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POPIS KRATICA

Bcl11b - B-cell lymphoma 11b

BCL-6 — B-cell lymphoma 6

CADASIL — Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Sub-cortical Infarcts and
Leukoencephalopathy, cerebralna autosomalna dominantna arteriopatija sa subkortikalnim infarktima i
leukoencefalopatijom

CNS - central nervous system, sredidnji ziv€ani sustav, centralni nervni sistem
COUP-TF - Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor

Ctip2 — Chicken Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor-Interacting Protein 2
DNA — deoxyribonucleic acid, deoksiribunukleinska kiselina

Fezf2 — Fez family zinc finger protein 2

FOG-1 — zinc finger protein ZFPM1

HAT — histone acetyltransferase, histonska acetiltransferaza

HDAC — histone deacetylase, histonska deacetilaza

IHC — imunohistokemija

MAR — matrix attachment regions

MBD3 — methyl-CpG binding domain

MCAO — Middle Cerebral Artery occlusion

miRNA — mikro-RNA

MP UVSH — Uprava za veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede
MRI — magnetna rezonancija

MTA2 — metastasis-associated protein 2

NuRD — Nucleosome Remodeling Deacetylase

p53 — tumorski protein P53

PBS — phosphate-buffered saline

PFA — paraformaldehyde

RNA — ribonucleic acid, ribonukleinska kiselina

ROI — Regions of Interest

Satb2 — Special AT-rich Sequence Binding Protein 2

SD — standardna devijacija

SLE — systemic lupus erythematosus, sistemski eritematozni lupus

Sox5 — SRY-Box Transcription Factor 5

T2MAP — T2 mapping

T2W — T2 weighted image

TIA — transient ischemic attack, tranzitorna ishemijska ataka
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1. UVOD

1.1.  Mozdani udar

Mozdani udar jedan je od vodecih uzroka smrti i onesposobljenosti odraslih u svijetu. Definira
se kao naglo nastali zari$ni neurolo$ki deficit uzrokovan akutnom fokalnom lezijom sredinjeg ziv€anog
sustava vaskularnog podrijetla, tj. rije€ je o klini€koj prezentaciji cerebrovaskularne bolesti koja traje
duze od 24h ili dovodi do smrti (1,2). EtioloSki postoje dvije vrste mozdanog udara — ishemijski i
hemoragic¢ni. NajéeSc¢i su ishemijski, koji najéesc¢e nastaju zbog smanjenog protoka krvi zbog arterijske
okluzije ili rjede zbog okluzije mozdanih vena ili venskih sinusa. Upravo su oni tema ovoga istrazivanja.
Druga vrsta, hemoragi¢ni mozdani udari, uzrokovani su rupturom mozdane arterije (1). Takoder, vrijedi
spomenuti i subarahnoidalno krvarenje, najce$c¢e kao posljedicu rupture aneurizme cerebralnih krvnih
zila (2).

Prema trajanju razlikujemo tranzitornu ishemijsku ataku (TIA), mozdani udar u razvoju i
dovrSeni mozdani udar (2). Dva najvaznija mehanizma nastanka arterijske okluzije kod ishemijskog
mozdanog udara jesu embolija (rupture aterosklerotskog plaka iz aorte ili njenih ogranaka ili iz srca,
najéesce uslijed fibrilacije atrija, infarkta miokarda, umjetnih valvula, kongestivnog zatajenja srca, itd.) i
in situ tromboza. Bolest malih krvnih zila (hijalina arterioskleroza, amiloidna angiopatija, mikroateromi,
CADASIL) vodi do malih subkortikalnih infarkta, tzv. lakunarnih infarkta (1,2). Disekcija cervikalne
arterije je jedan od ¢eSc¢ih uzroka mozdanog udara u mladih pacijenata (< 60 godina) (1). Kada se
protok krvi u mozdanoj arteriji smaniji uslijed okluzije ispod kriticne razine, dolazi do poremecaja
elektricne aktivnosti neurona i razvija se klinicki deficit (1). Normalna cerebralna perfuzija iznosi otprilike
60 ml/100 g tkiva/min, a do simptoma dolazi uslijed pada protoka ispod 22ml/100 g/min (2). Ukoliko je
mozdani protok znacajno snizen i traje dovoljno dugo (5 — 10 min), razvija se ireverzibilno oSte¢enje
tkiva. U mnogo slu€ajeva kolateralna opskrba krvi putem leptomeningealnih anastomoza ili Willisova
kruga je dovoljna za osigurati prezivljenje stanica tijekom odredenog vremena (1,2). Zna¢ajne su razlike
i specificnosti pojedinih odjeljaka cerebralne cirkulacije pa tako velike intrakranijalne zile anastomoziraju
putem Willisova kruga, ekstrakranijalnih i pijalnih, leptomeningealnih anastomoza i u slucaju okluzije
ovih krvnih Zzila postoje velike varijacije zahvaéenosti parenhima. S druge pak strane povrsinske,
kortikalne arterije anastomoziraju putem pijalnih kolaterala te su varijacije zahvacéenosti parenhima
manje. Duboke, perforantne arterije imaju malu moguénost anastomoziranja, stoga je zona ishemija
ograni€ena i s malim varijacijama (2). Regije mozga koje su opskrbljene putem kolateralne opskrbe, a
nalaze se izmedu funkcionalnog i nekroti€nog tkiva, i koje se potencijalno mogu spasiti nazivaju se
ishemijska penumbra ili zona penumbre (1,2). Nju neprestano ugroZzava mogucnost prekida cirkulacije
uslijed nastanke citotoksi¢nog i vazogenog edema (2).

Patolo$ki gledano, kod ishemijskih infarkta prve se promjene u neuronima vidaju nakon 12 do
24 h u vidu bubrenja, gubitka Nisslove tvari i pretvorbe u neurone s piknoti€nom jezgrom. Nakon 24 h
razvija se upalna reakcija s neutrofilima koji se potom nadomjestaju makrofazima te dolazi do nastanka
podrucja likvefakcije nekroze s neoStrom granicom bijele i sive tvari. Od drugog dana prisutni su brojni
makrofagi obilne pjenusave citoplame, a nakon petog dana astrociti postepeno stvaraju oziljak na tom

mijestu koji se razgrani€uje od okolnog tkiva. U isto vrijeme, uslijed pojave zone poja¢ane prokrvljenosti



u sklopu reparacijskog tkiva na granici s infarktom, dolazi do resorpcije nekroti¢nog tkiva i smanjena
edema. U konagénici se razvija pseudocista (3).

1.2. Kortikogeneza kod miseva

U miSeva kortikogeneza zapocinje prije rodenja, od 10. dana embrionalnoga razvoja. Od
prvobitne skupine homogenih multipotentnih stanica razvija se slojevita struktura sa razli€itim
skupinama neurona. MiSji mozak se razvija u kaudalno-rostralnom i medijalno-lateralnom smjeru.
Kortikogeneza obuhvaca: proliferaciju multipotentnih stanica (11. — 16. dan embrionalnog razvoja),
migraciju postmitotskih stanica (11. — 17. dan embrionalnog razvoja), stani€nu morfogenezu (12. — 18.
dan embrionalnog razvoja), gliogenezu i sinaptogenezu (16. dan embrionalnog razvoja do ranog
postnatalnog razdoblja) i reorganizaciju, eliminaciju i stabilizaciju neuronalne mreze (do odraslog
razdoblja) (4).

U pocetku se razvijaju dva germinativna sloja: ventrikularna i subventrikularna zona. One
oblazu mozdane komore i stvaraju piramidalne i inhibitorne neurone mozdane kore. Vazne stanice ovih
slojeva su radijalne glija stanice i intermedijarni neuronalni prekursori (5).

