

Peroksisom proliferator-aktivirani receptori (PPAR) dio su superobitelji nuklearnih
receptora (219). Ovi receptori svoje ucinke ostvaruju tako da, nakon vezanja liganda,
heterodimeriziraju s retinoidnim X receptorom (RXR), te se nastali kompleksi, u kombinaciji
s razlicitim ko-aktivatorima ili ko-represorima, vezu za peroksisom proliferator elemente
odgovora (engl. peroxisome proliferator response elements, PPRE) na molekuli DNA (220,
221), putem kojih reguliraju prepisivanje gena koji kontroliraju metabolizam glukoze 1 lipida
(Slika 3.).

Identificirane su tri razli¢ite izoforme PPAR, a, &/p 1 vy, od kojih je izoforma PPARY
do danas najbolje proucena. Ova je izoforma prvobitno identificirana kao klju¢ni regulator
diferencijacije adipocita, metabolizma lipida 1 homeostaze glukoze (222). Prirodni, endogeni
ligandi PPARY su masne kiseline, prostaglandini 1 oksidirani derivati masnih kiselina. Osim
metabolickih, PPARy posreduju i1 druga bioloska dogadanja, kao S§to su regulacija stani¢ne
diferencijacije, apoptoze i upale (222). Slika 3. prikazuje klasi¢an slijed dogadaja uzrokovan
stimulacijom PPARY.

Tiazolidindioni (glitazoni) sintetski su ligandi PPARY koji se koriste u klinickoj praksi
kao oralni antidijabetici. Istrazivanja ucinjena unazad nekoliko godina pokazala su da
najpoznatiji  predstavnici skupine glitazona, pioglitazon 1 roziglitazon, djeluju
neuroprotektivno u modelima Parkinsonove (223, 224) i Alzheimerove bolesti (225), fokalne
mozdane ishemije (226-228), ozljede ledne mozdine (229-231), autoimunog
encefalomijelitisa (232) i epileptickog statusa (233).

Povoljni ucinci PPARy agonista u navedenim entitetima objasnjavaju se njihovim
protuupalnim, antioksidativnim i antiapoptotickim djelovanjima (234).

Nekoliko je potencijalnih objaSnjenja mehanuzma protuupalnih ucinaka PPARYy

agonista. Pokazano je da stimulacija PPARy moZe smanjiti aktivaciju mikroglije i makrofaga,
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Slika 3. Aktivacija peroksisom proliferator aktiviranog receptora-y (PPARY). Nakon vezanja
liganda, heterodimerizacijom PPARy s retinoidnim X receptorom (RXR), nastaje aktivni
transkripcijski kompleks koji se, uz dodatno povezivanje ko-aktivatora ili ko-represora, spaja
na peroksisom proliferator elemente odgovora (PPRE), te regulira prepisivanje specificnih
ciljnih gena.

te sprijeciti stvaranje i otpustanje proupalnih medijatora (235-241). Nekoliko je potencijalnih
objaSnjenja mehanizma protuupalnih ucinaka PPARy agonista. Jedno od tumacenja je
PPARy-posredovana blokada ekspresije gena ovisnith o NF«B transkripcijskom ¢imbeniku
(223). Nadalje, PPARy mozZe djelovati na transkripciju gena neovisno o vezanju na PPRE,
odnosno direktnim povezivanjem s drugim transkripcijskim ¢imbenicima, kao S$to su
nuklearni ¢imbenik aktiviranih T stanica (engl. nuclear factor of activated T cells, NF-AT),
aktivacijski protein-1 (AP-1) ili prenositelji signala i aktivatori transkripcije (engl. signal
transducers and activators of transcription, STAT) (222). Dodatno, stimulacija PPARy moZe

inhibirati fosforilaciju mitogenom aktiviranih proteinskih kinaza (MAPK), a time i prevenirati

o navednim kinazama ovisnu ekspresiju proupalnih gena (242).
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Antioksidativni ucinci stimulacije PPARy rezultat su razlicitih djelovanja. Naime,
agonisti PPARy smanjuju ekspresiju COX-2 (226, 243, 244) i iNOS (244), enzima koji
posreduju u stvaranju ROS, odnosno RNS. Nadalje, pokazano je da lijekovi ove skupine
znacajno djeluju na razine ekspresije i aktivnosti pojedinih antioksidativnih enzima, odnosno
na sadrzaj ne-enzimskih antioksidativnih molekula (226, 243, 245-247).

Antiapoptoticki ucinci agonista PPARy mogucée su rezultat prethodno opisanih
protuupalnih 1 antioksidativnih djelovanja, ali i1 direktnih djelovanja na mehanizme
programirane stani¢ne smrti. Tako, primjerice, aktivacijom PPARYy poti¢e se transkripcija
anti-apoptotickih ¢imbenika kao S§to su Bcl-2 (248, 249) 1 14-3-3¢ (250).

Ucinci primjene glitazona u eksperimentalnoj TBI do sad su proucavani u tri studije.
Yi i sur. (251) te Thal 1 sur. (252) istrazivali su ucinke roziglitazona u CCI modelu TBI. U
prvoj studiji, navedenim su lijekom ostvareni povoljni ucinci posredovani protuupalnim i
antioksidativnim mehanizmima, dok rezultati potonjeg istrazivanja ne doprinose tvrdnjama o
potencijalnom neuroprotektivnom djelovanju ovog specificnog PPARY agonista. Sauerbeck 1
sur. (253) 1 Thal 1 sur. (252) istrazivali su ucinke primjene pioglitazona u istom
eksperimentalnom modelu TBI. Rezultati navedenih studija govore u prilog protektivnog
ucinka pioglitazona u CCI modelu TBI, a koje je najvjerojatnije rezultat njegovog
protuupalnog djelovanja.

Za razliku od roziglitazona, koji je selektivan agonist PPARYy, pioglitazon dodatno
stimulira i PPARa, te se pojedini protuupalni ucinci ovog glitazona objaSnjavaju aktivacijom
potonje izoforme navedenih nuklearnih receptora (254). Pioglitazon se razlikuje od
roziglitazona 1 u jakosti, odnosno razini afiniteta prema PPARy. Naime, pioglitazon ostvaruje
antioksidativne 1 protuupalne ucinke u znatno niZim dozama od roziglitazona, koji ima oko

sedam puta jaci afinitet prema PPARYy (226).
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1.4.3. Enoksaparin

Enoksaparin, heparin niske molekularne mase (engl. low molecular weight heparin,
LMWH), primjenjuje se u klinickoj medicini s ciljem prevencije duboke venske tromboze i
pluéne embolije, te u lijeCenju akutnih zilnih tromboza (255). Antikoagulantni ucinak
enoksaparin ostvaruje poticanjem aktivnosti antitrombina III. Ovaj antikoagulans u
eksperimentalnoj TBI smanjuje mozdani edem i veliinu lezije, te poboljSava neuroloski i
kognitivni status ozljedenih Zivotinja (256, 257). To¢an mehanizam neuroprotektivnog ucinka
enoksaparina u eksperimentalnoj traumi mozga zasad nije razjaSnjen.

Smatra se da su enoksaparinom uzrokovana inhibicija razvoja posttraumatske
mikrotromboze (258), te stvaranja i Stetnih djelovanja trombina potencijalno vazni mehanizmi
smanjenja neuronalne ozljede (259). No, osim antikoagulantnih, ovaj LMWH posjeduje i ne-
antikoagulantne ucinke, poput protuupalnih i antioksidativnih djelovanja (257).

U odnosu na heparin, koji takoder ima neke od navedenih farmakoloSkih osobitosti,
enoksaparin ima 6 puta manju antitrombinsku 1 upola manju anti-Xa aktivnost. Ove osobitosti
¢ine ga sigurnijim spojem za uporabu u klini¢kim uvjetima, te je stoga primjena enoksaparina
povezana s nizim rizikom od krvarenja (257). Enoksaparin ima bolju bioraspoloZivost 1 dulji
u normoksicnim uvjetima, enoksaparin u visokim koncentracijama prolazi KMB, za razliku
od heparina koji nema tu sposobnost (257). Nadalje, tijekom hipoksije, ¢esto prisutne u tkivu
mozga nakon traumatske ozljede, znacajno se povecava propusnost KMB prema enoksaparinu

(257).
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2. Ciljevi istrazivanja



Iz prethodno navedenog u Uvodu 1 pregledu podrucja istrazivanja ovog doktorskog
rada razvidno je: 1. da sadaSnja znanja o mehanizmima oSte¢enja 1 oporavka mozga nisu
cjelovita, 2. da ucinci 1 mehanizmi djelovanja pioglitazona i enoksaparina u eksperimentalnoj
TBI nisu u cjelosti poznati.

Stoga ciljevi istrazivanja u ovom doktorskom radu, u modelu TBI, u Stakora, jesu:

1. odrediti stupanj oksidativnog oSteCenja lipida i1 proteina u razliitim regijama mozga
(parijetalni 1 entorinalni korteksi, hipokampus, talamus, cerebelum),

2. evaluirati aktivnosti antioksidativnih enzima, SOD 1 GSH-Px u gore navedenim moZdanim
strukturama,

3. odrediti razine ekspresija proteina od interesa (proupalnih ¢imbenika COX-2 i iNOS, kao i
IxBa, te BDNF 1 HSP70) u gore navedenim mozdanim strukturama,

4. evaluirati sadrzaj vode u razli¢itim mozdanim strukturama,

5. odrediti obrazac oSte¢enja tkiva i neuronalne degeneracije,

6. istraziti ucinke pioglitazona i enoksaparina na istrazivane pokazatelje oksidativnog stresa i

razine ekspresija proteina od interesa.
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3. Materijal i metode



3.1. Materijal

3.1.1. Pokusne Zivotinje i eticki aspekti istraZivanja

Svi pokusi ucinjeni su na odraslim Hannover-Wistar Stakorima muskog spola, tjelesne
mase 350 do 450 g. Zivotinje su hranjene standardnom hranom za §takore i pile su vodovodnu
vodu ad libitum. Zivijele su u uvjetima pravilnog izmjenjivanja razdoblja 12-satne svjetlosti i
tame, pri stalnoj sobnoj temperaturi od 20 °C.

Svi postupci na zivotinjama bili su provedeni sukladno zakonskim odredbama
Republike Hrvatske (Zakon o dobrobiti Zivotinja, NN19/99; Pravilnik o uvjetima drzanja
pokusnih Zivotinja, posebnim uvjetima za nastambe 1 vrstama pokusa, NN 176/2004).
Istrazivanja su bila provedena sukladno bioetickim standardima o provodenju pokusa na
Zivotinjama uz izbjegavanje nepotrebnih pokusa i patnje zivotinja, te u skladu s osnovama tzv.
3R pristupa: Replacement = nadomjeStanje zivotinja, Reduction = smanjenje broja zivotinja,

Refinement = oplemenjivanje postupaka prema Zivotinjama.

3.1.2. Lijekovi

U pokusima su koristeni sljede¢i lijekovi: pioglitazon (Axxora, LLC, San Diego, CA,
SAD), enoksaparin (Aventis Pharma Spécialites Maison-Alfort, Cedex, Francuska),
bupivakain (Marcaine®, AstraZeneca, Sodertilje, Svedska), izofluran (Abbott Laboratories

Ltd, Queenborough, UK), natrijev tiopental (Specia, Pariz, Francuska).

3.1.3. Kemikalije
RANSOD kit za odredivanje aktivnosti SOD i RANSEL kit za mjerenje aktivnosti
GSH-Px nabavljeni su od Randox Laboratories Ltd. (Crumlin, UK). OxyBlot'™ Protein

Oxidation Detection Kit kupljen je od Chemicon International (Temecula, CA, SAD).
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Supstrat za mjerenje proteina dobavljen je od Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA,
SAD). Sve ostale kemikalije nabavljene su od Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, SAD),

osim ako je drukcije navedeno.

3.1.4. Primarna protutijela
Za Western blot 1 imunohistokemijske analize koriStena su primarna protutijela

navedena u tablici 1.

Tablica 1. KoriStena primarna protutijela

Epitop | Domacin i klonalnost Proizvodacd Primjena
COX-2 | kozje poliklonsko Santa Cruz Biotechnology, SAD WB
COX-2 | zecje poliklonsko Abcam, Cambridge, UK HC
HSP70 |mi§je monoklonsko Abcam, Cambridge, UK WB
HSP70 |miSje monoklonsko Santa Cruz Biotechnology, SAD HC
iNOS | ze¢je poliklonsko Santa Cruz Biotechnology, SAD WB
IxBa | ze¢je monoklonsko Abcam, Cambridge, UK WB
BDNF | ze¢je monoklonsko Abcam, Cambridge, UK WB

Skracenice: WB, Western blot; IHC, imunohistokemija

3.1.5. Sekundarna protutijela
Za Western blot 1 imunohistokemijske analize koriStena su sekundarna protutijela

navedena u tablici 2.
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Tablica 2. KoriStena sekundarna protutijela

. Domadin i . . . .

Epitop Klonalnost Proizvodac Primjena
s .. kozje poliklonsko Dako Cytomation, Glostrup, WB, IHC
imunoglobulini Danska
!(01]1 o zedje poliklonsko Dako Cytomation, Glostrup, WB
imunoglobulini Danska
zeen - kozje monoklonsko Dako Cytomation, Glostrup, WB, I[HC
imunoglobulini Danska

Skrac¢enice: WB, Western blot; IHC, imunohistokemija

3.2. Metode

3.2.1. Traumatska ozljeda mozga u Stakora

Eksperimentalna trauma mozga u Stakora ucinjena je LFP modelom ozljede (210).
Zivotinje su anestezirane izofluranom, u smjesi kisika i dusikovog oksida, u omjeru 2:1, u
koncentraciji od 4 % prilikom indukcije, odnosno 2 % tijekom odrzavanja anestezije. Potom
su smjeStene na aparat za stereotaksiju, koza im je bila dezinficirana, a supkutano (s.c.)
ubrizgana 0,5 %-tna otopina bupivakaina. Nakon ucinjenog sagitalnog reza koze, prikazane su
kosti lubanje, te je trepanacijskim svrdlom ucinjen otvor u lubanji promjera 5 mm, pazeci
pritom da se o€uva tvrda ovojnica mozga. Kraniotomija je u¢injena iznad lijevog parijetalnog
korteksa, 3,4 mm lateralno od sagitalne suture i na sredini izmedu koronalnog 1 lambdoidnog
Sava. U mjesto otvora epiduralno je smjeStena, a potom, pomocu akrilnog ljepila i dentalnog
cementa, fiksirana Suplja plasti¢na spojnica tipa Luer-Lok (Slika 4.). Slobodni kraj navedenog
plasti¢nog nastavka ispunjen je fizioloSkom otopinom (0,9 % NaCl) i spojen na LFP aparat
neposredno prije izazivanja traume mozga. Prije indukcije LFP ozljede, Zivotinjama je
prekinuta opca anestezija, odnosno TBI je izazvana u trenutku kada je Zivotinja pokazala prvi

znak povratka svijesti.
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Slika 4. Anestezirana Zivotinja polozena na aparat za stereotaksiju. Plasti¢na spojnica tipa
Luer Lok fiksirana je epiduralno nad lijevim parijetalnim korteksom.

Slika S. Sustav za LFP ozljedu u Stakora: aparat za LFP ozljedu (A), osciloskop (B), racunalo
©).
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TBI u Stakora umjerene jakosti inducirana je pomocu aparata za LFP ozljedu (VCU
Biomedical Engineering Facility, Richmond, VA, SAD) (Slika 5.). Aparat se sastoji od
dugackog cilindra napravljenog od pleksiglasa 1 ispunjenog fizioloSkom otopinom. Na
jednom kraju cilindra smjeSten je pomic¢ni klip. Udarom bata o klip stvara se val tekucine koji
putuje duz cilindra do drugog kraja, na kojem je smjeStena zivotinja. Snaga vala prenosi se
preko tvrde ovojnice na tkivo mozga, te uzrokuje ozljedu. Na istom kraju aparata na kojem je
smjeStena Zivotinja, pri¢vrs¢en je 1 pretvornik, naprava koja omogucava pracenje promjena
tlaka tekuéine u sustavu. Naime, promjena tlaka tekuc¢ine u cilindru pomocu pretvornika
prenosi se u digitalni oblik, te se nastali val prati na racunalno podrZzanom osciloskopu
(PCS500, Velleman® Instruments, Gavere, Belgija). Ovakav sustav analogno-digitalnog
pra¢enja omogucava precizno doziranje intenziteta same ozljede, te je ona u ovom modelu
TBI visoko reproducibilna. U naSim uvjetima, TBI umjerene jakosti bila je uzrokovana
koriStenjem tlaka tekucine 1,8 - 2,2 atm (1,82 - 2,23 bara).