Radijalne glija stanice su bipolarne progenitorske stanice iz kojih nastaju buduci neuroni
mozdane kore, astrociti, oligodendrociti. Stani¢no tijelo im se nalazi u ventrikularnoj zoni te imaju bazalni
nastavak koji se proteze sve do budu¢e mozdane kore. Taj bazalni nastavak neuroni koriste za
migraciju do svojega mjesta u mozdanoj kori. Intermedijarni neuronalni prekursori nastaju iz asimetricne
stani¢ne diobe radijalnih glija stanica te se oni simetriéno dijele u subventrikularnoj zoni da bi nastali
neuroni. Brzina proliferacije i diferencijacije je odredena signalima iz staniéne okoline. Smatra se da
povecana gustoéa neuronalnih prekursora pomoc¢u medustaniénih spojeva smanjuje brzinu proliferacije
(5).

Migracija postmitotskih stanica je proces kojim novonastali neuroni iz germinativnih slojeva
putuju do kortikalne plo€e putem nastavka radijalnih glijalnih stanica. Na ovaj nacin se stvara buducih
6 slojeva mozdane kore. Sloj u kojem ¢e neuron zavrSiti ovisi o vremenu kada je nastao, ranije rodeni
neuroni nastanjuju dublje slojeve mozdane kore, a kasnije rodeni neuroni nastanjuju povrsinske slojeve
(5). Ovi se neuroni diferenciraju u ekscitacijske piramidalne neurone. Inhibitorni interneuroni mozdane
kore nastaju u ganglijskoj eminenciji i migriraju tangencijalno. Rast mozdane kore prati i rast bazalnih
nastavaka radijalnih glija stanica kako bi cijelo vrijeme odrzale vezu izmedu germinativnih slojeva i

mozdane kore (6). Oko vremena rodenja kortikogeneza usporava, a nastavlja se neurogeneza (5).

1.3. Satb2 i Ctip2

Satb2 i Ctip2 ¢imbenici su prepisivanja aktivni tijekom kortikogeneze.

Satb2 protein vezanjem za DNA regulira organizaciju kromatina i gensku eskpresiju (7).
Prepoznavanjem $ecer-fosfat struktura DNA, on se veze za sekvencije bogate adenozinom i timinom
unutar regije MAR (od eng. matrix attachment regions), pri tom potiCuc¢i remodeliranje kromatina te
djeluju¢i kao cilino mjesto drugih proteina koji remodeliraju kromatin. Nadalje, Satb2 omogucava
interakcije izmedu genskih promotora i genskih pojacivaca putem korepresora HDAC (histonska
deacetilaza, eng. histone deacetylase) i koaktivatora HAT (histonska acetiltransferaza, eng. histone
acetyltransferase). Ima viSestruku ulogu u embrionalnom razvoju razli€itih vrsta tkiva, ukljucujuci

ziv€ani, kostani, razvitku nepca. (7,8). Zanimljivo je da se smatra da Satb2 ima ulogu u razvoju



inteligencije, spacijalne i dugoroéne memorije u ljudi i miSeva $to se povezuje s njegovom ekspresijom
u CA1 regiji hipokampusa i ulogom u plasti¢nosti mozga koja je posredovana utjecajem Satb2 na izrazaj
drugih gena i miRNA (9). U misjim embrijima Satb2 je detektirana u rombomerama, mozdanoj kori i
kraljezni€noj mozdini, dok je kod odraslih miSeva eksprimiran u mozdanoj kori (u svim slojevima i to
isklju€ivo u ekscitatornim neuronima), hipokampusu, strii terminalis, strii diagonalis Broca, kraljeznicnoj
mozdini, lateralnom hipotalamusu, nucleusu arcuatusu, paraventrikularnoj jezgri hipotalamusa,
ventralnoj tegmentalnoj jezgri, laterodorzalnoj tegmentalnoj jezgri, dorzalnim raphe jezgrama, rostralnoj
periolivarnoj regiji, parabrahijalnom nukleusu itd (9,10). Prisutnost Satb2 u dopaminergi€nim neuronima
hipotalamusa i serotoninergi¢nim neuronima dorzalnih rafe jezgara na misjim modelima ukazuje da bi
mogao imati uéinak na razvoj odraslog mozga i psihickih bolesti (10). Tijekom razvoja mozdane kore,
Satb2 se eksprimira u kortikalnim neuronima koji se projiciraju preko corpus callosuma, dakle, igra
ulogu u kortikokortikalnom povezivanju neurona, kako ipsilaternom, tako i u kontralateralnom, tj. u
formaciji corpus callosum (7,9). Kod miSeva kod kojih je nokautiran gen za Satb2 ne dolazi do razvoja
corpus callosuma i piramidni se neuroni projiciraju supkortikalno (9). Ovako promijenen tijek neuralnih
projekcija moze biti posliedica defekta konstrukcije corpus callosum, poremecaja na razini ekspresije
molekula zaduzenih za vodenje aksona ili promjene specificiranju stani¢ne sudbine (eng. cell fate
specification) (7,11,12). Kod miSeva bez Satb2 pronadena je u neuronima gornjih slojeva mozdane
kore ektopi¢na ekspresija transkripcijskog faktora Ctip2, koji je klju¢an za produbljivanje supcerebralnih
projekcija supkortikalnih neurona, dok pretjerana ekspresija Satb2 u mati¢nim ziv€anim stanicama
dovodi do inhibicije ekspresije Ctip2 (7,9). Kod miSeva koji su nokautirani za Satb2 gen pojavljuje se
ekspresija Ctip2 gena cijelom debljinom korteksa, a ne samo u donjim slojevima, dok kod ektopi¢ne
ekspresije Satb2 dolazi do supresije ekspresije Ctip2 u onim neuronima koji ga inace eksprimiraju (7).
Mehanizam kojim se to ostvaruje je sljedeci: Satb2 se veze za MAR sekvencije promotorske regije gena
za Ctip2 i zajedno sa protoonkogenom Ski te histonskom deacetilazom HDAC1 i MTA2 (od eng.
metastasis-associated protein 2) stvara NURD kompleks (Nucleosome Remodeling Deacetylase),
mijenjajuci strukturu histona i kromatina smanjenjem dimetilacije i acetilacije histona (7,9,11,12). MAR
sekvence nalaze se uzvodno i nizvodno od okvira €itanja gena za Ctip2 te Satb2 upravo tu ulazi u
interakciju s DNA. Unato¢ tome, Satb2 nije jedini mehanizam regulacije ekspresije Ctip2 (7). Takoder,
u postnatalnom mozgu uslijed aktivnosti faktora Lmo4 suprimira se represija Ctip2 putem Satb2. Naime,
Lmo4 dovodi do derepresije Ctip2 natjecuci se sa Satb2 za HDAC1 (12).

Ova su dogadanja usko povezana s utjecajem na ekspresiju Ctip2 (9). Ctip2 jedan je od gena
uklju€enih u ranu specifikaciju supkortikalnih projekcijskih neurona u razvijajuéem korteksu i rast
njihovih aksona (7). Sam Ctip2 je transkripcijski faktor cinkova prsta koji se osim u srediSnjem zivéanom
sustavu, eksprimira u timocitima, kozi, olfaktornom epitelu te oralnom i crijevnom epitelu. lzmedu
ostalog uklju€en je u rani razvoj T-stanica (13,14). Ctip2, punog imena protein 2 koji interagira s
transkripcijskim faktorom uzvodnog promotora pileceg ovalbumina (eng. chicken ovalbumin upstream
promoter transcription factor (COUP-TF)-interacting protein 2), znan jo$ kao Bcl11b (eng. B-cell
lymphoma 11b), jako je izrazen u razvijaju¢em miSjem mozgu i to prvenstveno u petom sloju korteksa,
striatumu, olfaktornom bulbusu, hipokampusu, limbickom sustavu, bazalnim ganglijima te

intermedijarnoj regiji kraljeznicke mozdine. Njegova uloga u CNS-u jest razvoj aksonalnog rasta



kortikospinalnih motoneurona u srediSnjem zivéanom sustavu, a o ¢emu u prilog govore rezultati
istrazivanja na miSevima defektnima za Ctip2. Svoj ucinak postize putem povezivanja s NuRD
kompleksom, §to se pak ostvaruje pomocu ribosomskih podjedinica RbAp46 i RbAp48. Ctip2 i NuRD
vezu se za promotor gena p57KIP2 koji kodira inhibitor kinaze ovisne o ciklinu, a koja je zasluzna za
kontrolu stani¢nog ciklusa i neuronalne diferencijacije. Tim vezanjem dolazi do represije ciljnih gena
Ctip2. Vaznu ulogu u tom procesu transkripcijske represije imaju razliCite histonske deacetilaze, npr.
HDAC1, HDAC2, MTA1, MTA2, MTA3, MBD3, kao i transkripcijski faktori p53, lkaros, BCL-6, FOG-1
(14).