Nakon indukcije ozljede, zivotinje su bile apnoi¢ne, a u daljnje analize su ukljucene
samo one kod kojih prestanak disanja nije trajao dulje od 60 sekundi. Nakon povratka svijesti,
zivotinje su bile ponovno anestezirane primjenom izoflurana, uklonjen im je plasticni
nastavak, a potom svilenim Savom zatvorena koZa glave. Na ranu je potom primijenjena
antibiotska mast, a Stakori su vraceni u svoje kaveze. Sat vremena nakon operacije svim
Zivotinjama bilo je intraperitonealno (i.p.) injicirano 5 mL fizioloske otopine, te im je potom
omogucen slobodan pristup hrani i1 vodi. Lazno operirane Zivotinje bile su tretirane identi¢no,
osim §to im nije bila izazvana ozljeda mozga. U dijelu pokusa u kojima su proucavani
pokazatelji oStecenja mozga Stakora podvrgnutih traumatskoj ozljedi, navedene su Zivotinje

predstavljale kontrolnu skupinu.

3.2.2. Tretman lijekovima
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U dijelu pokusa u kojima su proucavani ucinci pioglitazona u TBI, traumatizirane
zivotinje jednokratno su, i.p., tretirane navedenim glitazonom, u dozi od 1 ili 3 mg/kg, 10
minuta nakon indukcije TBI. Zivotinjama kontrolne skupine aplicirano je otapalo, dimetil-
sulfoksid, 10 minuta nakon lazne TBI. Stakori su Zrtvovani 24 sata (za biokemijske,
histokemijske 1 imunohistokemijske analize) ili 48 sati nakon izazivanja traume mozga (u
svrhu odredivanja postojanja posttraumatskog edema mozga).

U dijelu pokusa u kojima su istraZzivani ucinci enoksaparina u TBI, pokusne su
zivotinje bile s.c. tretirane istrazivanim lijekom, u dozi 1 mg/kg 1 sat nakon indukcije TBI, te
s dodatnih 7 doza, primijenjenih svakih 6 sati nakon prve doze. Stakori kontrolne skupine bili
su lazno ozlijedeni, a otapalo (voda za injekcije) im je injicirano u navedenim vremenskim
intervalima nakon TBI. Sve Zivotinje u ovom dijelu istrazivanja bile su Zrtvovane 48 sati

nakon izazivanja TBI.

3.2.3. Biokemijske analize
3.2.3.1. Priprema uzoraka mozga za biokemijske analize

Za biokemijske analize, Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom, odstranjeni su im
mozgovi, stavljeni na led, te su odvojene ipsilateralne regije mozga. Uzorci tkiva brzo su
smrznuti na suhom ledu i pohranjeni na —80 °C do vremena analize. Odmrznuti uzorci tkiva
pojedinih regija homogenizirani su na ledu pomocu ultrazvuénog homogenizatora (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, SAD) u 20 mM Tris-HCI puferu, pH 7,4 (omjer mase tkiva i
volumena pufera 1:10). Alikvoti od po 150 uL homogenata su odvojeni za odredivanje razina
produkata lipidne peroksidacije i pohranjeni na — 80 °C do analize. Ostatak homogenata
potom je centrifugiran 10 minuta u rashladenoj (4 °C) centrifugi (Centurion Scientific, West
Sussex, UK) na 14000 x g. Nadsloj je odvojen i ponovno zamrznut na — 80 °C, a kasnije

upotrijebljen za odredivanje aktivnosti SOD i GSH-Px, te koncentracija proteina.
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3.2.3.2. Priprema uzoraka mozga za Western blot analize

U svrhu odredivanja stupnja oksidativnog oSte¢enja proteina i ekspresije razliCitih
proteina od interesa u istrazivanim regijama mozga Stakora koriStena je Western blot analiza.
Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom, odstranjeni su im mozgovi, stavljeni na led, te su
odvojene ipsilateralne regije mozga. Uzorci tkiva brzo su smrznuti na suhom ledu i pohranjeni
na — 80 °C do vremena analize. Nakon odmrzavanja, uzorci 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 Na3;VO,4, 1 mM PMSF, 24 ng/ul leupeptina, 35
pug/uL aprotinina, 1 % Triton X-100, 0,1 % SDS), 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.

3.2.3.3. Odredivanje razine produkata lipidne peroksidacije

Razine produkata lipidne peroksidacije u homogenatima tkiva odredivane su
spektrofotometrijskim mjerenjem reakcijskih proizvoda tiobarbiturne kiseline (engl.
thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) pomoc¢u metode koju su prvi opisali
Ohkawa 1 sur. (260), uz preinake po Callawayu 1 sur. (261). Homogenati tkiva (150 pL)
inkubirani su sa 75 puL 8,1 % natrij dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulphate, SDS) 10
minuta na sobnoj temperaturi, a potom im je dodano 925 pL 20 % acetatnog pufera (pH 3,5 s
5 M NaOH). Uzoreci su centrifugirani na 10000 xg 15 minuta. Alikvotima nadslojeva od po 1
mL dodan je isti volumen 0,8 % tiobarbiturne kiseline, a potom su uzorci inkubirani u
vodenoj kupelji 1 sat na 95 °C. Nakon hladenja uzoraka na ledu, dodana su 2 mL mjeSavine
n-butanola i piridina (15:1, v/v), a TBARS su ekstrahirani centrifugiranjem na 2200xg 10
min. Apsorbancija organskog nadsloja ocitana je na A = 532 nm. Vrijednosti dobivene za

slijepu probu (za koju je umjesto uzorka koriSten pufer za pripremu uzoraka) oduzete su od
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svih dobivenih mjerenja za uzorke. Malondialdehid (MDA) koriSten je kao vanjski standard

pomocu kojeg je napravljena kalibracijska krivulja.

3.2.3.4. Odredivanje stupnja oksidativnog oSteCenja proteina

Stupanj oksidativnog oSteCenja proteina odredivan je mjerenjem sadrzaja proteinskih
karbonilnih skupina Western blot analizom. Pritom je koriten OxyBlot™ kit (Chemicon
International, Inc., Temecula, CA, SAD) prema uputama proizvodaca.

Uzorci proteina (5 pL, koncentracija proteina normalizirana na 4 pg/ul), 5 uL 12 %
SDS 1 10 pl 20 mM 2,4-dinitrofenilhidrazona (2,4-DNPH) inkubirani su 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Derivatizacija uzoraka s 2,4-DNPH zaustavljena je dodavanjem 7,5 pL
neutralizacijske otopine (2 M Tris u 30 % glicerolu). Uzorci su potom razdvojeni
elektroforezom na 10 % poliakrilamidnom gelu, te preneSeni na nitroceluloznu membranu.
Nespecificna vezna mjesta na membranama blokirana su 1 % otopinom govedeg serumskog
albumina (engl. bovine serum albumin, BSA) u Tris puferiranoj fizioloSkoj otopini (engl.
Tris-buffered saline, TBS), pH 7,5 s Tween 20 (0,1 %) (TTBS) 1 sat na sobnoj temperaturi, a
potom inkubirana preko no¢i na 4 °C s primarnim ze¢jim anti-DNP protutijelom (1:150 u 1 %
otopini BSA u TTBS). Sljede¢i dan je membranama dodano sekundarno kozje protu-zecje
protutijelo konjugirano s peroksidazom iz hrena (engl. horseradish peroxidase, HRP) 1 sat na
sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, membrane su vizualizirane kemiluminiscencijom,
koriStenjem supstrata Pierce SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, SAD), pomocu sustava za imaging, opremljenog
programom za denzitometrijsku analizu (Kodak Image Station 440CF i Kodak 1D Image

Analysis Software, oboje Eastman Kodak, Rochester, NY, SAD).

3.2.3.5. Odredivanje razina aktivnosti antioksidativnih enzima
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Aktivnost SOD odredivana je metodom po McCordu i Fridovichu (33), koriStenjem
komercijalno dostupnog RANSOD kita, proizvodaca Randox Laboratories Ltd. (Crumlin,
UK). U ovoj metodi koriste se ksantin 1 ksantin oksidaza (XO) kako bi se stvorili superoksidni
radikali koji potom reagiraju s 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijevim kloridom
(LN.T.), te nastaje crvena formazinska boja. Enzim prisutan u uzorku natjece za se s LN.T. za
superoksidne radikale 1 time sprjecava stvaranje boje. Aktivnost SOD myjeri se sukladno

stupnju inhibicije ove reakcije, a prati se spektrofotometrijski na A = 505 nm.

. XO .
ksantin —— uri¢na kiselina + O}

LN.T. —2» formazinska boja

O;_ SO—D) 0O, + H,O,

Reakcijska smjesa volumena 1 mL sadrzi 0,05 mM ksantina, 0,025 mM LN.T., 40
mM CAPS (pH 10,2) 1 0.94 mM EDTA. Reakcija zapocinje istovremenim dodavanjem 50 pL
uzorka 1 150 pL XO (80 U/L) u zagrijanu (37 °C) reakcijsku smjesu. Nakon 30 sekundi,
oCitava se pocetna, a nakon dodatne 3 minute zavrSna apsorbancija. ProciS¢ena goveda
eritrocitna SOD koriStena je u jednakim uvjetima kako bi se izraCunala kalibracijska krivulja.
Svi su uzorci razrjedeni s 0,01 M fosfatnim puferom, pH 7,0, kako bi postotak inhibicije
1znosio izmedu 30 % 1 60 % od neinhibirane reakcije. Jedinica enzimske aktivnosti definirana
je kao koli¢ina enzima potrebna za 50 % inhibiciju promjene apsorbancije po minuti u odnosu
na neinhibiranu reakciju.

Aktivnost GSH-Px odredivana je metodom koju su opisali Paglia 1 Valentine (63).
Analize su bile ucinjene pomocu komercijalnog RANSEL kita proizvodaca Randox
Laboratories Ltd. (Crumlin, UK). Istrazivani enzim katalizira redukciju kumena
hidroperoksida uz istodobnu oksidaciju GSH. U prisustvu glutation reduktaze (GR) i
NADPH, oksidirani GSH se trenutno reciklira u reduciranu formu uz popratnu oksidaciju

NADPH u NADP".
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GSH-Px
2GSH + ROOH — > ROH + GSSG +H,0

GSSG + NAPDH + H' L NAPD' + 2GSH

Ova se reakcija prati spektrofotometrijski, a ocituje se kao smanjenje u apsorbanciji na
A = 340 nm. Stupanj smanjenja apsorbancije direktno je proporcionalan s aktivnosti GSH-Px
u uzorku. Reakcijska smjesa volumena 1 mL, koja sadrzi 4 mM GSH, 0,5 U/L GR 1 0,34 mM
NADPH u 0,05 M fosfatnom puferu (pH 7,2) s 4.3 mM EDTA, prethodno je zagrijana na 37
°C, a reakcija zapocinje istodobnim dodavanjem 40 uL. kumena hidroperoksida (0,18 mM) i
20 pL uzorka. Pocetna apsorbancija biljezi se nakon prve, a krajnja nakon dodatne 2 minute.
Jedinica aktivnosti GSH-Px definirana je kao koli¢ina enzima potrebna da stvori 1 pumol
NADP" iz NADPH u minuti, uz kori$tenje ekstincijskog koeficijenta za NADPH od 6220 (M
cm) ' na 340 nm. Vrijednosti dobivene za slijepu probu (za koju se umjesto uzorka koristi

pufer za pripremu uzoraka) oduzete su od svih zabiljezenih mjerenja za uzorke.

3.2.3.6. Western blot analize razine ekspresija proteina

Razine ekspresija razli¢itih proteina od interesa u tkivnim lizatima odredivane su
metodom Western blot. Pripremljeni uzorci, u kojima su koncentracije proteina bile
normalizirane na 3 ili 4 pg/uL, razdvojeni su elektroforezom, te preneseni na nitroceluloznu
membranu. Nakon blokiranja nespecificnith veznih mjesta na membranama pomocu
odgovarajueg pufera za blokiranje, dodana su primarna protutijela te su membrane
inkubirane preko no¢i na 4 °C. Drugi dan primijenjena su odgovarajuc¢a biotinilirana
sekundarna protutijela tijekom 1 sata, a potom tijekom 30 minuta konjugat streptavidin-HRP,
sve na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, membrane su vizualizirane kemiluminiscencijom
koristenjem supstrata Pierce SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo

Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, SAD). Kemiluminiscentna detekcija i kvantifikacija
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jaCine signala ucinjena je pomocu sustava za imaging, opremljenog programom za
denzitometrijsku analizu (Kodak Image Station 440CF 1 Kodak 1D Image Analysis Software,

oboje Eastman Kodak, Rochester, NY, SAD).

3.2.3.7. Odredivanje koncentracije proteina
Koncentracije proteina u uzorcima odredivane su metodom po Bradfordu (262),

koriStenjem procis¢enog BSA kao standarda.

3.2.4. Histokemijske i imunohistokemijske metode
3.2.4.1. Priprema mozgova za histoloSke analize

Patohistoloske 1 imunohistokemijske metode u€injene su na parafinskim preparatima
mozgova pokusnih zivotinja. Prilikom Zrtvovanja, natrijevim tiopentalom uspavane zivotinje,
transkardijalno su perfundirane hladnom puferiranom fizioloSkom otopinom, te prefiksirane 4
% paraformaldehidom. Nakon preparacije, mozgovi su uronjeni u navedeni fiksativ tijekom
sljedeca 20 do 24 sata. Parafinski preparati su pripremljeni dehidracijom tako pripremljenih
mozgova tretirajuci tkivo rastu¢im koncentracijama alkohola (od 50 % do 100 %), ksilolom 1
parafinom tijekom 24 sata, nakon €ega su pohranjeni na sobnoj temperaturi. U¢injeni su
koronalni rezovi debljine 3-4 pm koji su se potom koristili za histokemijske 1

imunohistokemijske analize.

3.2.4.2. Histokemijske analize

Za detekciju obrasca oStecenja tkiva i neuronalne degeneracije koriStena su uobicajena

bojanja hematoksilin-eozin i krezil violet.

3.2.4.3. Imunohistokemijske metode
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Regionalne distribucije ekspresija COX-2 1 HSP70 analizirane su imunohistokemijski.
Stakalca s rezovima mozgova prvo su deparafinizirana uranjanjem u ksilol, a zatim
rehidrirana kroz padajuce koncentracije etanola (od 100 % do 70 %) do destilirane vode.
Sekcije na kojima je analizirana ekspresija COX-2 podvrgnute su toplinom induciranom
razotkrivanju epitopa koriStenjem mikrovalne pecnice i citratnog pufera (10 mM, pH 6,0).
Nakon hladenja 1 blokiranja endogene peroksidazne aktivnosti 3 % H,0,, svi uzorci su
inkubirani s 5 % normalnim kozjim serumom (engl. normal goat serum, NGS) tijekom 1 sata,
a zatim su primijenjena primarna protutijela (anti-COX-2 1:200, anti-HSP70 1:100),
razrjedena u 5 % NGS/1 % BSA/TBS-Triton X-100 (0,025 %), preko noc¢i na 4 °C. Sljedeci
dan sekcije su inkubirane s odgovaraju¢im biotiniliranim sekundarnim protutijelima (protu-
ze€je 1:800, protu-misje 1:200), razrjedena u 5 % NGS/1 % BSA/TBS-Triton X-100 (0,025
%), 1 sat na sobnoj temperaturi. Nakon toga primijenjen je streptavidin-HRP konjugat, 30
minuta na sobnoj temperaturi. Sekcije su razvijene koriStenjem kromogena diaminobenzidina
(DAB) koji reakcijom s HRP stvara smedi precipitat.

Kao negativne kontrole u svim imunohistokemijskim bojanjima koristeni su histoloski
rezovi na koje je umjesto primarnih protutijela nanesen pufer za razrjedivanje protutijela.

Fotografije koronalnih rezova preparata mozga ucinjene su pomoc¢u Olympus DP70

kamere na Olympus BX51 mikroskopu (oboje Olympus, Japan).

3.2.5. Mjerenje edema mozga

Za potrebe testiranja u¢inaka traume na razvoj edema mozga, Stakori su zrtvovani 48
sati nakon LFP ili laZzne ozljede mozga. Mozgovi su brzo izvadeni te smjeSteni u matricu za
mozak (Stoelting, Chicago, IL, SAD) kako bi se $to to¢nije odijelili dijelovi mozga. Mozgovi
su prvotno rezani koronalnim rezom na poziciji bregma minus 1 mm (263) kako bi se odvojio

frontalni mozak (koji sadrzi frontalni korteks, bazalne ganglije i prednji bazalni dio mozga),
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koji je potom sagitalnim rezom odvojen na ipsilateralni (lijevi) i kontralateralni (desni) dio.
Ostatak mozga je potom diseciran kako bi se odvojili korteksi i hipokampusi. Kortikalni dio
je odvojen zajedno s eksternom kapsulom od podlijeZzeceg hipokampusa ventralno do rinalne
fisure. Cijeli hipokampusi obje strane mozga odvojeni su od ostatka mozga. Nadalje je
odvojen cijeli cerebelum, a prekolikularnom transekcijom je odvojeno i mozdano deblo.
Nakon disekcije, svaka regija je smjeStena na komade aluminijske folije 1 izvagana na
mikrovazi (Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD) ("mokra masa"). Potom su uzorci smjesteni
u ventilacijsku pe¢nicu na 100 °C tijekom 24 sata (264). Nakon isteka vremena, regije mozga
su ponovno izvagane ("suha masa"). Od svih izmjerenih masa oduzeta je masa folije. Postotak
sadrzaja vode u mozdanom tkivu izraunat je prema sljedecoj formuli:

"mokra masa"- "suha masa"
x 100

"mokra masa"

3.3. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podaci pohranjeni su u bazu podataka koriStenjem programa Microsoft
Office Excell® (Microsoft Corp., Redmond, WA, SAD). Dobiveni podaci izrazeni su kao
mjere sredi$njice i rasprSenja. Pri statistickoj obradi podataka usporedivane su vrijednosti
varijabli medu skupinama pri ¢emu su koriSteni parametrijski ili neparametrijski postupci
statistiCke raS¢lambe, ovisno o rezultatima testiranja normalnosti razdiobe podataka. Razina
od P < 0,05 smatrana je statisticki znaCajnom. Postupci statisti¢ke raSclambe ucinjeni su
pomoéu radunalne programske potpore STATISTICA® inacica 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,

SAD).
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4.1. Mozdano oStefenje i endogena neuroprotekcija u traumatskoj ozljedi mozga u

Stakora

4.1.1. HistoloSke analize mozZdanih promjena nakon traumatske ozljede mozga u Stakora

Koristenjem standardnih histoloskih, hematoksilin 1 eozin (Slike 6., 7. 1 8.), odnosno,
za neuralna tkiva specifi¢nog, krezil violet (Slika 9.) bojanja, analizirali smo promjene
prisutne u mozgu Stakora 24 sata nakon indukcije eksperimentalne TBI. Traumatska ozljeda
uzrokovala je znaCajno oSte¢enje tkiva mozga. Najjace oSte¢enje opaza se u ipsilateralnom
parijetalnom korteksu (Slika 6.) u kojem su vidljivi edem, intraparenhimna krvarenja,
mjestimi¢ni razdori tkiva, te znaCajan gubitak stanica, prije svega neurona, kao 1 infiltracija
upalnih stanica u ozljedeno tkivo. Na preparatima mozgova ozlijedenih Zivotinja vidljive su
piknoticke jezgre mrtvih neurona, te degenerirajuci, eozinofilni neuroni, trokutastog oblika.
Gubitak neurona je zamjetan i u hipokampusu (Slika 7.), s time da su najvise osteCene CA2 i
CA3 regije ove mozdane strukture. Znakovi neurodegeneracije zamjecuju se 1 u podrucju
talamusa (Slika 8.).

Na preparatima obojanim krezil violetom takoder je zabiljezen znaajan gubitak
neurona u ipsilateralnom parijetalnom korteksu, te u CA2 1 CA3 regiji ipsilateralnog

hipokampusa (Slika 9.).
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Slika 6. Mikrofotografije hematoksilinom i eozinom obojanih preparata koronalnih sekcija
parijetalnih korteksa Stakora kontrolne skupine (A, C, E) 1 zivotinja podvrgnutih
eksperimentalnoj traumatskoj ozljedi mozga (B, D, F). Mjesta intraparenhimnog krvarenja
oznacena su praznom strelicom. Degenerirani, piknoti¢ki neuroni oznaceni su glavama
strelica, a ozlijedeni, eozinofilni neuroni crnim strelicama. Mjesta perivaskularnog
nakupljanja neutrofila oznacena su zvjezdicom, dok su intraparenhimno migrirani neutrofili
obiljeZeni znakom ljestva. Linije skala: 500 um (A, B); 200 um (C, D); 50 pm (E, F).
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Slika 7. Mikrofotografije hematoksilinom i eozinom obojanih preparata koronalnih sekcija
hipokampusa Stakora kontrolne skupine (A, C) i Zivotinja podvrgnutih eksperimentalnoj
traumatskoj ozljedi mozga (B, D). Prikazane su sljedece regije hipokampusa: (A, B) CA2/3
(bregma -3,72) 1 (C, D) CA3 (bregma -4,80). Linije skala: 500 pum (A, B); 200 um (C, D).
Mjesta intraparenhimnog krvarenja oznacena su praznim strelicama. Degenerirani, piknoticki
neuroni oznaceni su glavama strelica, a ozlijedeni, eozinofilni neuroni crnim strelicama.

Slika 8. Mikrofotografije hematoksilinom i1 eozinom obojanih preparata koronalnih sekcija
dorzalnog talamusa Stakora kontrolne skupine (A) i Zivotinje podvrgnute eksperimentalnoj
traumatskoj ozljedi mozga (B). Strelice oznacavaju eozinofilne, ozlijedene neurone. Linija
skale: 200 um.
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Slika 9. Mikrofotografije krezil violetom obojanih preparata koronalnih sekcija parijetalnog
korteksa (A, B) i hipokampusa (C-F) Stakora kontrolne skupine (A, C, E) i zivotinja
podvrgnutih eksperimentalnoj traumatskoj ozljedi mozga (B, D, F). Linija skale: 200 pm.
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4.1.2. Oksidativno oStecenja lipida i proteina u razli¢itim moZdanim strukturama
Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Razine TBARS odredivane su u razli¢itim ipsilateralnim strukturama mozga Stakora s
namjerom da se istrazi postojanje oksidativnog oSte¢enja mozdanih lipida u Zivotinja
podvrgnutih TBI (Slika 10.). Statisticki znacajan ucinak LFP ozljede na mozdane lipide
pronaden je u parijetalnom korteksu [t = -3,295; P = 0,004] i hipokampusu [t = -2,574; P =

0,019].
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Slika 10. Razine TBARS (nmol MDA/mg proteina) u razli¢itim strukturama mozga Stakora
kontrolne skupine (KONTROLA) 1 zivotinja zZrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £+ SEM (n = 8-10). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od
pripadajuce kontrolne skupine.

Razine TBARS bile su povisene za 30 % u parijetalnom korteksu, te za 46 % u
hipokampusu, u usporedbi s vrijednostima TBARS (100 %) u odgovaraju¢im regijama lazno
ozlijedenih Zivotinja kontrolne skupine. Razine TBARS u ipsilateralnom talamusu [t = 1,021;
P = 0,321], entorinalnom korteksu [t = -0,651; P = 0,523] i cerebelumu [t = -0,117; P =
0,908] nisu bile znacajno promijenjene u odnosu na odgovarajuée kontrolne vrijednosti.

Oksidativno o$te¢enje mozdanih proteina procjenjivano je pomocéu Western blot

analize DNPH-derivatiziranih karbonilnih skupina oksidiranih proteina (Slika 11.).
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Slika 11. Uc¢inak TBI na razine oksidiranih proteina u razliitim strukturama mozga Stakora.
(A) Reprezentativni OxyBlot'™ bendovi u §takora kontrolne skupine (KONTROLA) i
zivotinja zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). (B) Razine proteinskih karbonila (% kontrole) u
Stakora kontrolne skupine (KONTROLA) i zivotinja Zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 4-6). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od odnosne
kontrolne skupine.

Reprezentativni primjeri Oxyblot'™ kitom analiziranih uzoraka ipsilateralnih regija
mozgova zivotinja kontrolne skupine i Stakora s TBI prikazani su na slici 11.A. Rezultati

denzitometrijskih mjerenja analiziranih uzoraka prikazani su na slici 11.B. Statisticka analiza
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Student t-testom pokazala je znaCajan u¢inak traume mozga na razine oksidiranih proteina u
parijetalnom korteksu [t = -5,521; P < 0,001] 1 hipokampusu [t = -2,393; P = (0,044]. Razine
oksidiranih proteina u Stakora s LFP ozljedom bile su povecane za 29 % u parijetalnom
korteksu, a za 32 % u hipokampusu u odnosu na razine zabiljeZene u Zivotinja kontrolne
skupine (100 %). U drugim istrazivanim regijama mozga nije otkriven znacajan ucinak
traume mozga na razine oksidiranih proteina (talamus: [t = -0,105; P = 0,919], entorinalni

korteks [t=0,234; P=0,821] 1 cerebelum: [t =-1,252; P =0,239]).

4.1.3. Aktivnosti antioksidativnih enzima u razli¢itim mozdanim strukturama Stakora
nakon traumatske ozljede mozga

Slika 12. prikazuje aktivnosti SOD u razliitim regijama mozga zivotinja s LFP
ozljedom, te u Stakora kontrolne skupine. Statisticka analiza Student t-testom nije pokazala
znacajan u¢inak TBI na aktivnosti navedenog antioksidativnog enzima niti u jednoj testiranoj
strukturi mozga.
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Slika 12. Aktivnosti SOD (U/mg proteina) u razli¢itim strukturama mozga Stakora kontrolne
skupine (KONTROLA) i zivotinja Zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). Stupci predstavljaju
srednje vrijednosti + SEM (n = 8-10).
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Na slici 13. prikazane su razine aktivnosti GSH-Px u testiranim mozdanim
strukturama u zivotinja s LFP ozljedom, kao 1 u lazno operiranih zivotinja kontrolne skupine.
Aktivnost GSH-Px u ipsilateralnom parijetalnom korteksu [t = -3,589; P = 0,002] 1
hipokampusu [t =-8,074; P < 0,001] zivotinja s LFP ozljedom bile su znac¢ajno vise u odnosu
na vrijednosti zabiljeZzene u odgovaraju¢im strukturama zivotinja kontrolne skupine.
Aktivnost GSH-Px u ipsilateralnom parijetalnom korteksu bila je viSa za 29 %, a u
hipokampusu za 26 % u odnosu na vrijednosti (100 %) kontrolne skupine. U ostalim
strukturama mozga nisu zabiljeZene statistiCki znacajne razlike izmedu razina aktivnosti ovog
enzima zabiljezenih u ozljedenih Zivotinja i u Stakora kontrolne skupine (talamus [t = -0,001;

P =0,999], entorinalni korteks [t =-1,415; P =0,179] i cerebelum [t =-0,776; P = 0,448)).
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Slika 13. Aktivnosti GSH-Px (U/mg proteina) u razli¢itim strukturama mozga Stakora
kontrolne skupine (KONTROLA) 1 zivotinja zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £+ SEM (n = 8-10). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od
pripadajuce kontrolne skupine.

4.1.4. Razine ekspresija proteina od interesa u razli¢itim moZdanim strukturama
Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Slika 14. prikazuje reprezentativne blotove 1 pripadajuée denzitometrijske analize

razina ekspresija COX-2 u razliitim regijama mozga Stakora kontrolne skupine i Stakora s
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TBI. Statisticke analize pokazale su da je, osim u cerebelumu [t =-1,294; P = 0,232], prisutan
znacCajan utjecaj traume na ekspresiju ovog enzima u istrazivanim regijama mozga. Ekspresija
COX-2 bila je povecana za 97 % u parijetalnom korteksu [t = 3,243; P = 0,012], 126 % u
hipokampusu [t = 5,905; P <0,001], 46 % u talamusu [t = 2,799; P = 0,023] 1 za 33 % u

entorinalnom korteksu [t = 3,043; P =0,016].
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Slika 14. Utjecaj TBI na ekspresije COX-2 u razli¢itim strukturama mozga Stakora. (A)
Reprezentativni uzorci blotova S$takora kontrolne skupine (KONTROLA) i zivotinja
zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). (B) Denzitometrijske analize blotova COX-2 (COX-2/B-
aktin omjer). Razine ekspresije COX-2 izraZzene su kao postotak srednje vrijednosti
pripadajuée kontrolne skupine £ SEM (n = 5). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od pripadajuce
kontrolne skupine.
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ImunohistoloSkom metodom analiziran je morfoloski obrazac ekspresije COX-2 u
kontrolnih zivotinja i u Stakora podvrgnutih eksperimentalnoj TBI (Slika 15.). U mozgovima
lazno operiranih Stakora opazaju se imunoreaktivne stanice, bilateralno u povr$nim 1 srednjim
slojevima korteksa, te u piramidalnom 1 granularnom stani¢cnom sloju hipokampusa. Najveci
broj detektiranih stanica morfoloski odgovara neuronima (velike stanice, velike jezgre,
vidljiva jezgrica, relativno oskudna citoplazma), ali se zamjecuje i odreden broj COX-2
pozitivnih manjih stanica prisutnih u mozdanom parenhimu, ali i u stijenkama krvnih zila 1
kapilara. U Zivotinja podvrgnutih LFP ozljedi znacajno je snaznije COX-2 imunobojanje u
razli¢itim mozdanim strukturama u odnosu na Stakore kontrolne skupine. U ozlijedenih
Zivotinja intenzivnije bojanje citoplazmi prije svega neurona, ali i potpornih stanica opaza se
u ipsilateralnom mozdanom korteksu i bilateralno u hipokampusu. COX-2 pozitivne stanice
detektiraju se u ozlijedenom parijetalnom korteksu, ali i u susjednom korteksu koji nije
primarno zahvacen traumatskom ozljedom. MnosStvo COX-2 imunoreaktivnih stanica
opazenih u ozljedenom korteksu morfoloski je promijenjeno, na nacin da neke pokazuju
znakove degeneracije (skvréena tijela neurona, trokutastog oblika, bez jasne citoplazme), a
neke djeluju piknoti¢ki. U ipsilateralnim hipokampusima ozlijedenih Zivotinja izrazito
intenzivno se bojaju neuroni CA2 1 CA3 regije, te hilusa i granularnog sloja stanica dentatnog
girusa. Neuroni pozitivni na COX-2 zamjecuju se 1 u peririnalnom podrucju, kao 1 u jezgrama

amigdaloidne strukture.
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Slika 15. COX-2 imunoreaktivnost u parijetalnom korteksu (A, B), hipokampusu (C, D),
talamusu (E, F), te entorinalnom korteksu (G, H) zivotinja kontrolne skupine (A, C, E, G) i
Stakora podvrgnutih TBI (B, D, F, H). Linije skala: 200 um (A-D); 50 um (E-F).
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Na slici 16.A prikazani su reprezentativni blotovi, a na slici 16.B denzitometijske
analize rezultata mjerenja razina ekspresija iNOS u razli€itim mozdanim strukturama Stakora
kontrolne skupine i zivotinja s traumom mozga.

Umjerena LFP ozljeda mozga statisticki je znacajno povecala razine ekspresija iNOS
u hipokampusu [t = 2,449; P =0,040] 1 talamusu [t = 4,071; P = 0,004]. U ostalim
istrazivanim regijama mozga Stakora (parijetalni korteks [t = 0,981; P =0,355], entorinalni
korteks [t=1,178; P =0,273], cerebelum [t = 0,470; P =0,651]) nije bilo znacajnog uinka

traumatske ozljede na ekspresiju iNOS (Slika 16.).
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Slika 16. Uc¢inak TBI na ekspresiju iNOS u razli¢itim strukturama mozga Stakora. (A)
Reprezentativni uzorci blotova S$takora kontrolne skupine (KONTROLA) i zivotinja
zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). (B) Denzitometrijske analize blotova iNOS (iNOS/B-aktin
omjer). Razine ekspresije iNOS izraZene su kao postotak srednje vrijednosti pripadajuce
kontrolne skupine £ SEM (n = 5). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od pripadajué¢e kontrolne
skupine.
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Promjene razina ekspresija IkBa u razliitim regijama mozga Zzivotinja kontrolne
skupine 1 Stakora podvrgnutih TBI prikazane su na slici 17. Prikazani su reprezentativni
blotovi (Slika 17.A) 1 njihove denzitometrijske analize (Slika 17.B).

StatistiCke analize pokazale su znacajan utjecaj traume na ekspresiju istrazivanog
proteina u parijetalnom korteksu [t =4,392; P =0,002], hipokampusu [t =2,408; P =0,043] 1
entorinalnom korteksu [t=3,711; P =0,006]. U talamusu [t = 1,233; P =0,252] i1 cerebelumu
[t=0,327; P =0,752] nije bilo znacajnih razlika u razinama ekspresije IxkBa izmedu lazno

ozlijedenih Zivotinja kontrolne skupine i Stakora s traumom mozga (Slika 17.).
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Slika 17. Uc¢inak TBI na ekspresiju IkBa u razliCitim strukturama mozga Stakora. (A)
Reprezentativni uzorci blotova S$takora kontrolne skupine (KONTROLA) i zivotinja
zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). (B) Denzitometrijske analize blotova IkBa (IxkBo/p-aktin
omjer). Razine ekspresije IkBa izraZzene su kao postotak srednje vrijednosti pripadajuce
kontrolne skupine + SEM (n = 5). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od pripadajuce kontrolne
skupine.
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Statisticke analize pokazale su znacajan ucinak traume na ekspresije protektivnog
proteina HSP70 u ipsilateralnim parijetalnom korteksu [t = 3,611; P = 0,007] 1 cerebelumu [t
=2,432; P = 0,041] ozlijedenih zivotinja (Slika 18.). Ekspresija navedenog proteina bila je u
parijetalnom korteksu za 18 %, a u cerebelumu za 22 % niZza u odnosu na vrijednosti
zabiljezene u lazno operiranih zivotinja. U ostalim istrazivanim regijama, hipokampusu [t =
1,195; P = 0,266], talamusu [t = 1,869; P = 0,099] i entorinalnom korteksu [t = 1,216; P =
0,259], sadrzaj ovog proteina-molekulskog pratioca nije se statisticki znac¢ajno mijenjao pod

utjecajem traume mozga (Slika 18.B).