Satb2 takoder ima ulogu u formiranju kortikospinalnog trakta (Sto se vidi iz €injenice da do
njegovog razvoja ne dolazi kod miSeva koji su nokautirani za ovaj gen) i u razvoju projekcijskih neurona
(8to ostvaruje aktivacijom Fezf2 i Sox5) (7,9,12). Naime, s obzirom da je rije¢ o transkripcijskom faktoru
koji regulira aktivnost velikog broja drugih gena, nekih preko regulacije Ctip2, a nekih drugim
mehanizmima, Satb2 je vazan faktor u diferencijaciji razli€itih vrsta neurona, npr. centralnih
motoneurona, neurona 5. sloja korteksa te navodenju aksona (axon-guidance). Smatra se odgovornim
za sprjecavanije diferencijacije u smjeru motoneurona koji ¢e formirati kortikospinalni put $to je u skladu
s njegovom ulogom u formiranju kortikokortikalnih projekcija (7,11). Nadalje, Satb2 i Ctip2 reguliraju
ekspresiju receptora za netrin1 (Unc5C) koji imaju razli¢ite mehanizme djelovanja na aksonski rast (12).
Poremecaj razvoja projekcijskih neurona zabiljezen je u miSeva koji su nokautirani za Satb2 zbog
poremecaja u diferencijaciji neurona 5 sloja korteksa (11).

1.4. Mogucnosti pretklinickih analiza misSjeg mozga

Siroko koritena metoda bojanja za prougavanje morfologije i patologije neurona i za
razumijevanje citoarhitekture razli¢itih dijelova mozga je bojanje po Nisslu. Metoda bojanja po Nisslu
se temelji na interakciji bazi¢nih boja poput krezil ljubi¢aste, tionina, toluidinskog modrila, metilenskog
modrila ili anilina s nukleinskim kiselinama stanice. Boje se vezu na DNA stanicne jezgre, na RNA koja
je visoko koncentrirana na ribosomima hrapavog endoplazmatskog retikuluma i ribosomima u
citoplazmi. PoSto neuroni aktivno proizvode proteine, citoplazme im sadrze velike koncentracije
hrapavog endoplazmatskog retikuluma. Zbog takvog obiljezja, bojanje po Nisslu boja citoplazmu bez
prikaza ostalih staniénih elemenata. Bojanje po Nisslu se €esto koristi nakon imunocitokemijske
detekcije specifi€nih molekula u mozgu, da bi se lokalizirale i zabiljezile ozna¢ene stani¢ne populacije
(15).

Imunohistokemija (IHC) je metoda koja koristi protutijela na ciljne antigene u odredenim tkivima
i stanicama da bi odredila tip stanice i organ podrijetla. Metoda se provodi na tkivima fiksiranim
formalinom i uklopljenim u parafin. Koraci u provedbi imunohistokemije su sljedeci: razotkrivanje
antigena, dodatak primarnog protutijela, dodatak sekundarnog protutijela koje se veze na primarno
protutijelo, dodatak detekcijskog reagensa kojim se lokalizira primarno protutijelo. Prvi korak,
razotkrivanje antigena, uklju€uje obradu tkiva kako bi se vratili antigeni koji su bili maskirani fiksacijom,
da bi bili dostupni vezanju s primarnim protutijelom. Postoji viSe metoda razotkrivanja antigena te one
najcesce ukljucuju kidanje veza izmedu proteina nastalih fiksacijom, kemijskim ili fizikalnim sredstvima.
Fizikalna obrada uklju€uje toplinu i ultrazvuk, dok kemijska obrada uklju€uje enzimsku razgradnju i

denaturaciju. Trenutno najpopularnija metoda je toplinom inducirano razotkrivanje antigena, koristeci



mikrovalne pecnice, autoklave te vodene kupke. Opcéenito, monoklonalna protutijela, koja se vezu na
jedan epitop su specifi¢nija, dok su poliklonalna protutijela, koja se vezu na viSe epitopa, osjetljivija.
Kako bi se interakcija izmedu protutijela i antigena mogla vidjeti pod svjetlosnim mikroskopom, primarno
ili sekundarno protutijelo mora biti oznaceno. U direktnoj imunohistokemiji primarno protutijelo je
oznaceno i naneseno na rez tkiva. U indirektnoj imunohistokemiji sekundarno protutijelo je oznaceno i
moze se koristiti s viSe razli¢itih primarnih protutijela. Protutijela se mogu oznaditi na viSe nacina:
fluorescentnim molekulama ili enzimima koju proizvode obojani produkt. Imunofluorescentne metode,
koje koriste fluorescentne spojeve, za vizualizaciju trebaju fluorescentni mikroskop (16).

Magnetna rezonancija je neinvazivna slikovna metoda koja se koristi za prikazivanje poprec¢nih
presjeka tijela. Za dobivanje slike koristi se neioniziraju¢e elektromagnetsko zraéenje te zbog toga
nema opasnosti od ozljede zraenjem (17). Zbog iznimno dobrog prikaza mekih tkiva dolazi do ranije i
preciznije dijagnoze bolesti. Zna€ajan nedostatak predstavlja velika cijena ovih postupaka (18). U
prikazu slike mogu se koristiti posebni moduli, kako bi se prikazale odredene strukture organa (lezije,
bijela mozdana tvar, arterije). Danas se magnetna rezonanca Siroko koristi u podru¢jima neurologije,
psihijatrije, kardiologije, muskuloskeletnog sustava, krvozilnog sustava, za prikaz abdomena, itd. (17).
Za prikaz struktura se obic¢no koriste atomi vodika zbog njegove velike koli¢ine u tkivima. Signal se
prvenstveno dobiva iz vode i masti, dok je signal iz drugih spojeva koji sadrze vodik zanemariv (mala
koncentracija i smanjena pokretljivost vodika). Rekonstrukcija slike trazi identifikaciju signala iz svake

tocke unutar tkiva koji se onda mapiraju (17).

2. HIPOTEZA | CILJEVI RADA

Hipoteza ovog istrazivanja bila je sliedec¢a: Cijeljenje mozdanog tkiva nakon ishemijskog
mozdanog udara ukljuCuje oporavak reaktivacijom biljega kortikogeneze. Cilj istrazivanja bio je
analizirati i povezati promjene u mozgu nakon ishemijske lezije mozga misa i biliege kortikogeneze
(Ctip2 i Satb2). Pritom smo se koristili snimkama magnetne rezonancije, preparatima bojanim po Nisslu
te imunohistokemijom. Cilj analize snimki magnetne rezonancije bila je izraGunati volumen mozdanih
polutki i podrucja ishemijske leziju u svakoj vremenskoj toCki mjerenja postupkom ocrtavanja dijelova
mozga na snimkama frontalnih presjeka te pokazati kako se tijekom tog vremena volumeni mijenjanju.
HistoloSki preparati bojani prema Nisslu sluzili su validaciji mjerenja magnetnom rezonancijom. Cil;
analize rezultata imunohistokemije bio je zabiljeZiti i odrediti broj signala ¢imbenika kortikogeneze Satb2

i Ctip2 u zahva¢enom podrucju kako bismo potvrdili nasu hipotezu.