[as]
~

o
[

>
KONTROLA
KONTROLA
KONTROLA
ONTROLA
KONTROLA

o)
[

e}
'_

TBI
K

HSP70 ——— o — — — — — — —— —.
B-aktin G G S S— S— . D T S—

PARIJETALNI HIPOKAMPUS TALAMUS ENTORINALNI CEREBELUM
KORTEKS KORTEKS
B 140 + ] KONTROLA
1 1BI
120 - I I
100 - T T T T T
. I

©

o
1

H

[e2]
o
1

HSP70/B-aktin omjer (% KONTROLE)
N
o

N
o
1

PARIJETALNI HIPOKAMPUS TALAMUS ENTORINALNI CEREBELUM
KORTEKS KORTEKS

Slika 18. Ucinak TBI na ekspresiju HSP70 u razli¢itim strukturama mozga Stakora. (A)
Reprezentativni uzorci blotova Stakora kontrolne skupine (KONTROLA) i zivotinja
zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). (B) Denzitometrijske analize blotova HSP70 (HSP70/p-
aktin omjer). Razine ekspresije HSP70 izrazene su kao postotak srednje vrijednosti
pripadajuée kontrolne skupine £ SEM (n = 5). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od pripadajuce
kontrolne skupine.
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Nalaz snizene ekspresije HSP70 proteina u parijetalnom korteksu ozlijedenih, u
odnosu na zivotinja kontrolne skupine, potvrden je 1 imunohistokemijskom analizom, koja je

prikazana na slici 19.

A B

Slika 19. HSP70 imunoreaktivnost u parijetalnom korteksu Zivotinja kontrolne skupine (A,
C), te u Stakora s TBI (B, D). Linija skale: 200 pm.

Ekspresije proBDNF u hipokampusu [t = 2,315; P = 0,049] 1 entorinalnom korteksu [t
=3,357; P =0,010] statisticki su se znac¢ajno razlikovale u odnosu na ekspresije detektirane u
odgovaraju¢im regijama Zivotinja kontrolne skupine (Slika 20.). U hipokampusu i
entorinalnom korteksu zabiljezene su vece koli¢ine navedenog proneurotrofina u Zivotinja s
TBIL i to za 16 % u hipokampusu, odnosno 45 % u entorinalnom korteksu (Slika 20.B). Pod
utjecajem traume ekspresija proBDNF nije se znacajno mijenjala u parijetalnom korteksu [t =

0,840; P=0,426], talamusu [t=0,133; P =0,897] i cerebelumu [t = 1,947; P = 0,087].
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Slika 20. Ucinak TBI na ekspresiju proBDNF u razli¢itim strukturama mozga Stakora. (A)
Reprezentativni uzorci blotova S$takora kontrolne skupine (KONTROLA) i zivotinja
zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). (B) Denzitometrijske analize blotova proBDNF
(proBDNF/B-aktin omjer). Razine ekspresije proBDNF izrazene su kao postotak srednje
vrijednosti pripadajuc¢e kontrolne skupine + SEM (n = 5). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od
pripadajuce kontrolne skupine.

Slika 21. prikazuje reprezentativne blotove 1 odgovarajuce denzitometrijske analize
ekspresija mBDNF u istraZzivanim moZzdanim strukturama Zivotinja kontrolne skupine 1
Stakora podvrgnutih TBI. Statisti¢ke analize su pokazale da je sadrzaj ovog proteina statisticki
znacajno nizi u hipokampusu zivotinja s TBI [t = 3,409; P = 0,009]. U ostalim regijama
mozga nisu zabiljeZene znacajne razlike u ekspresijama ovog neurotrofina izmedu
traumatiziranih Stakora i1 Zivotinja kontrolne skupine (parijetalni korteks [t = 1,268; P =

0,240], talamus [t = 0,341; P = 0,742], entorinalni korteks [t = 1,335; P =0,219], cerebelum [t

=1,356; P=0,212]).
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Slika 21. Ucinak TBI na ekspresiju mBDNF u razli¢itim strukturama mozga Stakora. (A)
Reprezentativni uzorci blotova Stakora kontrolne skupine (KONTROLA) i zivotinja
zrtvovanih 24 h nakon TBI (TBI). (B) Denzitometrijske analize blotova mBDNF (mBDNF/B-
aktin omjer). Razine ekspresije mBDNF izrazene su kao postotak srednje vrijednosti
pripadajuce kontrolne skupine + SEM (n = 5). * P < 0,05; zna€ajno razli¢ito od pripadajuce
kontrolne skupine.
4.1.5. Edem mozga u razli¢itim moZdanim strukturama Stakora nakon traumatske
ozljede mozga

Rezultati analize regionalnog sadrZaja vode u razliitim regijama mozga testiranih
Zivotinja prikazani su na slici 22. U usporedbi s laZzno operiranim Zivotinjama, Stakori koji su
bili podvrgnuti LFP ozljedi imali su znafajan edem mozga u ipsilateralnom parijetalnom
korteksu [t = -2,504, P = 0,025] 1 hipokampusu [t = -3,745, P = 0,002], potom
kontralateralnom, desnom parijetalnom korteksu [t = -3,407, P = 0,004], te cerebelumu [t = -
2,809, P = 0,014]. Postotni sadrzaj vode u ipsilateralnom parijetalnom korteksu kontrolnih

zivotinja bio je 80,18 %, a u ozlijedenih 81,36 %, dok su izmjerene vrijednosti sadrzaja vode

za kontralateralni (desni) parijetalni korteks iznosile 78,29 % u kontrolnih, odnosno 78,68 %
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Slika 22. Utjecaj TBI na sadrzaj vode u razli¢itim strukturama mozga Zivotinja kontrolne
skupine () i $takora s TBI (). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 8).

* P <0,05; znacajno razlicito od pripadajuce kontrolne skupine.

u ozlijedenih Zivotinja. Ipsilateralni hipokampusi Zivotinja s laZznom ozljedom imali su 80,06
%, dok je u ozlijedenih Stakora u istoj strukturi mozga izmjereno 80,56 % sadrzaja vode. U
zivotinja kontrolne skupine izmjereno je 77,11 % vode u cerebelumima, a ista struktura u
Stakora podvrgnutih TBI imala je 77,53 % sadrzaja vode. U ostalim istrazivanim regijama i

strukturama (ipsilateralni i1 kontralateralni frontalni mozak, kontralateralni hipokampus,

mozdano deblo) nije zabiljeZen znacaj utjecaj traume na tkivni sadrzaj vode (Slika 22.)
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4.2. Utjecaj pioglitazona na pokazatelje moZdanog oStefenja i endogene neuroprotekcije

u parijetalnom korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

4.2.1. Utjecaj pioglitazona na oksidativho oSteéenje lipida i proteina u parijetalnom
korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Slika 23. prikazuje TBARS razine u ipsilateralnom parijetalnom korteksu 1
hipokampusu zivotinja s laznom TBI tretiranih otapalom, te zivotinja s TBI kojima je
aplicirano otapalo, odnosno pioglitazon u dozi od 1 ili 3 mg/kg. Analiza varijanci nije
pokazala statisticki znaCajnu razliku u razinama oksidativno promijenjenih mozdanih lipida u
parijetalnom korteksu [F(2,27) = 3,235; P = 0,055] izmedu istrazivanih eksperimentalnih
skupina, za razliku od hipokampusa [F(2,27) = 5,503; P = 0,010] u kojem je zabiljezen
znaCajan ucinak tretmana na razinu oksidativnog oStecenja lipida. Duncanovim testom dalje
su analizirane znacajnosti razlika srednjih vrijednosti izmedu pojedinih skupina zivotinja. U
hipokampusu, ali ne i u parijetalnom korteksu, detektiran je znaCajan ucinak tretmana
pioglitazonom na razine TBARS u ozlijjedenih Zivotinja. Naime, sadrZaj oksidiranih lipida u
parijetalnom korteksu ozlijedenih Zivotinja, kojima je injiciran lijek u dozi 1 mg/kg, bio je
manji u odnosu na onaj izmjeren u ozlijedenih, otapalom tretiranih Stakora, no, nije dosegnuta
razina statisticke znacajnosti (P = 0,055). Suprotno navedenom, u hipokampusu je ucinkovita
bila visa doza pioglitazona, te je u ovoj regiji mozga zabiljezena statisticki znaajno manja
razina oksidativno oSte¢enih mozdanih lipida u ozlijedenih Zivotinja tretiranih pioglitazonom
u dozi od 3 mg/kg u odnosu na hipokampalne razine TBARS izmjerene u ozlijedenih Stakora
kojima je injicirano otapalo.

Slika 24. prikazuje reprezentativne blotove oksidiranih proteina parijetalnog korteksa i
hipokampusa 1 pripadajuc¢e denzitometrijske analize u Stakora istraZivanih eksperimentalnih

skupina. Biljezi se statisticki znacajan ucinak tretmana na razine oksidiranih proteina u
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Slika 23. Ucinak pioglitazona na razine TBARS (nmol MDA/mg proteina) u (A) parijetalnom
korteksu i (B) hipokampusu 24 h nakon TBI. Stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3 mg/kg (TBI + PIO3).
Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 10). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od
skupine TBI + OTAPALO.

parijetalnom korteksu [F(2,12) = 23,455; P <0,001], ali ne i u hipokampusu [F(2,12) = 0,021;
P = 0,980]. Naime, tretman istrazivanim PPARy agonistom znacajno je smanjio razine
oksidiranih kortikalnih proteina, pri ¢emu je ucinkovitija bila niZza doza pioglitazona (Slika

24.B). Razine se oksidativno oSteCenih proteina u hipokampusima Zivotinja podvrgnutih

eksperimentalnoj TBI nisu mijenjale pod utjecajem tretmana pioglitazonom (Slika 24.D).
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Slika 24. Ucinak pioglitazona na razine oksidiranih proteina u parijetalnom korteksu (A, B) i
hipokampusu (C, D) 24 h nakon TBI u $takora. Prikazani su reprezentativni Oxyblot ™
bendovi (A, C) i pripadajuée denzitometrijske analize (B, D). Stakori s TBI tretirani otapalom
(TBI + OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3 mg/kg (TBI +
PIO3). Vrijednosti izrazene kao % kontrole. Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n
= 5). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od TBI + OTAPALO skupine; fp< 0,05; znacajno
razli¢ito od TBI + PIO1 skupine.
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4.2.2. Utjecaj pioglitazona na aktivnosti antioksidativnih enzima u parijetalnom
korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Analiza varijanci nije pokazala znacajan ucinak primjene pioglitazona na aktivnosti
SOD u parijetalnom korteksu [F(2,27) = 2,322; P = 0,117], niti u hipokampusu [F(2,27) =

1,815; P =0,182] eksperimentalnih zivotinja (Slika 25.).
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Slika 25. Uc¢inak pioglitazona na aktivnosti SOD (U/mg proteina) u parijetalnom korteksu (A)
i hipokampusu (B) $takora 24 h nakon TBI Stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3 mg/kg (TBI + PIO3).
Stupci predstavljaju srednje vrijednosti = SEM (n = 10).
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Slika 26. U¢inak pioglitazona na aktivnosti GSH-Px (U/mg proteina) u parijetalnom korteksu
(A) 1 hipokampusu (B) Stakora 24 h nakon TBI. Kontrolna skupina (KONTROLA); Stakori s
TBI tretirani otapalom (TBI + OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1)
ili 3 mg/kg (TBI + P103). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti = SEM (n = 10). * P <0,05;
znacajno razli¢ito od TBI + OTAPALO skupine; * P < 0,05; znagajno razli¢ito od TBI + PIO1
skupine.

Aktivnosti drugog istraZzivanog antioksidativnog enzima, GSH-Px, u parijetalnom
korteksu [F(2,27) = 7,037; P < 0,001] i hipokampusu [F(2,27) = 5,731; P = 0,008] Zivotinja

istrazivanih eksperimentalnih skupina znacajno su se razlikovale (Slika 26.). U parijetalnom
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korteksu, primjena pioglitazona u dozi od 3 mg/kg uzrokovala je smanjenje aktivnosti
istrazivanog antioksidativnog enzima u odnosu na vrijednosti zabiljezene u ozlijedenih
Stakora tretiranth s 1 mg/kg pioglitazona (Slika 26.A). U hipokampusu, pioglitazon
primijenjen u dozi od 3 mg/kg znacajno je povisio razinu aktivnosti GSH-Px u odnosu na
rezultate izmjerene u zivotinja podvrgnutih TBI, a kojima je bilo injicirano otapalo, odnosno

pioglitazon u nizoj dozi (Slika 26.B).

4.2.3. Utjecaj pioglitazona na razine ekspresija proteina od interesa u parijetalnom
korteksu i hipokampusu $takora nakon traumatske ozljede mozga

Rezultati analize utjecaja primjene pioglitazona na ekspresije COX-2 u parijetalnom
korteksu 1 hipokampusu Stakora podvrgnutih eksperimentalnoj TBI prikazani su na slici 27.
StatistiCki znacajan utjecaj tretmana na Western blotom odredivane razine ekspresija COX-2
nije zamijecen je istraZivanim regijama mozga (parijetalni korteks [F(2,12) = 1,107; P =
0,362], hipokampus [F(2,12) = 0,473; P = 0,634]) (Slika 27.B 1 D). Iz prikazanih rezultata
razvidno je kako tretman pioglitazonom nije utjecao na sadrzaj COX-2 proteina u
istrazivanim mozdanim regijama.

Na slici 28. prikazani su reprezentativni blotovi 1 pripadajuc¢e denzitometrijske analize
ekspresije INOS u parijetalnom korteksu 1 hipokampusu zivotinja istraZivanih
eksperimentalnih skupina. U parijetalnom korteksu ekspresija ovog proupalnog enzima nije se
mijenjala pod utjecajem tretmana [F(2,12) = 0,135; P = 0,875] (Slika 28.B). Suprotno
navedenom, sadrzaj istraZivanog proteina u hipokampusu ozlijedenih Zivotinja tretiranih
pioglitazonom u dozi od 3 mg/kg bio je znacajno nizi u odnosu na razine ekspresije proteina u
Stakora s TBI, a tretiranih otapalom [F(2,11) = 4,420; P = 0,039]. Doza pioglitazona od 1

mg/kg nije utjecala na razinu iNOS u hipokampusu ozlijedenih zZivotinja (Slika 28.D).
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Slika 27. Ucinak pioglitazona na ekspresije COX-2 u parijetalnom korteksu (A, B) 1
hipokampusu (C, D) Stakora 24 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova COX-2 (COX-2/B-aktin
omjer). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5). Stakori s TBI tretirani
otapalom (TBI + OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3 mg/kg

(TBI + PIO3).
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Slika 28. Ucinak pioglitazona na ekspresije iNOS u parijetalnom korteksu (A, B) i
hipokampusu (C, D) Stakora 24 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova iNOS (iNOS/B-aktin
omjer). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti = SEM (n = 4-5). Stakori s TBI tretirani
otapalom (TBI + OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3 mg/kg
(TBI + PIO3). * P < 0,05; znacajno razlicito od TBI + OTAPALO skupine, fp< 0,05;
znacajno razlic¢ito od TBI + PIO1 skupine.
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Western blot metodom analizirane su proteinske ekspresije IkBa u parijetalnim
korteksima 1 hipokampusima Stakora istrazivanih eksperimentalnih skupina 24 sata nakon
eksperimentalne TBI. Analiza varijanci nije pokazala znacajan utjecaj primjene pioglitazona
na razine ekspresije navedenog parametra u testiranim mozdanim strukturama (parijetalni
korteks [F(2,12) = 0,736; P = 0,499]; hipokampus [F(2,12) = 0,138; P = 0,872]) (Slika 29.).

Tretman pioglitazonom nije utjecao niti na razine ekspresije HSP70 u parijetalnom
korteksu [F(2,12) = 1,656, P = 0,232] 1 hipokampusu [F(2,12) = 0,757, P = 0,490] zivotinja s
TBI. Naime, razine ekspresija navedenog proteina u zivotinja s TBI tretiranih testiranim
PPARY agonistom u dozi od 1 ili 3 mg/kg nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale u odnosu na
vrijednosti eksperimentalno ozlijedenih Zivotinja kojima je injicirano otapalo (Slika 30.).