3. MATERIJALI | METODE

3.1.  Eticka dopusnica

Istrazivanje na zivotinjama provedeno je na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu, Hrvatski
institut za istrazivanje mozga, u Nastambi za pokusne zivotinje (HRPOK-006 MP UVSH) u skladu sa
Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 102/17, 32/19), Izmjenama i dopunama Zakona o zastiti zivotinja (NN
37/13) i Pravilnikom o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13) te sukladno etickim
standardima za provedbu istrazivanja u nastambi za laboratorijske zivotinje Hrvatskog instituta za

istrazivanje mozga (HR-POK-006). Istrazivanje je provedeno u okviru projekta RepairStroke, a prilaze



se etitka dopusnica izdana od strane Ministarstva poljoprivrede, Uprava za veterinarstvo i sigurnost
hrane (KLASA: UP/I-322-01/17-01/45; URBROJ: 525-10/0255-17-7;9.10.2017.) te MiSljenje etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilita u Zagrebu (KLASA: 641-01/17-02/01; URBROJ: 380-
59-10106-17-100/100; 9.10.2017.).

3.2. Dizajn studije
Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za regenerativhu neuroznanost Hrvatskog instituta za
istrazivanje mozga. U pokus je bilo uklju¢eno 13 miSeva koji su bili raspodijeljeni u dvije grupe (MCAO
i Sham). Cijeli je pokus trajao 3 mjeseca. Pokus je bilo podijeljen u dvije faze. U prvoj fazi koja je trajala
10 dana eksperimenti su radeni in vivo na zivim miSevima. U toj fazi napravljen je MCAO te su miSevi
longitudinalno snimani magnetnom rezonancijom u trima vremenskim tockama. Nakon toga uslijedila
je druga faza pokusa. Poslije izolacije mi§jih mozgova provedeni su in vitro eksperimenti u vidu bojanja
preparata metodom prema Nisslu i imunohistokemije. Vazno je navesti da mi kao studenti nemamo
licencu za rad na eksperimentalnim Zivotinjama. Prema tome mi nismo vlastoruéno sudjelovali u
izvodenju samog pokusa nad zivotinjama, kao ni u postupcima snimanja magnetnom rezonancijom,
izolacije mozgova i bojanju preparata prema Nisslu te izvodenju imunohistokemije, ve¢ su to umjesto
nas obavili zaposlenici Laboratorija za regenerativhu neuroznanost Hrvatskog instituta za istrazivanje
mozga. Materijale koje su oni pripremili prosljedivala nam je nada komentorica Sanja Srakoci¢, mag.
biol. mol., koja nas je detaljno upoznala sa svim postupcima koji su vr§eni nad misevima uklju¢enima u
eksperiment te sa svim protokolima analize rezultata. Tijekom te edukacije stekli smo znanja potrebna
za volumetrijsku analizu mozgova miSeva pomoc¢u snimaka magnetne rezonancije i preparata bojanih
prema Nisslu te znanja potrebna za kvantifikaciju snimaka imunohistokemije. Dobivene snimke
magnetne rezonancije, preparate bojene prema Nisslu i snimke imunohistokemije potom smo
manualno obradili na raCunalu pomoc¢u programa ImageJ, besplatnog programa koji se moze primijeniti
u analizi raznovrsnih slikovnih podataka, kako ce biti prikazano u daljnjem tijeku teksta.
3.3. Eksperimentalne zivotinje i izazivanje ishemijskog oste¢enja mozga

U istrazivanju je koristeno 13 muskih transgeni¢nih miSeva NFH linije, starosti izmedu 3 i 4
mjeseca. MiSevi NFH linije eksprimiraju enzim luciferazu i TURBOFP635 &to bi za posljedicu trebalo
imati bioluminiscenciju i fluorescenciju u zrelim neuronima. MiSevi su nasumic¢no podijelieni u dvije
skupine, MCAO (n=7) i Sham (n=6).

Svim je miSevima iz MCAO skupine izvedena okluzija srednje cerebralne arterije (MCAO,
middle cerebral artery occlusion) pristupom na zajedniCku karotidnu arteriju koriste¢i kirurski
mikrofilament debljine 6-0. Okluzija je trajala 60 minuta nakon €ega se filament izvadio i uslijedila je
perfuzija. Tijekom zahvata miSevi su bili anestezirani 2% izofluranom u 100% kisiku. Tjelesna je
temperatura bila odrzavana na 37°C. Poslije operacije miSevi su boravili 3 dana u grijanom kavezu i
intraperitonealnom injekcijom dobivali su analgeziju i glukozu, dok im je hrana bila dostupna ad libitum.

Sham skupina miSeva je bila izloZzena anesteziji, ulasku i izlasku mikrofilamenta. Okluzije nije
bilo.

MiSevi su prije zahvata, tre¢i i sedmi ispitani na neuroloski deficit. Pritom je pra¢ena tjelesna
masa miseva, izgled dlake, oka, uski, polozaja tijela, mobilnost i spontana aktivnost, smetnje u kretaniju,

polaganje Sapa te senzorni podrazaji i refleksi. Ako bi Zivotinja izmedu dviju vremenskih toaka izgubila



viSe od 20% tjelesne mase ili izgubila misSi¢ni tonus te ne bude odgovarala na podrazaje, zZivotinja se

trebala bezbolno zrtvovati.

3.4. Snimanje magnetne rezonancije i obrada snimki

U svim trima vremenskim tockama, prije MCAO te 3. i 7. dan nakon MCAO, misji mozgovi
snimani su putem magnetne rezonancije. U tu je svrhu koriSten uredaj Bruker BioSpec 70/20 USR
jakosti 7T. Mi§ji mozgovi snimani su u projekcijama T2W i T2MAP. Za svaku vremensku to¢ku snimke
u T2W i T2MAP sekvencama spremljene su obliku dijaprojekcija pri ¢emu je svaka sadrzavala 25
snimki. Tijekom snimanja mi$ je bio uspavan inhalacijskim anestetikom izofluranom (1.5-2% izoflurana
u mjesavini 70% N20O i 30% 0O2) c&ija se doza prilagodavala ovisno o frekvenciji disanja i tjelesnoj
temperaturi miSa. Stoga se postolije u MR-u grijalo kako bi se odrzavala stalna tjelesna temperatura
misa.

Snimke dobivene putem magnetne rezonancije obradene su pomocu programa Imaged. T2W
sekvence magnetne rezonancije koriStene su za ocrtavanje mozdanih hemisfera, a T2MAP sekvence
magnetne rezonancije koriStene su za ocrtavanje podrucja ishemije, tj. infarkta. Slike smo unijeli u
Imaged tako §to smo u alatnoj traci odabrali opciju File kojom se otvara padajuéi izbornik i odabrali smo
opciju Open. Potrazili smo ciljani dijapozitiv MR snimaka na racunalu i unijeli ih u program u NIfTY-1
(NII) formatu. Nakon unoSenja u program slike su bile obradene na sljedeci nacin. Prvi korak ovog
procesa bila je Data Preparation. U padajucem izborniku pod opcijom alatne trake Edit potrazili smo
opciju Options, nakon koje se otvorio izbornik gdje smo zatim odabrali Appearance i odabrali smo samo
jedanput za svaku pojedinu dijaprojekciju komandu Interpolate zoomed image kojom se smanjuje
pikselizacija slike tijekom zumiranja. Dodatno za T2MAP trebalo je donji slider pomaknuti na sredinu,
pod padajuéim izbornikom Image odabrati Hyperstacks i iz njega odabrati naredbu Reduce
dimensionality kako bi nam ostale samo snimke intenziteta signala T2 mape. Znacajke samih slika
modificirali smo tako Sto smo pod funkcijom Image potrazili opciju Adjust i odabrali komandu
Brightness/Contrast kojom se namjestaju svjetlina i kontrast kako bi prikaz slike bio jasniji. Nadalje,
zadali smo postavke za analizu samih slika. |1z alatne trake odabrali smo opciju Analyze nakon ¢ega
smo u padajuéem izborniku pod opcijom Set Scale postavljali vrijednosti za viSe varijabli. Za varijablu
razmak u pikselima (Distance in Pixels) izabrali smo 1, a za mjernu jedinicu milimetre. Za varijablu
Known Distance, koja odgovara dimenziji voksela, odabrali smo 0,100 za T2W sekvence i 0,125 za
T2MAP sekvence. Za varijablu Pixel Aspect Ratio, koja predstavlja omjer Sirine i duzine piksela,
odabrana je vrijednost 1. Nadalje, pod istim izbornikom Analyze odabrali smo funkciju Set
measurements gdje smo odabrali varijable koje su nakon ocrtavanja trebale biti izracunate. Odabrana
je varijabla Area koja predstavlja povrSinu ocrtane hemisfere, tj. podrucja ishemije.

Nakon ovih postavki, slijedio je proces ocrtavanja. Ocrtane su prvo infarktu ipsilaterne
hemisfere, potom kontralaterne hemisfere, a nakon toga samo podrudje infarkta. Na dijaprojekcijama
T2W sekvenci bilo je prikazano 25 frontalnih presjeka mozgova miSeva od rostralno prema kaudalno.
Hemisfere su ocrtane pocevsi od 5. presjeka u nizu, a zavrsno s 20. presjekom u nizu. Analizirali smo
isklju€ivo te presjeke jer se samo na njima nalazi veliki mozak jer se s obzirom na dizajn studije
ocekivalo da ¢e se podrucje infarkta na¢i samo u velikom mozgu. Infarkt se ocrta na onim snimkama

T2MAP sekvence na kojima se nalazi. Nakon ocrtavanje svakog pojedinog podrucja svake snimke,



ukljucili smo Fit spline pomoc¢u pre€aca na tipkovnici, slova Q. Ovom se naredbom inace kubi¢ne linije
koje ocrtavaju podrucje interesa zaglade i one postaju krivulje koje bolje ocrtavaju podrudje interesa.
Svako ocrtavanje sprema se u ROI (Regions of interest). Nakon 8to su sva podruc¢ja ocrtavanja
spremljena na ROI, ona tvore ROI Set koji se sprema u obliku zip-a.

Podatci dobiveni ocrtavanjem potom su izraCunati putem podprocedure u ImageJ koja se
naziva ROl Manager. Taj se alat koristi za rad s vie odabranih podrucja na istoj slici ili s odabranim
podruc¢jem/podrucjima s razli€itin presjeka iz skupa. Koristili smo opciju Measure kojom smo izradunali
povrSinu ocrtanih regija. Dobivene rezultate sistematizirali smo tako $to smo na alatnoj traci prozora
trazili Results nakon ¢ega smo iz padajuc¢eg izbornika birali naredbu Summarize, tj. sazimanje. Tako
prikazane rezultate spremili smo na ra¢unalo u obliku .csv. Ovako dobiveni rezultati potom su ubaceni
u Microsoft Office Excel program u kojem su za svakog pojedinog miSa analizirane promjene volumena
pojedinih hemisfera, odnosno infarkta tijekom vremena. Prilikom importa kao delimitatore odabrali smo
TAB+comma, kao decimal separator kojim se cijeli brojevi odvajaju od decimala odabrali smo
decimalnu to€ku, a kao thousand separator kojim se tisucice odvajaju od stotica odabrali smo blank, tj.
prazno polje. Kako bismo izracunali volumen iz povrSina za podrucja od interesa, bila je potrebna tre¢a
dimenziju, debljina prereza, koja iznosi 0,5 mm. Debljina prereza odredena je debljinom voksela (0,1
mm) i razmakom izmedu voksela (0,4 mm).

Takoder smo za svaku pojedinu ocrtanu hemisferu i ocrtano podrucje infarkta napravili montazu
koriste¢i se programom ImagedJ. Iz alatne trake izabrali smo opciju Image pri €emu se otvara padajuci
izbornik u kojem smo birali opciju Overlay, odnosno preklapanje, koja otvara novi padajuci izbornik iz
kojem smo upotrijebili opciju From Roi Manager kojom smo odredili da se koriste podatci iz RO/
Managera za dani slijed slika. Nakon toga smo iz padajuceg izbornika Overlay upotrijebili opciju Flatten
kojim se svaki ROI fiksira na pripadajuci presjek. Zadnji korak prije formiranja montaze je odabir opcije
Stacks iz padajucéeg izbornika opcije Image. Opcijom Stacks otvorio se novi padajuéi izbornik u kojem
smo birali opciju Make Montage kojom smo potom namjestili postavke montaze. Za Scaling factor uzeli
smo broj 1,5 te smo odabrali opciju Label slices kojom su frontalni presjeci naznaceni na montazi
brojevima od 1 do 25.

Nakon obrade podataka za svakog pojedinog misa, izraCunali smo prosje€ne vrijednosti
volumena te vrijednosti standardne devijacije, intervala pouzdanosti, a gdje je su rezultati u skupini bili
varijabilni i gdje je broj jedinki bio vedi izraunali smo medijan i modul.

3.5. lzolacija i priprema mozgova za histoloSke metode bojanja
Sedam dana nakon operacije miSevi su bezbolno zZrtvovani intraparitonealnom injekcijom letalne doze
Avertina. Zatim je jo$ napravljen pneumotoraks kako bi se omogucio pristup srcu. MiSevi su
transkardijalno perfundirani najprije s PBS-om, a zatim s 4% PFA (20 mL svake otopine). Mozgovi su
izolirani i stavljeni u otopinu 4% PFA. Zatim su mozgovi prebaceni u gradijent saharoze tako da su
stavljeni najprije u 10% otopinu saharoze na 24 h, nakon toga su premjesteni u 20% otopinu saharoze
(isto na 24h) i na kraju u 30% otopinu saharoze u PBS-u. Nakon toga su uklopljeni u krioprezervacijski
medij TissueTek i zamrznuti na -20°C. Koronarni presjeci mi§jeg mozga su narezani pomocu cryocuta,

a debljina reza je iznosila 16 pm.



3.6. Imunohistokemija

U izradi imunohistokemijskih preparata, preparati su prvo 2 sata stajali na sobnoj temperaturi,
zatim se razotkrivanje antigena napravilo nanoSenjem limunske kiseline, slijedila je DNA denaturacija
s klorovodi¢nom kiselinom (HCI). Blokiranje se postiglo nanoSenjem 4% kozjeg seruma i 0.25% tritona
u PBS-u (fosfatni pufer), inkubiralo se 1 sat. Naneseno je primarno protutijelo (Tablica 1.) razrijedeno u
2% kozjem serumu i 0.25% tritonu u fosfatnoj puferskoj slini te se ispralo, zatim se proces ponavljao s
pripadajuc¢im sekundarnim protutijelom (AlexaFluor, razrijedenje 1:500). Post fiksacijski preparati su se
inkubirali u 4% PFA na sobnoj temperaturi 1 sat, zatim su se isprali s fosfatnom puferskom slinom, pa
s vodom te se nanio Dako fluorescentni medij i preparati su se skladistili na sobnoj temperaturi 24 sata,
pa su se nakon toga premijestili na -20°C. Za fluorescentnu mikroskopiju filtri su se namjestili na 44
FITC special, (E) EX BP 475/40, BS FT 500, EM BP 530/50, 50 Cy 5 (E) EX BP 640/30, BS FT 660,
EM BP 690/50, 45 HQ TexasRed, (E) EX BP 560/40, BS FT 585, EM BP 630/75. Za konfokalhu
mikroskopiju koristio se Olympus FV300, povecanje 20x, rezolucija 1024x1024. Promatrale su se boje:
AlexaFluor 488: EM BP 500-540 nm, AlexaFluor 546: EM BP 570-620 nm, AlexaFluor 647: EM BP 650-
710 nm.

Tablica 1: Popis primarnih protutijela koja se koriste u imunohistokemiji

Protutijelo Domag¢in Razrjedenje Tip Proizvodac¢
BCL11B Stakor 1:250 Primarno Abcam
SATB2 zec 1:200 Primarno Abcam
ATF3 zec 1:200 Primarno Sigma
HDAC2 zec 1:250 Primarno Abcam

3.7. Obrada rezultata imunohistokemije
Snimke rezultata imunohistokemije analizirali smo manualno. Nakon §to smo dobili snimke
imunohistokemije to¢no odredenih regija mozga, korteksa i striatuma, bojanih za Ctip2 i Satb2, signale

za svaki marker u pojedinoj regiji smo manualno izbrojili i unijeli u tablice.