U parijetalnom korteksu i1 hipokampusu zivotinja istrazivanih skupina analizirane su
ekspresije proBDNF i mBDNF. U parijetalnom korteksu zabiljezen je znacajan utjecaj
tretmana na razinu proBDNF [F(2,12) = 4,064, P = 0,045]. U ovoj regiji ekspresija proBDNF
bila je znaCajno veca u Stakora tretiranih objema dozama lijeka u odnosu na ozlijedene
zivotinje kojima je injicirano otapalo (Slika 31.B). Suprotno navedenom, u hipokampusu nisu
zabiljezene znacajne promjene ekspresije istrazivanog proneurotrofina [F(2,12) = 1,058; P =
0,377] u zivotinja tretiranih koriStenim glitazonom u odnosu na Stakore s TBI, a kojima je
aplicirano otapalo (Slika 31.D).

Glede analize ekspresije mBDNF 1 utjecaja tretmana, znacajne razlike izmedu
pojedinih eksperimentalnih skupina zabiljezene su u hipokampusu [F(2,12) = 12,744; P =
0,001], ali ne i u parijetalnom korteksu [F(2,12) = 2,351; P =0,138] (Slika 32.). Primjena obje
doze pioglitazona znacajno je povecala sadrzaj mBDNF u hipokampusima ozlijedenih
Zivotinja u odnosu na vrijednosti izmjerene u istoj regiji otapalom tretiranih, ozlijedenih

Zivotinja.
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Slika 29. Ucinak pioglitazona na ekspresije IkBa u parijetalnom korteksu (A-B) 1
hipokampusu (C-D) stakora 24 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni blotovi analize ekspresije
IxkBa. (B, D) Denzitometrijske analize blotova IkBa (IxkBo/p-aktin omjer). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5). Stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO); stakori s TBI tretirani pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3
mg/kg (TBI + PIO3).
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Slika 30. Ucinak pioglitazona na ekspresije HSP70 u parijetalnom korteksu (A-B) 1
hipokampusu (C-D) stakora 24 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni blotovi analize ekspresije
HSP70. (B, D) Denzitometrijske analize blotova HSP70 (HSP70/B-aktin omjer). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM (n = 5). Stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO); Stakori s TBI tretirani pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3
mg/kg (TBI + PIO3).

73



TBI TBI TBI
+ + +
OTAPALO PIO1 PIO3

POEDNF gy . A
Bakin e e a——

proBDNF/B-aktin omjer

0.00 ; T
TBI + OTAPALO TBI + PIO1 TBI + PIO3

TBI TBI TBI
+ + +

OTAPALO P101 P103

proBDNF i " A
Bkl . . .

D 0.6

0.5 -

0.4 -

0.3 A

0.2 A

proBDNF/B-aktin omjer

0.1 A

0.0 ; :
TBI + OTAPALO TBI + PIO1 TBI + PIO3

Slika 31. Ucinak pioglitazona na ekspresije proBDNF u parijetalnom korteksu (A-B) 1
hipokampusu (C-D) Stakora 24 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova proBDNF (proBDNF/B-
aktin omjer). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 5). Stakori s TBI tretirani
otapalom (TBI + OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3 mg/kg
(TBI + PIO3). * P <0,05; znacajno razlicito od TBI + OTAPALO skupine.
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Slika 32. Ucinak pioglitazona na ekspresije mBDNF u parijetalnom korteksu (A, B) i
hipokampusu (C, D) Stakora 24 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova mBDNF (mBDNF/B-aktin
omjer). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti = SEM (n = 5). Stakori s TBI tretirani
otapalom (TBI + OTAPALO) ili pioglitazonom u dozi od 1 mg/kg (TBI + PIO1) ili 3 mg/kg
(TBI + P103). * P <0,05; znacajno razli¢ito TBI + OTAPALO skupine.
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4.3. Utjecaj enoksaparina na pokazatelje moZdanog oSteenja i endogene
neuroprotekcije u parijetalnom korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske

ozljede mozga

4.3.1. Utjecaj enoksaparina na oksidativno oSte¢enje lipida i proteina u parijetalnom
korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Na slici 33. prikazani su rezultati mjerenja razina produkata lipidne peroksidacije u
parijetalnom korteksu i1 hipokampusu Stakora kontrolne skupine (laZzno operirane Zivotinje
kojima je injicirano otapalo), odnosno Stakora s eksperimentalnom TBI tretiranih otapalom ili
enoksaparinom. Jednosmjerna ANOVA pokazala je statisticki znacajan utjecaj tretmana na
kortikalne razine TBARS [F(2,21) = 6,806; P = 0,005] u nasim eksperimentalnim uvjetima.
Duncan test viSestruke usporedbe pokazao je da su razine TBARS u parijetalnim korteksima
ozlijedenih Zivotinja, tretiranih otapalom ili enoksaparinom, bile znacajno viSe u odnosu na
vrijednosti izmjerene u Stakora kontrolne skupine. Primjena istrazivanog heparina niske
molekularne mase nije znacajno utjecala na kortikalnu razinu ovog parametra u Stakora s TBI.

Statisticke analize rezultata, dobivenih mjerenjem razine TBARS u uzorcima
hipokampusa Zivotinja pojedinih eksperimentalnih skupina, pokazale su znacajan utjecaj
traume, odnosno primjene lijeka u ovoj regiji mozga [F(2,21) = 34,763; P < 0,001]. Naime,
pojedinacna usporedba srednjih vrijednosti ukazala je da je trauma mozga znacajno povisila
razine TBARS u svih ozlijedenih Zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu, ali i da je primjena
enoksaparina znacajno smanjila razinu mjerenog parametra oksidativnog osStecenja lipida u
usporedbi s vrijednostima ozlijedenih Zivotinja injiciranih otapalom (Slika 33.).

Na slici 34. prikazani su reprezentativni blotovi i1 denzitometrijske analize razine
proteinskih karbonilnih skupina, markera oksidacije proteina, u parijetalnom korteksu i

hipokampusu Zivotinja istraZivanih eksperimentalnih skupina. Statisti¢ki znacajan utjecaj
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Slika 33. Ucinak enoksaparina na razine TBARS (nmol MDA/mg proteina) u parijetalnom
korteksu (A) 1 hipokampusu (B) 48 h nakon TBI. Kontrolna skupina (KONTROLA); Stakori
s TBI tretirani otapalom (TBI + OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 8). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne
skupine; fp< 0,05; znacajno razlicito od TBI + OTAPALO skupine.

tretmana na razine oksidiranih proteina zamijeen je u obje testirane regije mozgova
eksperimentalnih Zivotinja (parijetalni korteks [F(2,10) = 4,795; P = 0,035]; hipokampus
[F(2,12) = 6,986; P =0,010]). U ozlijedenih se zivotinja, 48 sati nakon indukcije TBI, razina
oksidiranih proteina povecala na 153,08 + 15,93 % u parijetalnom korteksu, odnosno na

135,98 + 8,79 % u hipokampusu u usporedbi s vrijednostima kontrolne skupine (100 %). 1z

rezultata je razvidno da je enoksaparin znacajno smanjio oksidativno oStecenje proteina u
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Slika 34. Ucinak enoksaparina na razine oksidiranih proteina u parijetalnom korteksu (A, B) 1
hipokampusu (C, D) 48 h nakon TBI u Stakora. Prikazani su reprezentativni blotovi (A, C) i
pripadajuce denzitometrijske analize (B, D). Kontrolna skupina (KONTROLA); $takori s TBI
tretirani otapalom (TBI + OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci predstavljaju
srednje vrijednosti £ SEM (n = 4-5). * P < 0,05; zna&ajno razli¢ito od kontrolne skupine; * P <
0,05; znacajno razli¢ito od TBI + OTAPALO skupine.
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hipokampusu, ali ne 1 u parijetalnom korteksu. Hipokampalni sadrzaj karbonilnih skupina bio
je pod utjecajem lijeka znatno smanjen, te je dosegao razinu blizu vrijednosti kontrolne

skupine (105,23 + 8,31 %).

4.3.2. Utjecaj enoksaparina na aktivnosti antioksidativnih enzima u parijetalnom
korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga
U naSem istrazivanju analizirali smo 1 aktivnosti antioksidativnih enzima SOD 1 GSH-

Px u parijetalnom korteksu 1 hipokampusu Zivotinja s TBI, a tretiranih enoksaparinom.
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Slika 35. Uc¢inak enoksaparina na aktivnosti SOD (U/mg proteina) u parijetalnom korteksu
(A) 1 hipokampusu (B) Stakora 48 h nakon TBI. Kontrolna skupina (KONTROLA); Stakori s
TBI tretirani otapalom (TBI + OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 8).
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Jednosmjerna ANOVA nije pokazala znaCajan utjecaj tretmana na razine aktivnosti
SOD u obje testirane regije (parijetalni korteks [F(2,21) = 2,187; P = 0,137]; hipokampus
[F(2,21) = 2,506; P = 0,106]) (Slika 35.). Suprotno navedenom, kortikalna aktivnost drugog
istrazivanog antioksidativnog enzima, GSH-Px, znacajno se mijenjala pod utjecajem tretmana

[F(2,21) = 7,569; P =0,003].
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Slika 36. Ucinak enoksaparina na aktivnosti GSH-Px (U/mg proteina) u parijetalnom
korteksu (A) 1 hipokampusu (B) Stakora 48 h nakon TBI. Kontrolna skupina (KONTROLA);
Stakori s TBI tretirani otapalom (TBI + OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti + SEM (n = 8). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne
skupine; "P<0,05; znacajno razli¢ito od TBI + OTAPALO skupine.
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Naime, primjena enoksaparina znacajno je povecala aktivnost GSH-Px u parijetalnom
korteksu ozlijedenih Zivotinja u odnosu na vrijednost zabiljezenu u Zivotinja kontrolne
skupine, ali 1 u odnosu na otapalom tretirane ozlijedene Stakore (Slika 36.A). Aktivnosti istog
enzima detektirane u hipokampusima zivotinja usporedivanih eksperimentalnih skupina nisu

se znacajno razlikovale [F(2,21) =2,506; P =0,106] (Slika 36.B).

4.3.3. Utjecaj enoksaparina na razine ekspresija proteina od interesa u parijetalnom
korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

Western blot metodom analizirane su ekspresije proupalnog COX-2 enzima u
parijetalnom korteksu i1 hipokampusu Zivotinja testiranih eksperimentalnih skupina, 48 sata
nakon indukcije traume, odnosno lazne ozljede (Slika 37.). Statisticke analize pokazale su
znaCajan utjecaj traume, odnosno primjene lijeka na istrazivani upalni parametar (parijetalni
korteks [F(2,9) = 4,850; P = 0,037]; hipokampus [F(2,11) = 12,803; P = 0,001]). Pojedinac¢na
usporedba srednjih vrijednosti koriStenjem Duncan testa, pokazala je da je eksperimentalna
TBI znacajno povecala ekspresiju COX-2 proteina u obje istrazivane regije mozga. Takoder u
obje mozdane strukture, primjena enoksaparina znacajno je utjecala na smanjenje pojacane
ekspresije istrazivanog proteina (Slika 37.).

Jednosmjerna ANOVA pokazala je da, u nasim eksperimentalnim uvjetima, nema
znacajnih razlika u ekspresijama iNOS proteina izmedu istraZivanih skupina Zivotinja, niti u
jednoj od analiziranih regija (parijetalni korteks [F(2,11) = 0,142; P = 0,869]; hipokampus
[F(2,12) = 0,490; P = 0,624]) (Slika 38.).

Na slici 39. prikazani su reprezentativni blotovi 1 pripadajuc¢e denzitometrijske analize
ekspresija IkBa u parijetalnom korteksu i1 hipokampusu Stakora kontrolne skupine, odnosno
zivotinja s eksperimentalnom TBI kojima su injicirani enoksaparin ili otapalo. Statisticki

znacajan ucinak tretmana uocava se u parijetalnom korteksu [F(2,12) = 13,880; P < 0,001],
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Slika 37. Ucinak enoksaparina na ekspresije COX-2 u parijetalnom korteksu (A, B) i
hipokampusu (C, D) Stakora 48 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova COX-2 (COX-2/B-aktin
omjer). Kontrolna skupina (KONTROLA); stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti +
SEM (n = 4-5). *P < 0,05; znadajno razli¢ito od kontrolne skupine; * P < 0,05; znacajno
razli¢ito od TBI + OTAPALO skupine.
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Slika 38. Ucinak enoksaparina na ekspresije iNOS u parijetalnom korteksu (A, B) 1
hipokampusu (C, D) Stakora 48 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova iNOS (iNOS/B-aktin
omjer). Kontrolna skupina (KONTROLA); stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti +

SEM (n = 4-5).
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ali ne 1 u hipokampusu [F(2,12) = 3,092; P = 0,083] Zivotinja testiranih eksperimentalnih
skupina. Naime, u parijetalnom korteksu, traumatska ozljeda znacajno je utjecala na pojatanu
ekspresiju istrazivanog inhibitora NF«xB signalnog puta, dok je tretman enoksaparinom
dodatno inducirao povecanje sadrzaja IkBa (Slika 39.B). Stoga je u parijetalnom korteksu
zivotinja s TBI, a tretiranih enoksaparinom, zabiljezena viSa razina ekspresije IkBa i u odnosu
na ozlijedene, otapalom injicirane zivotinje (Slika 39.B).

Rezultati mjerenja ekspresije HSP70 proteina u parijetalnom korteksu i1 hipokampusu
pojedinih eksperimentalnih skupina Zivotinja prikazani su na slici 40. Dok u parijetalnom
korteksu nisu zamijecene razlike u sadrZaju navedenog proteina izmedu pojedinih skupina
zivotinja [F(2,11) = 1,931; P = 0,191], statistickim je analizama detektiran znacajan ucinak
tretmana na hipokampalne razine HSP70 [F(2,12) = 13,171; P < 0,001]. Naime, trauma
mozga znacajno je smanjila ekspresiju HSP70 u hipokampusu, a primjena lijeka u ozlijedenih
zivotinja nije znacajno utjecala na hipokampalnu razinu ovog neuroprotektivnog proteina, te
je ona i uz primjenu enoksaparina bila znac¢ajno niza u odnosu na vrijednosti detektirane u
zivotinja kontrolne skupine (Slika 40.D).

Rezultati analiza ekspresija proBDNF u parijetalnom korteksu i1 hipokampusu Stakora
tretiranih enoksaparinom ili otapalom 1 podvrgnutih eksperimentalnoj TBI, odnosno Zivotinja
kontrolne skupine, prikazani su na slici 41. Statisti¢ke analize dobivenih rezultata pokazale su
znacajan utjecaj tretmana na ekspresije proBDNF proteina u obje istrazivane regije mozga
(parijetalni korteks [F(2,12) = 3,919; P = 0,049]; hipokampus [F(2,12) = 4,085; P = 0,044]).
Duncan testom viSestruke usporedbe utvrdeno je da je trauma mozga znafajno smanjila
ekspresiju ovog proneurotrofina u parijetalnom korteksu, u odnosu na vrijednosti detektiraneu
zivotinja kontrolne skupine (Slika 41.). Kortikalni sadrzaj proBDNF proteina u Stakora

tretiranih enoksaparinom nije se znacajno razlikovao od vrijednosti u kontrolne skupine
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Slika 39. Ucinak enoksaparina na ekspresije IxkBo u parijetalnom korteksu (A, B) 1
hipokampusu (C, D) Stakora 48 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova IkBa (IxBo/p-aktin
omjer). Kontrolna skupina (KONTROLA); stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti +
SEM (n = 4-5). * P < 0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne skupine; * P < 0,05; znacajno
razli¢ito od TBI + OTAPALO skupine.
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Slika 40. Ucinak enoksaparina na ekspresije HSP70 u parijetalnom korteksu (A, B) i
hipokampusu (C, D) Stakora 48 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova HSP70 (HSP70 /B-aktin
omjer). Kontrolna skupina (KONTROLA); S§takori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti +
SEM (n =5). *P < 0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne skupine.
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zivotinja. lako je u lijekom tretiranih Stakora opazeno poviSenje razine ekspresije proBDNF
proteina, nije utvrdena statisticka znacajna razlika u odnosu na otapalom tretirane, ozlijedene
zivotinje (P = 0,076) (Slika 41.B). Primjena enoksaparina uzrokovala je statisticki znacajno
povecanje ekspresije proBDNF u hipokampusu ozlijedenih zivotinja u odnosu na vrijednosti
Stakora kontrolne skupine. Razina ekspresije proBDNF u hipokampusu ozlijedenih zivotinja
tretiranih enoksaprinom nije se znacajno razlikovala od vrijednosti razina ekspresije proteina
u Stakora s TBI, a tretiranih otapalom.

Ekspresija mBDNF proteina u obje testirane regije nije se znac¢ajno mijenjala pod
utjecajem TBI, odnosno primjene lijeka (parijetalni korteks [F(2,12) = 0,705; P =0,514];

hipokampus [F(2,11) =1,043; P =0,385]) (Slika 42.).
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Slika 41. Ucinak enoksaparina na ekspresije proBDNF u parijetalnom korteksu (A, B) i
hipokampusu (C, D) Stakora 48 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova proBDNF (proBDNF /f-
aktin omjer). Kontrolna skupina (KONTROLA); Stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili tretirani enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci predstavljaju srednje
vrijednosti + SEM (n=5). *P <0,05; znacajno razli¢ito od kontrolne skupine.
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Slika 42. Ucinak enoksaparina na ekspresije mBDNF u parijetalnom korteksu (A, B) i
hipokampusu (C, D) Stakora 48 h nakon TBI. (A, C) Reprezentativni uzorci blotova Stakora
eksperimentalnih skupina. (B, D) Denzitometrijske analize blotova mBDNF (mBDNF/B-aktin
omjer). Kontrolna skupina (KONTROLA); Stakori s TBI tretirani otapalom (TBI +
OTAPALO) ili tretirani enoksaparinom (TBI + ENOX). Stupci predstavljaju srednje
vrijednosti + SEM (n = 4-5).
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5.1. Utjecaj traumatske ozljede mozga na pokazatelje mozdanog oSteCenja i endogene

neuroprotekcije u razli¢itim mozdanim strukturama Stakora

Rezultati naSih istrazivanja utjecaja LFP ozljede na oSte¢enje mozga pokazali su da su
ipsilateralni parijetalni korteks 1 hipokampus najjace oSte¢ene strukture mozga 24 sata nakon
TBI. Naime, histoloSka analiza tkiva mozga ukazuje da su u navedenom vremenskom
razdoblju upravo ove dvije regije najjace pogodene ozljedom, Sto se ocituje gubitkom
neurona, razdorom KMB, pojavom intraparenhimnog krvarenja, te infiltracijom upalnih
stanica u ozlijedeno tkivo. Rezultati analize sadrzaja vode u mozdanom tkivu, 48 sati nakon
eksperimentalne TBI, pokazali su da je u ove dvije regije prisutan i zna¢ajan edem mozga. Za
razliku od ostalih istrazivanih mozdanih struktura, parijetalni korteks 1 hipokampus su regije
mozga u kojima se biljezi znacajan utjecaj oksidativnog stresa i posljedi¢nog ostecenja lipida i
proteina. Suprotno navedenom, upalni proces je u mozgu ozlijedenih Zivotinja nakon TBI
difuzan, te su, osim u parijetalnom korteksu 1 hipokampusu, upalni infiltrat i stanice koje
eksprimiraju proupalne markere, zabiljeZene 1 u talamusu 1 entorinalnom korteksu.
Cerebelum, koji je najudaljeniji od mjesta primarne, mehanicke ozljede, takoder je zahvacen
traumom mozga. Osim znacajnog povecanja tkivnog sadrzaja vode, u ovoj se strukturi, nakon

eksperimentalne TBI, zamjecuje 1 znacajan gubitak protektivnog HSP70.

5.1.1. Utjecaj traumatske ozljede mozga na oksidativno oStecenje lipida i proteina u
razli¢itim moZdanim strukturama Stakora

Kisik je kljucan element koji osigurava zivot svim aerobnim organizmima, pa tako i
covjeku. No, usprkos navedenom, prevelika koli¢ina kisika moze imati toksi¢ne ucinke (38).
Naime, udisanjem zraka u organizam covjeka unosi se kisik u koncentraciji od 21 %, koja,

iako fizioloSka, moZe uzrokovati oksidativna oSte¢enja DNA, lipida i proteina. lako u
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kontaktu s kisikom proizvedeni pojedini reaktivni spojevi imaju vazne uloge npr. u obrani
organizma od infekcija 1 u koordinaciji upalnog odgovora, njihove prevelike kolicine
povezane su s ozljedama tkiva (265). Nastali hidroksilni radikal, superoksidni anion, vodikov
peroksid, peroksinitrit 1 brojni drugi ROS 1 RNS uzrokuju oksidativno osSte¢enje stani¢nih
makromolekula. Stoga je za ocCuvanje bioloske homeostaze u organizmima nuzan balans
izmedu stalno prisutne proizvodnje razlicitth ROS 1 RNS s jedne i1 antioksidativnih sustava
obrane s druge strane.

Rezultati istrazivanja provedenih u sklopu ovog doktorskog rada pokazali su povecane
razine TBARS 1 oksidiranih proteina u ipsilateralnom parijetalnom korteksu 1 hipokampusu
Stakora, 24 sata nakon umjerene LFP ozljede. Navedeni rezultati u suglasju su s ranije
objavljenim istrazivanjima u kojima su detektirani razliCiti pokazatelji oksidativnog oStecenja
mozdanih lipida (266-269), odnosno proteina (42, 269-272), u navedenim strukturama mozga
Stakora, u razli¢itim vremenskim intervalima nakon TBL

Osim parijetalnog korteksa 1 hipokampusa, u LFP modelu TBI znakovi ostecenja tkiva
1 stanica pronadeni su 1 u talamusu (213, 214, 273-279), medijalnom septumu (280-281),
strijatumu (273, 275, 279), amigdali (279) 1 cerebelumu (158, 277, 279, 282). S obzirom na
navedeno, a 1 zbog Cinjenice da se neurodegenerativne promjene u mozgu uzrokovane TBI
tijekom vremena §ire na regije mozga udaljenije od mjesta primarne ozljede (274), jedna od
pretpostavki nasih istraZivanja bila je da oksidativne promjene lipida i proteina imaju vaznu
ulogu u traumom uzrokovanom oste¢enju tih mozdanih struktura. U ovom su radu prvi put
odredivani pokazatelji oksidativnog stresa u talamusu, entorinalnom korteksu 1 cerebelumu,
mozdanim strukturama udaljenijim od samog mjesta udarca. Rezultati nasih mjerenja pokazali
su da lipidi 1 proteini navedenih regija mozga nisu bili oksidativno promijenjeni 24 sata nakon

LFP ozljede. No, ovaj rezultat ne isklju¢uje moguénost nalaza lipidnog i1 proteinskog
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oksidativnog oSte¢enja, u navedenim mozdanim strukturama, u drugim vremenskim

razdobljima nakon LFP ozljede.

5.1.2. Utjecaj traumatske ozljede mozga na aktivnosti antioksidativnih enzima u
razli¢itim mozZdanim strukturama Stakora

U ovoj su studiji po prvi put, koliko nam je poznato, istrazivane aktivnosti mozdanih
antioksidativnih enzima u LFP modelu ozljede mozga.

Iz rezultata naSih istraZivanja vidljivo je da se aktivnost SOD nije mijenjala pod
utjecajem LFP ozljede niti u jednoj od testiranih regija mozga. Izostanak promjena aktivnosti
SOD nakon LFP ozljede u skladu je sa sliénim rezultatima dobivenim u drugim
eksperimentalnim modelima TBI (58-60). Suprotno navedenom, zabiljezen je tek prolazni
porast kortikalne aktivnosti SOD nakon Zari$ne ozljede mozga (61), ali i pad hipokampalne
aktivnosti ovog enzima u CCI modelu ozljede (57). Takoder, u potonjem eksperimentalnom
modelu TBI, pronadene su sniZzene razine hipokampalne aktivnosti Cu/Zn-SOD i Mn-SOD 12
do 72 sati nakon traume (272). Rezultati navedenih studija, te uklju¢no i ovog doktorskog
rada, ukazuju da je aktivnost SOD u eksperimentalnoj TBI u testiranim regijama mozga
nepromijenjena ili ¢ak sniZena, iako bi bilo ocekivano da bi, u uvjetima oksidativnog stresa
uzrokovanog s TBI, stani¢na reakcija bila takva da pojata sve moguce antioksidativne
mehanizme obrane, pa tako i aktivnost SOD. Ovu pretpostavku potvrduju studije u kojima su
istrazivane promjene ekspresija mRNA 1/ili proteina Cu/Zn-SOD i Mn-SOD u modelima TBI
(61, 251), a u kojima su pokazane poveane razine ekspresije gena, odnosno proteina
navedenih izoformi. Povecanje ekspresija razliitih izoformi istrazivanog antioksidativnog
enzima, ali bez popratnog povecanja njegove aktivnosti, ukazuje na moguce vaznu ulogu
posttranslacijskih modifikacija koje bi mogle znafajno utjecati na njihovu ucinkovitost.

Nadalje, brojna istraZivanja ukazuju na znacajan utjecaj posttraumatske produkcije ROS, ali i
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RNS, na oksidativne promjene razli¢itih proteina, ukljuc¢ujuéi i modifikacije antioksidativnih
enzima (283, 284), koje mogu utjecati na njihovu aktivnost.

Rezultati ovog rada pokazali su znacajna povecanja aktivnosti GSH-Px u parijetalnom
korteksu 1 hipokampusu Stakora s eksperimentalnom TBI u usporedbi s vrijednostima
detektiranim u zivotinja kontrolne skupine. U ostalim testiranim mozdanim strukturama nisu
opazene znacajne promjene u aktivnostima ovog enzima.

Do sada je objavljeno nekoliko radova u kojima su proucavane promjene aktivnosti
GSH-Px u eksperimentalnim modelima TBI. Rezultati tih istrazivanja su razliCita, te je u
nekima opazeno povecanje (56, 59, 285, 286), a u drugim smanjenje (42, 64, 64, 272)
aktivnosti istraZzivanog enzima. U studijama u kojima su proucavane promjene genske
ekspresije GSH-Px dobiveni su sli¢ni rezultati, odnosno, detektirana su povecanja, ali 1
smanjenja genskog izrazaja ovog enzima (66, 67). Nadalje, rezultati istrazivanja, u kojima su
koriStene transgeni¢ne zivotinje, koje pojacano izrazavaju gen za GSH-Px, bili su dvojbeni.
Naime, pronadeno je da prirodeno pojacana ekpresija GSH-Px moze imati povoljne ucinke

(68, 69), ali 1 biti neucinkovita u modelima neuralne ozljede (70).

5.1.3. Utjecaj traumatske ozljede mozga na razine ekspresija proteina od interesa u
razli¢itim moZdanim strukturama Stakora

Sekundarno oSte¢enje mozga nakon traumatske ozljede, koje se razvija satima,
danima 1 mjesecima nakon primarnog inzulta, posljedica je brojnih patofizioloskih
mehanizama.

Brojni su stani¢ni 1 molekularni ¢imbenici koji utje€u na smrt ili preZivljenje neurona
nakon TBI. Ozljeda mozga okida¢ je promjena u ekspresiji brojnih gena, odnosno proteina,
koji mogu imati Stetne ili protektivne ucinke (156, 287-289). U dosadas$njim istraZivanjima

promjena genskih ili proteinskih ekspresija u eksperimentalnoj TBI, otkriveno je da se
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najznacajnije mijenjaju ekspresije ¢imbenika povezanih s procesom upale, oksidativnim
stresom, transkripcijskom regulacijom, stanicnim ciklusom 1 toplinskim stresom (290). No,
prijasnje su se studije uglavnom fokusirale na dvije regije mozga najjace zahvacene traumom,
ozljedeni korteks 1 hipokampus, bez obzira §to su koriSteni i eksperimentalni modeli TBI koje
karakteriziraju znacajne promjene regija udaljenih od samog mjesta udarca (168, 169, 290-
293). Takoder, nije posve jasan niti odnos izmedu, s jedne strane, ekspresije pojedinih gena i
regionalne disfunkcije, smrti pojedinih stanica, kao i patofiziologije, te neurobihevioralnih
posljedica ozljede mozga, s druge strane (289).

Stoga je jedan od ciljeva ovog doktorskog rada bio odrediti mijenjaju li se ekspresije
razli¢itih proteina od interesa u istraZivanim regijama mozga Stakora 24 sata nakon LFP
ozljede.

Rezultati na$ih istrazivanja pokazali su da je razina ekspresije proinflamatornog
enzima COX-2 bila znacajno viSa u parijetalnom i entorinalnom korteksu, hipokampusu i
talamusu Stakora podvrgnutih eksperimentalnoj LFP ozljedi u odnosu na razine zabiljezene u
zivotinja kontrolne skupine. Dobiveni rezultat u suglasju je s rezultatima studija (108, 133,
294, 295) u kojima je takoder opisana pojacana genska i/ili proteinska ekspresija istrazivanog
proupalnog markera u parijetalnom korteksu 1 hipokampusu Stakora. Dodatno, Kunz 1 sur.
(294) su u LFP modelu traume mozga pokazali takoder 1 povecanje ekspresije COX-2 mRNA
1 u peririnalnom korteksu.

U naSem istraZivanju po prvi puta je dokazana znacajno povecana proteinska
ekspresija COX-2 u talamusu i entorinalnom korteksu Zivotinja podvrgnutih TBI. lako je
znacajan mehanicki utjecaj traume na oStecenje talamusa nakon LFP ozljede, u ovoj su regiji
jace neurodegenerativne promjene zamijecene u kasnijem vremenskom razdoblju (3 do 7
dana) nakon TBI (276). Primarna ozljeda u dorzolateralnim jezgrama talamusa uzrokuje

destrukciju neurona i1 oslobadanje brojnih unutarstani¢nih komponenata koje mogu pokrenuti
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opsezan upalni odgovor. Kako je u ovoj regiji takoder prisutna i infiltracija leukocita, moze se
raspravljati 1 o vaznom utjecaju posttraumatske upale na odgodenu neuralnu ozljedu i smrt
stanica. Detektirana povecana ekspresija COX-2 u entorinalnom korteksu u nasim pokusima
¢ini se da nije direktna posljedica lokalne smrti stanica, ve¢ je moguce rezultat pojacane
glutamatergi¢ne aktivnosti.

Promjene ekspresije COX-2 nakon TBI istrazivane su 1 u drugim eksperimentalnim
modelima TBI. Vec¢inom su dosadaSnja istrazivanja bila fokusirana na parijetalni korteks 1
hipokampus, no neke su se studije bavile ekspresijom ovog enzima i u drugim mozdanim
strukturama. Povecane ekspresije COX-2 mRNA 1i/ili proteina detektirane su u parijetalnom
korteksu 1 hipokampusu zivotinja podvrgnutih difuznoj TBI (99, 116), te u ipsilateralnom
korteksu 1 bilateralno u hipokampusu u CCI modelu ozljede (108, 296). U potonjim studijama
COX-2 imunoreaktivne stanice zamije¢ene su i u peririnalnom 1 piriformnom korteksu,
jezgrama amigdale, cerebelumu i dorzalnim jezgrama talamusa.

Povecana ekspresija COX-2 uzrokovana traumom mozga povezana je s loSijim
funkcionalnim ishodom u eksperimentalnih zivotinja (99, 108, 115, 116). Sukladno
navedenom, primjena specifi€nih inhibitora COX-2 (npr. NS398, nimesulida, celekoksiba,
DFU) u vecini eksperimentalnih studija TBI rezultirala je poboljSanjem neuroloSkog statusa
zivotinja (108, 297) ili povoljnijim kona¢nim ishodom (99, 116). No, u pojedinim studijama,
njihova primjena nije imala zna€ajnog ucinka na funkcionalni status zivotinja (295, 298). U
istrazivanju Dasha 1 sur. (296) celekoksib je ¢ak pogorSao motoriku zivotinja. U studijama u
kojima su koriStene genetski modificirane zivotinje, nedostatak genske ekspresije COX-2
smanjio je kortikalnu leziju, ali nije znac¢ajno utjecao na kognitivni status Zivotinja nakon TBI
(299, 300).

Postoje 1 tvrdnje o povoljnim ucincima aktivnosti COX-2 nakon ozljede mozga, a

temelje se na razli¢itim nalazima. Tako, npr., pove¢ana proizvodnja tromboksana unutar prva
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2 sata nakon ozljede doprinosi hemostazi, odnosno smanjuje toksi¢ne ucinke krvnih
produkata u ozljedenom tkivu mozga (108). Porast razine mozdanog PGE,, jednog od
prostanoida koje sintetizira COX-2, 12 do 24 sata nakon traume mozga, moze utjecati na
povecanje protoka krvi, ali 1 smanjiti aktivaciju monocita 1 infiltraciju makrofaga.

Ekspresija iINOS 1 iINOS mRNA istrazivana je u razli¢itim eksperimentalnim
modelima TBI, kao §to su model ozljede padom utega (126, 134, 135), Marmarouov model
difuzne TBI (128, 131), te CCI model (125). U svim navedenim studijama nadena je
povecana ekspresija iNOS peri- 1/ili intralezionalno. No, ovisno o modelu, postoje razlike u
vremenu u kojem se iNOS najranije detektira ili u kojem je najjace izraZen.

U istrazivanjima u kojima je koriSten LFP model ozljede mozga, povecana ekspresija
iINOS mRNA detektirana je 6 1 24 sata nakon TBI u parijeto-temporalnom korteksu (132).
PoviSene razine iNOS proteina, odnosno iNOS pozitivne stanice detektirane su u i/ili oko
ozljedenog korteksa, u ventrikulima, te u subarahoidalnom prostoru, najranije 24 sata nakon
ozljede (121, 124, 130, 132, 133, 301). Aktivnost iNOS u ozljedenom korteksu detektirana je
takoder 1 trec¢eg, odnosno sedmog dana po indukciji traume (121, 302).