3.8. Obrada snimki preparati bojanih po Nisslu

Snimke preparata bojanih prema Nisslu obradili su se zapravo jednakim nacinom kao $to su
obradene MRI snimke pomo¢u programa ImagedJi obradom u Excelu, ali s nekoliko razlika. MRI snimke
poslozile su se u seriji snimaka koje dijapozitivho idu jedna iza druge od prednjeg do straznjeg dijela
mozga, a snimke preparata bojanih po Nisslu bili su rezovi mozga poredani po redu u dva stupca na
jednoj pozadini. Debljina rezova je bila 0,25 mm. MRI prerezi pravilno su ocrtavali konture mozga zivih

zivotinja, dok su preparati bojani po Nisslu nerijetko sadrzavali defekte.

3.9. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata imunohistokemije je napravljena u programu Microsoft Excel
koriStenjem dodatka Analysis Tool Pak. Razlika izmedu eksperimentalnih skupina (MCAO i Sham) je
odredena pomoc¢u Studentovog t-testa za neponovljena mjerenja. Razlika je smatrana statisticki

znacajnom ukoliko je P vrijednost bila manja od 0,05.



4. REZULTATI
4.1. Validacija ishemijskog oSte¢enja misjeg mozga
4.1.1. Rezultati obrade MRI snimaka
U prilozenim tablicama nalaze se podatci o prosje¢nim vrijednostima volumena hemisfera
miSjih mozgova i ishemijske lezije u trima vremenskim tocka za MCAO skupinu miSeva te o

vrijednostima volumena hemisfera misjih mozgova koji pripadaju Sham skupini miSeva.

Tablica 2: Prosjecne vrijednosti volumena hemisfera i ishemijske lezije za MCAO skupinu (mm?3)

Vremenska to¢ka | Ipsilateralno | Kontralateralno Ishemijska lezija
Prije MCAO 156,49 155,91 0

D03 162,12 152,44 40,65

D07 152,83 155,43 31,94

Uz 95% vjerojatnost, u uzorku MCAO skupine miSeva koja obuhvaca 8 jedinki, vrijednosti
volumena ipsilateralne mozdane hemisfere nultni dan iznosile su 156,489 (SD = 6,64), tre¢i dan 162,12
(SD = 8,24), a sedmi dan 152,83 (SD = 7,73). Uz iste uvjete, vrijednosti volumena kontralateralne
mozdane hemisfere nultni dan iznosile su 155,91 (SD =7,97) , treé¢i dan 152,44 (SD = 7,97) , a sedmi
dan 155,43 (SD = 7,27), dok vrijednosti volumena ishemijske lezije iznosile su treéi dan 40,65 (SD =
37, 77), a sedmi dan 31,94 (SD = 22,03). Iz rezultata za ishemijsku leziju vidljivo je da je uzorak bio
poprilicno varijabilan. Stoga uz njih prilazemo i dodatke statisticke podatke: Za tre¢i dan najmanja
vrijednost iznosila je 1,26 mm3, a najviSa 93,9 mm?3, medijan vrijednosti iznosio je 32,36, moduli ne
postoje jer se svaka vrijednost pojavljivala samo jednom pa nije bilo nikakve specificne modalne
raspodjele. Sedmi dan najmanja vrijednost iznosila je 2,73 mm3, a najviSsa 63,86 mm3, medijan
vrijednosti iznosio je 36,4, modula nije bilo jer se svaka vrijednost pojavljivala samo jednom pa nije bilo
nikakve specifi€cne modalne raspodiele.

Tablica 3: Prosjecne vrijednosti volumena hemisfera i ishemijske lezije za Sham skupinu (mm?3)

Vremenska to¢ka Ipsilateralno Kontralateralno
Prije MCAO 152,29 155,21
D03 151,3975 152,61
Do7 152,91 154,31

Uz 95% vjerojatnost, u uzorku Sham skupine miSeva koja obuhvac¢a 5 jedinki, vrijednosti
volumena ipsilateralne mozdane hemisfere nultni dan iznosile su 152,29 + 4,46 (SD = 5,09), trec¢i dan
151,3975 + 4,24 (SD = 4,33), a sedmi dan 152,91 £ 2,599 (SD = 2,97). Uz iste uvjete, vrijednosti
volumena kontralateralne mozdane hemisfere nultni dan iznosile su 155,21 + 4,398 (SD = 5,02), treci
dan 152,61 £ 3,86 (SD = 4,41) , a sedmi dan 154,31 + 4,06 (SD = 4,64).

Prilozeni slike prikazuje promjenu volumena misjih mozgova tijekom vremena mjerenu u trima

vremenskim to¢kama.
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Slika 1. Promjene prosjecnih vrijednosti volumena hemisfera i ishemijske lezije za MCAO skupinu
miseva
Na temelju kretanja krivulja vidljivo je da se veli¢ina ishemijske lezije mijenjala u MCAO skupini
tako Sto je 3. dan od operacije bila najveca, tj. imala je najveci volumen, dok se 7. dana njena veli¢ina
smanijila. Takoder je vidljivo da se volumen ipsilateralne mozdane hemisfere poveéavao do 3. dana da
bi se prema 7. dana ponovno smanijio. Dakle, porast i smanjenje volumena polutke u kojoj se nalazi
ishemijska lezija pratili su dinamiku promjene volumena same lezije.
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Slika 2. Promjene prosjecnih vrijednosti volumena hemisfera za Sham skupinu miseva

Iz slike 2. je jasno vidljivo da su se prosje¢ne vrijednosti volumena obiju mozdanih polutki
miSeva koji pripadaju Sham skupini svega neznatno mijenjale tijekom vremena i da nije bilo pretjerane
razlike izmedu prosjecnih volumena polutki. Stoga mozemo zakljuciti da u Sham miSeva, dakle, bez
ishemijske lezija, volumeni mozdanih polutki nisu pratili dinamiku promjene volumena kakvu je pokazala
MCAO skupina miseva.

Slijede prikazi montaza ocrtanih cilinih mozdanih regija u T2W sekvencijama MRI snimaka
mozgova miSeva iz MCAO skupine i Sham skupine. Za opis serija slika pogledati objasnjenje ispod
slika.
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Slika 3. MontaZza MRI snimaka Sham miSeva tijekom vremena. Redom, to su: A) ipsilateralna polutka

prije Sham operacija, B) ipsilateralna polutka 3. dan nakon Sham operacije
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Slika 4. MontaZza MRI snimaka MCAQO miSeva tijekom vremena. Redom, to su: A) ipsilateralna polutka
prije operacije, B) ipsilateralna polutka 3. dan poslije operacije; C) mozdani udar 3. dan poslije

operacije; D) mozdani udar 7. dan poslije operacije

4.1.2. Rezultati obrade preparata bojanih po Nisslu
Kod MCAO skupine miSeva na preparatima bojanima po Nisslu prosje¢ni volumen ipsilateralne
moZzda polutke iznosio je 78,05 mm?3 (SD = 8,62), volumen kontralateralne moZdane polutke iznosio je
81,97 mm3 (SD = 6,65), a volumen ishemijske lezije iznosio je 2,67 mm?3. (Ishemijska lezija bila je vidljiva
samo na mozgu jednog miSa kojeg smo promatrali na preparatima bojanima po Nisslu.)
Iz prilozenih se rezultata vidljivo je da su promatrani volumeni preparata mozgova bojanih

prema Nisslu bili manji u odnosu na volumene mozgova dobivene snimanje pomocu MRI. Za iste
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miSeve iz MCAO skupinu ¢iji su se mozgovi sluzili za izradu preparata prema Nisslu prosjeéni volumen
7. dana poslije infarkta dobiven obradom podataka s MRI snimaka iznosio je za ipsilateralnu mozdanu
polutku 155,15 mm3 (SD = 11,91) za kontralateralnu mozdanu polutku 159,65 (SD = 8,41) mm3, a za
ishemijsku leziju 20.59 mm3 (SD = 23,87). Razlog tomu je to Sto prilikom pripreme preparata za bojanje
prema Nisslu dolazi do skrac¢ivanja mozgova i samim time se volumen smanijuje.