Rezultati naseg istrazivanja ukazuju da se 24 sata nakon TBI biljeze povecane razine
ekspresija iNOS u hipokampusu 1 talamusu Zivotinja podvrgnutih LFP ozljedi u odnosu na
ekspresije izmjerene u lazno ozljedenih Zivotinja kontrolne skupine. U ostalim istrazivanim
regijama mozga nisu pronadene razlike u tkivnom sadrZaju ove izoforme NOS izmedu
istrazivanih eksperimentalnih skupina zivotinja.

Nas se nalaz nepromijenjene razine ekspresije iNOS u parijetalnom korteksu razlikuje
od ranije spomenutih studija koje ukazuju na povecanu ekspresiju istrazivanog markera u
ozljedenom korteksu 24 h nakon TBI (121, 123, 133). Razlika izmedu naSe i rezultata

navedenih studija moguce je u pretpostavci da razine ekspresije iNOS nisu analizirane u istim
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dijelovima korteksa §to zna¢i da su uzorci mogli sadrzavati razliCite udjele oStecenog i
neozlijedenog tkiva.

U ovom doktorskom radu su prvi put, koliko znamo, praéene promjene ekspresija
iINOS nakon LFP ozljede u hipokampusu, talamusu, entorinalnom korteksu i cerebelumu.
Povecana ekspresija iNOS detektirana u hipokampusu i1 talamusu ozlijedenih Zivotinja
ukazuje na znacajan utjecaj ovog enzima, odnosno njegovog produkta, NO, u posttraumatskoj
neuropatologiji ovih moZdanih struktura.

Rezultati analize ekspresije IkBa u razliitim regijama mozga Stakora 24 sata nakon
eksperimentalne TBI dodatno ukazuju na upalni odgovor u parijetalnom korteksu ozljedenih
zivotinja, u kojem je detektirana znacajno manja ekspresija ovog inhibitora aktivacije NFxB
signalnog puta. Dobiveni rezultat u suglasju je s rezultatima prethodnih studija u kojima je
opisana aktivacija NFkB puta u ozljedenom mozgu nakon humane i eksperimentalne TBI
(144, 303-306). Nonaka 1 sur. (144) detektirali su povecanu ekspresiju ovog transkripcijskog
¢imbenika u aksonima ozlijedenih kortikalnih neurona, ve¢ 1 do 2 sata nakon LFP ozljede.
Dvadeset Cetiri 1 48 sati nakon TBI, vidljivo je bilo 1 znacajno imunobojanje tijela neurona
ozljedenog korteksa. Osim u neuronima, aktivacija NFxB detektirana je i u stanicama
mikroglije, aktiviranim astrocitima i endotelnim stanicama. NFxB imunoreaktivnost u ovim
stanicama perzistirala je ¢ak do godinu dana nakon eksperimentalne TBI (144). Sullivan 1 sur.
(307) opisali su zaStitnu ulogu NFkB nakon eksperimentalne TBI. Koriste¢i genetski
modificirane miSeve, bez receptora za TNFo, pokazali su neuroprotektivne ucinke NFxB
signalnog puta u CCI model eksperimentalne TBI.

Rezultati ovog rada pokazali su, takoder, da ekspresija IkBa u ipsilateralnim
hipokampusu i entorinalnom korteksu bila znacajno povecana nakon TBI. Ovaj nalaz moZze
znaciti da je u navedenim regijama mozga bila izrazena resinteza IkBa ili smanjena aktivacija

NF«B 24 sata nakon LFP ozljede.
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U ovom doktorskom radu pokazane su razliite razine citoprotektivnog proteina
HSP70 u pojedinim mozdanim regijama Stakora nakon TBI. Razine ekspresija HSP70 bile su
znaCajno nize u parijetalnom korteksu i cerebelumu, a nepromijenjene u hipokampusu,
talamusu 1 entorinalnom korteksu zivotinja s TBI u odnosu na vrijednosti zabiljezene u
Zivotinja kontrolne skupine.

Rezultati naSih istrazivanja u vezi ekspresije HSP70 u parijetalnom korteksu u
nesuglasju su s rezultatima istrazivanja autori kojih su opisali poviSene razine proteina u
korteksu zivotinja nakon TBI (163, 170) Nasi su rezultati, medutim, u skladu s istrazivanjem
Lowensteina i sur. (155) koji su u LFP modelu TBI pronasli indukciju gena za HSP70 u
korteksu Zivotinja s teSkom, ali ne 1 s umjerenom ozljedom mozga. Prilikom tumacenja
dobivenih rezultata vazno je ukazati na neke metodoloske razlike i slicnosti izmedu nasSe 1
ostalih studija u uzimanju uzoraka parijetalnog korteksa u ozlijedenih zivotinja. Naime, u
ovom je radu analiziran dominantno dio korteksa koji je bio najviSe izloZzen djelovanju
udarca, a tek dijelom tkivo oko podru¢ja najjate oSteCenog traumom. Rezultati
imunohistoloske analize HSP70 u parijetalnom korteksu takoder su pokazali da je ekspresija
ovog proteina slabija u dijelu parijetalnog korteksa u kojem je zamijecen najveci gubitak
neurona, a da je jace izrazena u podrucju koje okruzuje najoSteceniji dio navedene strukture
mozga. Prema morfoloskim karakteristikama, ekspresija HSP70 zabiljezena je uglavnom u
neuronima, glija stanicama i endotelnim stanicama krvnih Zila analiziranog dijela korteksa.
Sukladno nasem istrazivanju, Kanayama i sur. (159) su u LFP modelu ozljede mozga pronasli
pojacanu HSP70 imunoreaktivnost u dubokim kortikalnim strukturama, koje su smjeStene
oko, ali ne i unutar podrucja nekroze u zivotinja podvrgnutih teskoj TBI. Autori spomenutog
istraZivanja pretpostavili su da je za sintezu HSP70 nuzno da su neuroni ozljedeni, ali ipak
sposobni prezivjeti stresni dogadaj. Stoga se moZe zakljuciti da je, u nasem istraZivanju

pronadena, smanjena koli¢ina istrazivanog stresnog proteina posljedica toga Sto je u
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testiranim uzorcima vec¢inom sadrzano tkivo u kojem su prisutne umrle ili teSko oSte¢ene
stanice, a koje nisu sposobne stvoriti dostatne koli¢ine HSP70. Dodatno, nekoliko drugih
studija izvjesStava o indukciji HSP70 upravo u stanicama oko najjace osSte¢enog dijela mozga
(154, 156, 157, 164). Ottens i sur. (308) navode rezultat koji je sukladan naSem. Naime, autori
su detektirali smanjene razine HSP70 proteina u neokorteksu ozlijedenih zivotinja dva dana
nakon traume u CCI modelu TBI. Bitno je napomenuti da su u navedenoj studiji analizirani
uzorci neokorteksa sadrzavali mjesto maksimalne lezije, ali i dio okolnog tkiva, S§to je
istovjetno na¢inu uzimanja tkiva parijetalnog korteksa koji je koristen u nasem istraZivanju.

Dodatno, vazno je napomenuti da protutijelo koriSteno u ovom radu prepoznaje i
konstitutivnu 1 inducibilnu izoformu HSP70, a ve¢ina dosadasnjih istrazivanja ekspresije ovog
gena, odnosno proteina, bila su fokusirana na inducibilnu izoformu. Suprotno tome, Seidberg
1 sur. (170) pratili su promjene ekspresija Hsc70 1 Hsp70 u korteksu ljudi s TBI, te su zapazili
da se u njih znacajno povecava sadrzaj inducibilne, ali ne 1 konstitutivne izoforme
istrazivanog stresnog proteina. Stovise, ekspresija Hsc70 je u ozljedenika bila niZa u odnosu
na vrijednosti zabiljezene u kontrolnih ispitanika, iako nije dosegnuta razina statisticke
znacajnosti.

Rezultati analiza ekspresije proBDNF u razliCitim regijama mozga Stakora
podvrgnutih umjerenoj TBI ukazuju na znacajnu indukciju prepisivanja ovog proneurotrofina
u hipokampusu 1 entorinalnom korteksu. Dodatno, u hipokampusima ozlijedenih Zivotinja
zabiljezena je znacajnije niza ekspresija mBDNF u usporedbi s vrijednostima detektiranim u
Stakora pripadajuce kontrolne skupine. U ostalim istraZivanim regijama nije bilo znacajnih
razlika medu vrijednostima ekspreijsa proBDNF i mBDNF izmedu Stakora s TBI i laZzno
ozlijedenih Zivotinja kontrolne skupine.

Nasi rezultati povecane ekspresije proBDNF u hipokampusu 24 sata nakon

eksperimentalne TBI u Stakora u suglasju su s objavljenim istrazivanjima (164, 309) u kojima
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je pronadena povecana ekspresija gena za BDNF u hipokampusu u Stakora pocevsi od 1 sata
nakon LFP ozljede, a koja je trajala sve do 3 dana po TBI. Rezultat ovog rada, nepromijenjena
ekspresija proBDNF i mBDNF u parijetalnom korteksu zivotinja nakon LFP ozljede, u
suglasju je s rezultatima Truettnera 1 sur. (164), ali se razlikuje od rezultata drugih istrazivanja
u kojima su koriSteni druk¢iji eksperimentalni modeli traume mozga (198, 310).

Razlike u dobivenim nalazima ekspresije BDNF u razli¢itim eksperimentalnim
modelima TBI mogu se tumaciti biomehani¢kim posebnostima modela. Naime, LFP model
traume mozga karakteriziran je znacajnim oSte¢enjem dubljih slojeva korteksa, kao 1 bijele
tvari ¢ime su znatno poremecene aksonalne veze unutar korteksa, ali 1 korteksa 1 drugih
mozdanih struktura. Oc¢uvane aksonalne veze preduvjet su za pojavu kortikalnih
depolarizacija koje su povezane s indukcijom BDNF nakon ozljede mozga (311, 312).

U ovom smo radu pronaSli traumom mozga uzrokovanu povecanu ekspresiju
proBDNF u entorinalnom korteksu, regiji mozga koja je udaljena od mjesta primarne lezije,
ali je takoder vrlo dobro povezana s drugim mozdanim strukturama, napose s hipokampusom
(183). Truettner 1 sur. (164) su u svom istrazivanju, u kojem su koristili in sifu hibridizaciju,
pokazali pojacanu gensku ekspresiju BDNF u ovoj kortikalnoj regiji, ali u ranijim
vremenskim razdobljima (2 1 6 sati) nakon ozljede. Stoga je jedna od mogucih pretpostavki da
pojacana ekspresije proBDNF proteina u entorinalnom korteksu 24 sata nakon LFP ozljede
nije posljedica samo njegove lokalne sinteze, ve¢ moguce i transporta iz okolnih struktura.
Naime, BDNF sintetiziran u pojedinim neuronima putuje dendritima prema drugim
presinaptickim ili aksonima prema postsinaptiCkim neuronima (313). Osim opisanog,
anterogradnog, BDNF podlijeZe i retrogradnom transportu, od Ziv€anih izdanaka prema tijelu
neurona (314). Nakon sekrecije 1 vezanja za receptore, BDNF se internalizira endocitozom,
bilo u stanicu koja ga je izlucila ili u drugu, susjednu stanicu, iz koje potom moze biti

ponovno egzocitiran (179).

101



5.1.4. Utjecaj traumatske ozljede mozga na razvoj edema u razliitim moZdanim
strukturama Stakora

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da se 48 sati nakon LFP ozljede u Stakora,
znaCajan posttraumatski edem mozdanog tkiva biljezi samo u pojednim istrazivanim
strukturama mozga. Naime, znaCajan edem detektiran je u ipsi- 1 kontralateralnom
parijetalnom korteksu, ipsilateralnom hipokampusu, te cerebelumu. Nalaz edema u
ipsilateralnom parijetalnom korteksu i hipokampusu ozlijedenih Zivotinja u suglasju je s ranije
objavljenim studijama (315, 316). Medutim, nalaz nepromijenjenog sadrzaja vode u desnom
hipokampusu, te edema u kontralateralnom parijetalnom korteksu i cerebelumu ozlijedenih
Zivotinja u suprotnosti je s rezultatima prethodnih studija u kojima je pronaden edem u
kontalateralnom hipokampusu, ali ne 1 u kontralateralnom perijetalnom korteksu i cerebelumu
Stakora nakon TBI (315-317).

Pretpostavljamo da su razlike u dobivenim rezultatima izmedu naSe studije i
istrazivanja Mclntosh 1 sur. (315), Bareyre 1 sur. (316), te Clough i sur. (317) uvjetovane
razlikama u metodi indukcije eksperimentalne TBI. Naime, poznato je da male razlike u
mjestu kraniotomije kod LFP ozljede mogu uzrokovati razli¢ite promjene u stupnju i

regionalnoj distribuciji mozdanog oStecenja (318).

5.2. U¢inci pioglitazona na pokazatelje moZdanog osSte¢enja i endogene neuroprotekcije

u parijetalnom korteksu i hipokampusu $takora nakon traumatske ozljede mozga

5.2.1. Udinci pioglitazona na oksidativno oStecenje lipida i proteina te aktivnosti

antioksidativnih enzima wu parijetalnom Kkorteksu i hipokampusu S$takora nakon

traumatske ozljede mozga
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Primjena pioglitazona u Zivotinja s TBI rezultirala je smanjenim oksidativnim
oStec¢enjem lipida 1 proteina u parijetalnom korteksu, te lipida u hipokampusu, 24 sata nakon
ozljede. Primjena ovog agonista PPARY znacajno je utjecala i na aktivnosti antioksidativnih
enzima SOD 1 GSH-Px u navedenim mozdanim regijama ozlijedenih Stakora.

Rezultati naseg istrazivanja u svezi utjecaja primjene pioglitazona na parametre
oksidativnog stresa u parijetalnom korteksu Stakora s TBI razlikuju se obzirom na
primjenjenu dozu lijjeka. Naime, primjenom istrazivanog PPARY agonista u nizoj dozi (1
mg/kg) znacajno je smanjeno traumom mozga inducirano oksidativno oStecenje proteina i
lipida navedene mozdane strukture. Dodatno, tretman nizom dozom pioglitazona znacajno je
povecao kortikalnu aktivnost GSH-Px, dok na aktivnost SOD nije utjecao. Iz navedenog se
moze pretpostaviti da je antioksidativni ucinak pioglitazona primjenjenog u dozi od 1 mg/kg
posljedica povecanja aktivnosti antioksidativnog enzima GSH-Px.

Ucinak primjene viSe doze pioglitazona (3 mg/kg) na oksidativne parametre u
parijetalnom korteksu razlikuju se od ranije opisanih djelovanja nize doze istrazivanog lijeka.
Naime, pioglitazon injiciran ozljedenim zivotinjama u dozi 3 mg/kg nije znacajno utjecao na
kortikalnu razinu TBARS, pokazatelja oksidativnog oSteCenja lipida, u odnosu na razine
izmjerene u otapalom tretiranih Stakora podvrgnutih TBI. Nadalje, iako je pioglitazon
primjenjen u dozi 3 mg/kg snizio razinu oksidiranih proteina u parijetalnom korteksu
ozljedenih Zivotinja u odnosu na razinu zabiljezenu u otapalom injiciranih ozlijedenih Stakora,
sadrZaj proteinskih karbonila je u viSom dozom lijeka tretiranih Zivotinja bio veé¢i u odnosu na
razine oksidiranih proteina u traumatiziranih, nizom dozom lijeka tretiranih Zivotinja.

Pioglitazon primjenjen u dozi 3 mg/kg u Zivotinja s TBI znacajno je smanjio aktivnost
SOD u odnosu na razine izmjerene u traumatiziranih, otapalom tretiranih Stakora. Pronadeno
je, takoder, da je aktivnost GSH-Px u Zivotinja s traumom mozga kojima je aplicirana doza od

3 mg/kg pioglitazona bila niza od aktivnosti ovog antioksidativnog enzima u Zivotinja kojima
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je injicirana doza od 1 mg/kg istog lijeka. LoSije djelovanje istrazivanog PPARY agonista
primjenjenog u dozi od 3 mg/kg u odnosu na povoljne efekte nize doze istog lijeka u
koriStenom modelu TBI mogucée je objasniti navedenim ucincima lijeka na aktivnosti
antioksidativnih enzima. Slican rezultat, paradoksalan gubitak djelotvornosti agonista PPARYy
s poviSenjem doze, ve¢ je opisan u ranijim studijama (228, 319), ali do sad nije razjasnjeno
koja je farmakoloska podloga tog nalaza.