90 88
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E 40 2 78
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Slika 5. Graficki prikaz usporedbe volumena mozgova miseva dobivenih metodom bojanja prema
Nisslu iz MCAO skupine (a) i Sham skupine (b) 7. dan poslije zahvata

Za Sham skupinu miSeva volumen ipsilateralne polutke mozga 7. dan poslije infarkta iznosio je
76,07 mm?3, a volumen kontralateralne polutke mozga iznosio je 86,52 mm3. Za usporedbu, za istog
miSa Ciji se mozak koristio za pripremu preparata bojenih prema Nisslu na temelju MRI snimaka
dobiveni volumen za ipsilateralnu mozdanu hemsiferu iznosio je 156.93 mm3, a za kontralateralnu
154,604 mm3.

Sljedeca dva para slika prikazuju rezove misjih mozgova iz MCAO i Sham skupine bojanih
prema Nisslu koji su kori§teni u ovom istrazivanju.

&

=5

) b b)
Slika 6. Prikaz preparata misjih mozgova iz MCAO skupine (a) i iz Sham skupine (b) bojanih
Nisslovom metodom
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4.1.3. Neuroloski deficit
Pri bodovanju neuroloskog deficita miSevi MCAO skupine ostvarili su 3 dana poslije infarkta prosje¢an
rezultat od 19 (SD = 3,74) bodova, dok je prosjec¢an rezultat 7 dana poslije infarkta bio 11.17 (SD =
1,95). MiSevi Sham skupine nakon 3. dana ostvarili su svega 1.75 (SD = 1,09) bodova, dok su 7. dan
ostvarili 1.33 (SD = 0,43) bodova. (Tablica 4.) 1z ovakvog rezultata proizlazi da je neuroloski deficit bio

znacajno veci u MCAO skupini miSeva nego u Sham skupini u objema mjerenim vremenskim tockama.

Neuroloski deficit
25

—r
o o1 O O

Bodovi

e

Prije MCAO Dan 3 Dan7
EMCAQO =Sham
Slika 7. Bodovanje neuroloskog deficita u pojedinim vremenskim tockama za MCAQO i Sham skupine

miseva

4.2. lzrazaj markera kortikogenze nakon ishemijskog ostecenja misSjeg mozga
U prilozenim tablicama i grafovima prikazan je izraZzaj markera kortikogeneze Ctip2 i Satb2
zasebno za Shami MCAO skupine miSeva za pojedine regije (korteks i striatum) i za hemisfere mozga.

Broj stanica pozitivnih na Ctip2

250 A
200 +
150 ~
100 A mMCAO
50 . - Sham

0 1

CONTRA IPSI CONTRA IPSI
CORTEX STRIATUM

Slika 8. Broj signala za markere Ctip2 za MCAO i Sham skupine miseva podijeljeni prema regijama
mozga (cortex, striatum). Zvjezdica (*) predstavlja P-vrijednost i ona je manja od 0,05 (P<0.05). P

vrijednosti za ovu sliku prikazane su u tablici 4.
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Tablica 4. Rezultati statistiCke obrade podataka prikazanih na slici 8.

CORTEX STRIATUM H
CONTRA IPSI CONTRA IPSI
P 0.4254 0.4705 0.0419 0.2815

vrijednost

300 - . Broj stanica pozitivnih na SATB2
250 |—|
200 I
150 I ' I I
100 I = MCAO
50 ' Sham
CONTRA IPSI CONTRA IPSI
CORTEX STRIATUM

Slika 9. Broj signala za markere Satb2 za MCAO i Sham skupine miseva podijeljeni prema regijama
mozga (cortex, striatum) u pojedinim hemisferama. Zvjezdica (*) predstavija P-vrijednost i ona je
manja od 0,05 (P<0.05). P vrijednosti za ovu sliku prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati statisticke obrade podataka prikazanih na slici 9.
CORTEX STRIATUM

CONTRA IPSI CONTRA IPSI

P 0.0327 0.6182 0.4753 0.2432
vrijednost

Prosje€an izrazaj markera kortikogeneze Ctip2 bio je veci i za MCAO i Sham skupine miSeva
u podrugju striatuma nego u podrugju korteksa. Sto se ti¢e usporedbe izrazaja Ctip2 u korteksu, on je
bio prosjec¢no vec¢i u MCAO skupini miSeva za obje hemisfere. U objema skupinama miSeva izrazaj
Ctip2 prosjecno je bio visi u korteksu kontralateralne mozdane hemisfere nego u korteksu ipsilateralne
hemisfere. |1zraZzaj markera Ctip2 u striatumu prosjecno je bio vis§i za MCAO skupinu mideva. Pri tom je
izrazaj ovog markera u MCAO skupini miSeva prosjecno bio visi u striatumu kontralateralne hemisfere
nego u striatumu ipsilateralne hemisfere, dok je u Sham skupini mideva izraZaj bio prosje¢no visi u
striatumu ipsilateralne nego kontralateralne hemisfere. (Slika 8.)

Prosjecan izrazaj markera kortikogeneze Satb2 bio je veéii za MCAO i Sham skupine miSeva
u podrugju korteksa nego u podrugju striatuma. Sto se tiée usporedbe izrazaja Satb2 u korteksu, on je
prosjecno bio vec¢i u MCAO skupini miSeva nego u Sham skupini za obje hemisfere. Pritom je prosjecan
izrazaj Satb2 u MCAO skupini bio puno visi u korteksu kontralateralne nego ipsilaterne hemisfere, dok
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je za Sham skupini prosjecan izrazaj ovog signala bio otprilike jednak za kortekse obiju hemisfera.
Takoder, izrazaj Satb2 u kontralateralnom korteksu miSeva MCAO skupine bio je puno visi nego u istoj
regiji kod miseva Sham skupine, dok je izrazaj Satb2 u korteksu ipsilaterne hemisfere bio tek nesto visi
u MCAO skupini miSeva. lzrazaj markera Satb2 u striatumu za obje skupine miSeva bio je veci u
kontralateralnoj hemisferi nego u ipsilateralnoj. Takoder, izrazaj Satb2 u striatumu bio je nesto viSi u
Sham skupini u objema hemisferama nego u MCAO skupini. (Slika 9.)

Rezultati koekspresije obaju markera (eng. merged signals) Ctip2 i Satb2 u pojedinim regijama
i hemisferama obiju ispitivanih skupina miSeva su sljedeci:

Tablica 6. Rezultati koekspresije Ctip 2 i Satb2 u pojedinim regijama mozga (korteks, striatum)
zasebno u svakoj moZdanoj hemisferi izmedu miseva MCAQO skupine i Sham skupine

MCAO Sham | MCAO Sham MCAO Sham MCAO vs
Sham
contra 16.67 3.72 3.50 1.07 1.75 0.62 0.0005
ipsi 12.28 4.56 3.30 0.11 1.35 0.06 0.0057
contra 21.37 5.11 9.48 1.89 4.24 0.94 0.0156
ipsi 12.52 6.13 3.77 2.70 1.88 1.56 0.0533
0.00 Postotak koekspresije signala - Ctip2 and SATB2
5 T *
25,00 -
*
20,00 A .
15,00 -
10,00 - = MCAO
I SHAM
5,00 - - - I
0,00 -
Contra Ipsi Contra Ipsi
CORTEX STRIATUM

Slika 10. Usporedba postotaka koekspresije Ctip 2 i Satb2 u pojedinim regijama mozga (korteks,
striatum) zasebno u svakoj mozdanoj hemisferi izmedu miseva MCAO skupine i Sham skupine.
Zvjezdica (*) predstavija P-vrijednost i ona je manja od 0,05 (P<0.05). P vrijednosti za ovu sliku

prikazane su u tablici 6.

Kao $to je vidljivo iz prilozenog tabli¢nog i grafickog prikaza, postotak integriranog (merged)
signala bio je izrazito ve¢i u MCAO skupini miSeva nego u Sham skupini miSeva i za korteks i za striatum
obiju hemisfera. | u korteksu i u striatumu postotak ekspresije bio je veci za kontralateralnu nego za
ipsilateralnu hemisferu kod miseva MCAO skupine. U MCAO skupini postotak ekspresije integriranih
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signala u kontralateralnom striatumu bio je viSi nego u kontralaternom korteksu, dok se postotak
ekspresije u korteksima ipsilaterne i kontralateralne hemisfere nije pretjerano razlikovao.