Za razliku od parijetalnog korteksa, u hipokampusu nije primijecen sli¢an, nepovoljniji
ucinak viSe doze pioglitazona. Upravo suprotno, primjenom vise doze lijeka smanjeno je
oksidativno oStecenje hipokampalnih lipida, a niza doza bila je nedjelotvorna. Dodatno,
istrazivani lijek, primijenjen u dozi 3 mg/kg, znacajno je povisio razinu aktivnosti GSH-Px
ozlijedenih Zivotinja u odnosu na razine zabiljezene u ostalim istrazivanim eksperimentalnim
skupinama. Pioglitazon, primijenjen u bilo kojoj istrazivanoj dozi, nije utjecao na razinu
oksidiranih proteina niti na aktivnost SOD u hipokampusu ozlijedenih Zivotinja u odnosu na
vrijednosti tih parametara u traumatiziranih Zivotinja kojimja je injicirano otapalo.

Zamijecena razlika u rezultatima dobivenim u parijetalnom korteksu 1 hipokampusu, a
obzirom na razliite primijenjene doze pioglitazona, mogu se objasniti razliCitim
koncentracijama lijeka u tim regijama, koje bi mogle biti posljedica razliitog stupnja
oStecenja KMB uzrokovanog TBI. Naime, poznato je da je pioglitazon lijek koji relativno
slabo prolazi KMB (320), a i da je KMB, u LFP modelu TBI u Stakora, u podrucju
parijetalnog korteksa znacajno oStecena (321). Stoga se moZe pretpostaviti da je tkivna
koncentracija lijeka u parijetalnom korteksu znatno visa u odnosu na koncentracije u drugim,

akutno manje oSte¢enim mozdanim strukturama, kao Sto je hipokampus.

5.2.2. Udinci pioglitazona na razine ekspresija proteina od interesa u parijetalnom

korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga
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Ucinci pioglitazona, ali ni drugih agonista PPARy na ekspresiju COX-2 u
eksperimentalnoj TBI, koliko znamo, do sada nisu istrazivani. U ovom radu, istrazivani lijek
nije utjecao na sadrzaj COX-2 proteina u parijetalnom korteksu i hipokampusu 24 sata nakon
TBI u Stakora. Prilikom tumacenja ovog rezultata vazno je istaknuti da je u ranije spomenutim
istrazivanjima ucinaka pioglitazona u drugim modelima oboljenja, odnosno osteéenja SZS-a,
navedenti lijek primjenjivan prije ili kroz duze razdoblje, odnosno viSekratno nakon indukcije
ozljede. Stoga se moze pretpostaviti da je u naSim eksperimentalnim uvjetima jednokratna
doza pioglitazona, primijenjena rano, 10 minuta nakon indukcije TBI, bila nedostatna za
smanjivanje ekspresije ovog upalnog markera.

U ranije objavljenim studijama istraZivani su ucinci pioglitazona na mozdane
ekspresije iNOS u razli¢itim modelima bolesti SZS (223, 252, 322-324). U navedenim je
studijama tretman pioglitazonom znacajno smanjio ekspresije iNOS u razli¢itim mozdanim
strukturama ozlijedenih zivotinja. Prema nasim saznanjima, ucinci pioglitazona na razine
ekspresije iINOS dosad nisu istraZivani u LFP modelu TBI. U naSoj studiji nije detektirana
znaCajna razlika u ekspresijama iNOS u parijetalnom korteksu zivotinja istrazivanih
eksperimentalnih skupina 24 sata nakon eksperimentalne TBI. Suprotno navedenom, u
hipokampusu zivotinja s TBI kojima je pioglitazon apliciran u dozi od 3 mg/kg razina
ekspresije iNOS bila je zna€ajno niza u odnosu na vrijednost ekspresije ovog upalnog markera
zabiljezenu u traumatiziranih Stakora tretiranih otapalom. Mehanizam smanjenja ekspresije
iNOS u nafoj i prethodnim studijama oSte¢enja SZS-a, uzrokovanim istrazivanim PPARy
agonistom, najvjerojatnije je inhibicija transkripcije gena za iNOS, obzirom da promotor
navedenog gena sadrzi PPRE sekvencu (325).

U ovom istrazivanju nije dokazan ucinak pioglitazona na aktivaciju NFkB signalnog
puta nakon eksperimentalne TBI. lako su u prvom dijelu ovog doktorskog rada pokazane

znacajne promjene ekspresije IkBa u parijetalnom korteksu i hipokampusu ozljedenih
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Zivotinja, na osnovu ranijih istrazivanja temporalne ekpresije NFxB u TBI (144), kao i
ekspresije IxBa u drugim, srodnim modelima ozljede SZS poput mozdane ishemije (139),
vjerojatnije je da je aktivacija ovog signalnog puta znaCajno jaCe izrazena u ranijim
vremenskim razdobljima u odnosu na 24 sata nakon TBI. Za pretpostaviti je da bi se u vrlo
ranim vremenskim intervalima nakon ozljede mogao bolje procijeniti u¢inak primjene PPARy
agonista na inhibitore NFxB signalnog puta. Ova se pretpostavka treba dodatno potvrditi, ali
joj u prilog govore rezultati studije Zhanga i sur. (139) koji su istrazivali u¢inke pioglitazona
na ekspresiju IkBa u mozgu Stakora podvrgnutih mozdanoj ishemiji. U navedenom
istrazivanju pioglitazon je znafajno povecao ishemijom snizenu ekspresiju IkBa 6 1 12 sati
nakon indukcije ozljede. Potrebno je napomenuti i ¢injenicu da su Zhang 1 sur. (139)
pioglitazon primjenjivali jednokratno, u dozama od 0,5 do 2 mg/kg, §to je vrlo sli¢no naSem
nacinu davanja ovog lijeka.

U ovom radu nije pronaden ucinak testiranih doza pioglitazona na razine ekpresije
HSP70 proteina u parijetalnom korteksu 1 hipokampusu Zivotinja s TBI, 24 sata nakon
ozljede. Dobiveni rezultat u suprotnosti je s rezultatom Yi 1 sur. (251) koji su opisali u¢inke
primjene roziglitazona u CCI modelu TBI. Razlika u dobivenom rezultatu izmedu ovog rada 1
navedene studije moguce je posljedica Cinjenice da je roziglitazon selektivan agonist PPARY,
za razliku od pioglitazona, koji svoje ucinke ostvaruje i vezivanjem za PPARa receptore
(338). S obzirom da je u razli¢itim modelima ne-neuralnih bolesti (326-328), te u modelu
ozljede SZS-a (329) pokazano sa pioglitazon povecava ekspresiju HSP70 u mozgu
ozlijedenih Zivotinja, za pretpostaviti je da se povecanje izraZaja ovog neuroptotektivnog
proteina na razini PPAR sustva ostvaruje dominantni na razini PPARy.

Primjena pioglitazona u Zivotinja podvrgnutih eksperimentalnoj TBI rezultirala je
znacajnim povecanjem ekspresije proBDNF u parijetalnom korteksu i mBDNF u

hipokampusu u odnosu na vrijednosti zabiljezene navedenim strukturama mozga ozlijedenih
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zivotinja kojima je injicirano otapalo. Koliko nam je poznato, u ovom je radu po prvi put
istrazivan direktan ucinak agonista PPARy na ekspresiju BDNF, te je, takoder prvi put,
zabiljezeno istrazivanim lijekom posredovano povecanje proBDNF, odnosno mBDNF.

Iako promotor gena za BDNF ne sadrzi PPRE (330), u ranijim je studijama opisan
znacCajan izrazaj PPAR u hipokampusu, strukturi mozga u kojoj se sintetiziraju velike koli¢ine
arahidonske kiseline, prekursora PG (331). Nadalje, Toyomoto 1 sur. (332) detektirali su
znaCajan ucinak PGD; i PGE; na indukciju sinteze BDNF u kulturi astrocita. U njithovoj
studiji, jo§ snazniji ucinak na ekspresiju BDNF zabiljeZen je za metabolite navedenih PG, a

jedan od testiranih metabolita bio je 1 15-deoksi-(12,14)-PGJ,, endogeni ligand PPARY (333).

5.3. Ucinci enoksaparina na pokazatelje moZdanog oSte¢enja i endogene neuroprotekcije

u parijetalnom korteksu i hipokampusu §takora nakon traumatske ozljede mozga

5.3.1. Udlinci enoksaparina na oksidativno oSteCenja lipida i proteina te aktivnosti
antioksidativnih enzima wu parijetalnom Kkorteksu i hipokampusu S$takora nakon
traumatske ozljede mozga

U naSoj je studiji, koliko znamo, prvi put istrazivano djelovanje primjene enoksaparina
na oksidativno oSteCenje lipida i proteina, te na razine mozdane aktivnosti antioksidativnih
enzima SOD i GSH-Px u modelu TBI.

Primjena enoksaparina u Zivotinja s eksperimentalnom TBI rezultirala je smanjenjem
oksidativnog oStec¢enja lipida i1 proteina hipokampusa 48 sati nakon indukcije ozljede.
Koristeni heparin niske molekularne mase nije imao znacajnog utjecaja na iste markere
oksidativnog oStecenja u parijetalnom korteksu ozlijedenih Stakora. Takoder, primjena
enoksaparina nije imala utjecaja na aktivnosti antioksidativnog enzima SOD niti u jednoj od

istraZivanih regija. Suprotno navedenom, aktivnost GSH-Px u parijetalnom korteksu zivotinja
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s traumom, a tretiranih enoksaparinom, bila je znacajno visa u odnosu na vrijednost enzima u
zivotinja podvrgnutih LFP ozljedi, tretiranih otapalom, ali 1 laZno traumatiziranih Zivotinja
kontrolne skupine kojima je injicirano otapalo.

Na osnovu dobivenih rezultat za pretpostaviti je povecanje aktivnosti GSH-Px
uzrokovano enoksaparinom u parijetalnom korteksu zivotinja s TBI nije bilo dostatno da
znaCajno smanji oksidativno oStecenje lipida i proteina u navedenoj mozdanoj strukturi.
Nadalje, kako u hipokampusu nismo detektirali znac¢ajan ucinak enoksaparina na razine
aktivnosti SOD 1 GSH-Px, ¢ini se da protektivno djelovanje ovog lijeka na hipokampalno
oksidativno lipidno 1 proteinsko oSte¢enje nije posredovano analiziranim antioksidativnim
enzimima.

Jedan od moguéih mehanizama enoksaparinom posredovanog neuroprotektivnog
antioksidativnog djelovanja u hipokampusu je inhibicija otpuStanja iona kalcija iz
unutarstani¢nih skladista. Ovaj je ucinak enoksaparina prethodno pokazan u in vitro modelu
ishemijske bolesti mozga, te je posredovan antagonizmom na receptorima za inozitol-1,4,5-
trifosfat (IP3) (334). Naime, traumom inducirana aktivacija metabotrobnih, s G-proteinima
vezanih, receptora za ekscitatorne aminokiseline potic¢e djelovanje PLC. Ovaj enzim katalizira
pretvorbu fosfatidilinositol-4,5-bisfosfata u DAG 1 IP3. Ranije studije pokazale su da su
nakon traumatske ozljede aktivnost PLC 1 razine IP3 znacajno povecane (335-337). Receptori
za IP3 su ligandom regulirani kalcijski kanali smjeSteni u membrani endoplazmatskog
retikuluma. Aktivacijom IP3 receptora ioni kalcija izlaze iz endoplazmatskog retikuluma, te u
citosolu moze aktivirati mnoge o ionima kalcija ovisne enzime, poput protein kinaze C,
fosfolipaze A2, COX, NOS i kalpaina. Povecani utok iona kalcija u mitohondrije nakon TBI
uzrokuje inhibiciju lanca za prijenos elektrona, $to za posljedicu moZe imati stvaranje ROS

(338).
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Stoga bi enoksaparin, inhibirajuc¢i oslobadanje iona kalcija iz unutarstani¢nih rezervi,
mogao suprimirati jedno od prvih dogadanja koja su uklju¢ena u proces pocetnog stvaranja
ROS nakon TBI i1 time doprinijeti smanjenju Stetnih ucinaka iona kalcija na mozdane

strukture, ukljuc¢ujuéi hipokampus.

5.3.2. Udinci enoksaparina na razine ekspresija proteina od interesa u parijetalnom
korteksu i hipokampusu Stakora nakon traumatske ozljede mozga

U studijama prije ove ucinci enoksaparina na razine ekspresija COX-2, iNOS, IkBa,
HSP70 1 BDNF nisu opisani u modelu TBI. U nasim eksperimentalnim uvjetima, primjena
enoksaparina u Stakora podvrgnutih LFP ozljedi, znacajno je smanjila ekspresiju proupalnog
enzima COX-2 u parijetalnom korteksu 1 hipokampusu ozlijedenih zivotinja.

Razli¢iti protuupalni ucinci nefrakcioniranog heparina, ali 1 heparina ultra niske 1 niske
molekularne mase, pa tako 1 enoksaparina, prethodno su opisani uglavnom u in vitro
studijama (339, 340-343). Dio protuupalnih ucinaka enoksaparina moze biti indirektna
posljedica njegovog antikoagulatnog djelovanja. Naime, enoksaparin smanjuje koagulabilnost
krvi vezivanjem 1 olakSavanjem djelovanja antitrombina III. Aktivacijom antitrombina III
enoksaparin potencira inhibiciju koagulacijskih ¢imbenika Xa i ITa. Cimbenik Xa ima
znacajne proupalne osobine, te se smatra posrednikom izmedu procesa koagulacije 1 upale
(344). Iz navedenog slijedi da su protuupalni ucinci enoksaparina, barem djelomicno,
posljedica njegovog anti-Xa djelovanja.

Enoksaparin, takoder, smanjuje endotelnom adhezijskom molekulom, P-selektinom,
posredovanu adheziju trombocita i neutrofila (345), reducira ekspresiju P-selektina i ICAM-1,
te smanjuje adheziju monocita (346, 347). Dodatno, u in vitro pokusima, istraZivani heparin

niske molekularne mase smanjuje aktivaciju sustava komplementa (341), ali ovaj u¢inak u in
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vivo studiji nije potvrden (348). Navedeni lijek, in vivo, smanjuje aktivnost enzima
mijeloperoksidaze, koja predstavlja mjeru tkivne infiltracije neutrofila (257, 347).

U ovom radu, u parijetalnom korteksu enoksaparinom tretiranih zivotinja s traumom
mozga zabiljezena je statisticki znaCajno veca ekspresija IkBa, u odnosu na ozlijedene,
otapalom injicirane Stakore. Inhibicijsko djelovanje enoksaparina na NFxB signalni put
povecanjem ekspresije IkBa moglo bi biti objaSnjenje smanjenja ekspresije COX-2 u
parijetalnom korteksu Zivotinja nakon TBI budu¢i aktivacija NFkB potice prepisivanje gena,
odnosno sintezu COX-2 proteina (349). Kako je primjena enoksaparina reducirala pojacanu
ekspresiju COX-2 u hipokampusu ozlijedenih zivotinja, a u navedenoj strukturi nije djelovala
na ekspresiju IkBoa proteina, za pretpostaviti je da je ucinak koriStenog heparina niske
molekularne mase na proupalni COX-2 enzim posredovan i1 nekim drugim mehanizmima,
neovisnim o IkBa.

U in vitro studiji Schwartza 1 sur. (339) proucavani su ucinci enoksaparina na upalni
odgovor glija stanica. Pronadeno je da ovaj lijek smanjuje produkciju PGE,, jednog od
produkata aktivnosti COX-2, ali 1 inhibira stvaranje TNFa od strane glija stanica. TNFa jedan
je od najvaznijih ¢imbenika koji povecavaju transkripciju COX-2 stimulacijom aktivacije
NF«kB (350). Stoga je moguce da je enoksaparin, smanjenjem produkcije TNFa sprijecio
sintezu COX-2 u istrazivanim mozdanim strukturama ozlijedenih Zivotinja.

U naSem istraZivanju, primjena enoksaparina nije znacajno utjecala na ekspresije
HSP70, pro- i mBDNF u parijetalnom korteksu i hipokampusu Stakora podvrgnutih LFP
ozljedi.

Sumarno, rezultati rada ukazuju na antioksidativno 1 protuupalno djelovanje

enoksaparina u LFP modelu TBI u Stakora.
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6. Zakljucci
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1. Osnovna patofizioloSka zbivanja ukljuena u procese mozdanog oste¢enja u LFP modelu
TBI u Stakora karakterizirana su razliCitim stupnjem oksidativnog oStecenja, upalnog
odgovora i1 endogene neuroprotekcije u pojedinim mozdanim strukturama.

2. Parijetalni korteks 1 hipokampus najjace su oksidativno i upalno oSte¢ene mozdane
strukture nakon eksperimentalne traume mozga u Stakora.

3. U ostalim mozdanim strukturama Stakora (talamusu, entorinalnom korteksu, cerebelumu)
biljeze se promjene samo pojednih proupalnih i endogenih neuroprotektivnih proteina nakon
TBIL

4. Pioglitazon 1 enoksaparin djeluju neuroprotektivno, te smanjuju ili antagoniziraju pojedine
stani¢ne 1 molekularne mehanizme koji su ukljuceni u procese osteenja mozga u LFP modelu

traume mozga u Stakora..
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