Postotak eskpresije integriranih signala takoder se mogu prikazati i opcenito za korteks i
striatum obiju hemisfera za obje skupine miSeve. Dobiveni su sljedeci rezultati:

Tablica 7. Rezultati koekspresije Ctip2 i Satb2 u pojedinim regijama mozga (korteks, striatum) izmedu

miseva MCAO skupine i Sham skupine

Prosjec¢na vrijednost Stand. dev. ‘ P vrijednost
MCAO Sham MCAO Sham  MCAO Sham MCAO vs

Sham
CORTEX 14.48 4.14 3.97 0.82 1.15 0.33 0.0001
STRIATUM 17.43 5.55 8.48 2.12 2.83 0.80 0.0032
A Postotak koekspresije - Ctip2 and B .
25,00 - SATB2 Postotak totalne koekspresije

* Ctip2 and SATB2
*

| |—| 25 i
20,00 20 | I—I

*
15,00 15
10,00 - 10 -
5,00 N I 51
0 i
0,00

= I I
) CONTRA IPSI
Cortex Striatum
2 MCAO = SHAM mMCAO = Sham

Slika 11. Usporedba postotaka koekspresije Ctip 2 i Satb2 u pojedinim regijama mozga (A) i u
pojedinim hemisferama mozga (B) izmedu miSeva MCAO skupine i Sham skupine. Zvjezdica (%)
predstavija P-vrijednost i ona je manja od 0,05 (P<0.05). P vrijednosti za ovu sliku prikazane su u
tablici 7. za A) i u tablici 9. za B).

Iz ovih rezultata moZe se i8Citati da je u ispitivanih miSeva postotak ekspresije integriranih
signala za obje ispitivane mozdane regije bio puno visi u MCAQO skupini nego u Sham skupini. Postotak
ekspresije integriranih signala u MCAO skupini miSeva bio je visi u striatumu nego u korteksu.

Rezultati postotka ekspresije mogu se prikazati za svaku mozdanu polutku zasebno.

Tablica 8. Rezultati koekspresije Ctip2 i Satb2 izmedu moZdanih polutki MCAO i Sham skupine

miseva
CONTRA IPSI CONTRA IPSI

MCAO 17.74 15.63 1.90 1.84
m 11.73 12.41 8.20 11.96
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Tablica 9. Rezultati statistiCke obrade podataka tablice 8.
CONTRA IPSI
P vrijednost 0.0023 0.0168

U MCAO skupini postotak ekspresije integriranih signala bio je viSi nego u Sham skupini miSeva.
Postotak ekspresije integriranih signala bio nesto visi u kontralateralnoj hemisferi kod MCAQO skupine
miSeve. U Sham skupini postotci bili su otprilike jednaki, tek nesto visi u ipsilateralnoj hemisferi.

Na sljede¢im su snimkama prikazani reprezentativni primjeri ispitivanih markera Ctip2 i Satb2

te njihova koekspresija u pojedinim regijama mozga.

Slika 12. Ctip2 | Satb2 markeri na spojenom, “merged” prikazu u a) hipokampusu i u b) striatumu

5. RASPRAVA

Tijekom obrade frontalnih presjeka mozgova na MRI snimkama susretali smo s odredenim
problemima. Zbog sive palete boja kao i ne uvijek najbolje rezolucije ocrtavanje vanjske povrsine polutki
znao je biti izazov. Granice ishemijske lezije nisu uvijek bile potpuno jasno vidljive. Nismo uvijek bili
sigurni koje dijelove mozdanog tkiva u kaudalnim dijelovima presjeka treba ukljuciti u analizu. S ve¢im
smo se problemima susreli prilikom obrade preparata bojanih prema Nisslu zbog prisustva artefakata,
nejasnih granica ishemijske lezije, kao i ponekad oStecenih rubova preparata. Nadalje, kod obrade
snimaka imunohistokemije ponekad je bilo teSko prepoznati signal, razluditi je li rije€ o dvama manjim
signalima ili jednom velikom. Zbog toga su se na8i pojedinacni rezultati za pojedine snimke
imunohistokemije znali znacajno razlikovati. Takoder, vazno je napomenuti da je sam proces obrade
rezultata dugotrajan, napose zbog nedostatka automatizirane metode analize $to automatski dovodi do

pristranosti. Pristranost smo nastojali smanijiti tako Sto su analizu vrSila dva neovisna istrazivaca.
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Rezultati obrade MRI snimaka ocekivani su s obzirom na ve¢ prethodna znanja o
patofizioloSkim procesima i patoloSkim promjenama koje se zbivaju nakon ishemije mozga kod
sisavaca. Porast i naknadno smanjenje volumena hemisfere ipsilateralne infarktu kod MCAQO skupine
ocekivana je promjena uzevsi u obzir nastanak edema uslijed ishemije te procese cijelienja koji se
zbivaju, a u koji su ukljucene upalne i glija stanica. (Slika 1.)

Ostalo je malo nejasno zasto je trebalo napraviti MCAQO i bodovanje neurolo$kog deficita, a ne
samo izmijeriti imunohistokemiju. Razlog tome je taj da bez tih parametra ne bismo mogli znati je li
postojalo kako morfoloSko (MRI) tako i funkcionalno (bodovanje neuroloskog deficita) oSteéenje mozga,
koje je postignuto specificno s MCAOQ, a kojeg nema u Sham. Nadalje, vec¢i neurolo$ki deficit u MCAO
skupini odnosu na Sham skupinu miSeva bio je za o¢ekivati s obzirom da je u MCAO skupini izazvana
ishemijska lezija. Rezultat da je neuroloski deficit u MCAO skupini miSeva veéi 3. dan u odnosu na 7.
dan (Slika 7.) takoder je oCekivan, a moze se prvenstveno objasniti smanjenjem edema mozga, ali
moguce je i da tome doprinose mehanizmi kortikogeneze koji se zbivaju u podrucju ishemije.

Nismo ocekivali da ¢e ekspresija svakog pojedinog ispitivanog markera biti viSsa u
kontralateralnoj hemisferi nego u ipsilaternoj hemisferi gdje se u stvari dogodila ishemijska lezija. (Slika
11.b)) lako smo smatrali da ¢ée ekspresija biti povecana u objema hemisferama, mislili smo da ¢e
ekspresija signala biti viSa u onoj hemisferi u kojoj se dogodio infarkt jer je naSa pretpostavka bila da
¢e procesi kakve vidamo u neurogenezi biti izrazeniji upravo u ipsilateralnoj hemisferi. Ipak, kao $to se
vidi iz rezultata na Slici 11.a)), ekspresija ispitivanih markera bila je viSa u striatumu $to je za oCekivati
jer je ishemijska lezija bila najviSe izrazena upravo u ovoj regiji mozga. Takoder, s obzirom da miSevi
nokautirani za Satb2 imaju poviSenu ekspresiju Ctip2 i da kod ektopi¢ne ekspresije Satb2 dolazi do
supresije ekspresije Ctip2, rezultat pri kojem je ekspresija pojedinog markera poviSena u razli¢itim
hemisfera ocekivan je ishod. No, takav rezultat ovdje izostaje. Moguce je da je oSte¢enje mozga bilo
toliko opsezno da procesi regeneracije nisu mogli do¢i do izrazaja, a Sto dodatno opravdava dobivene
rezultate MRI volumetrije i neurolo$ki deficit. Takoder, ljudi koji imaju opsezne mozdane udare nerijetko
umiru od posljedica ovog stanja pa se procesi regeneracije koji ukljuuju aktivaciju kortikogeneze niti
ne pokrenu. S obzirom da osobe s manjim mozdanim udarima imaju bolju prognozu po pitanju
oporavka, bilo bi dobro provesti istrazivanje u kojem bi se nad eksperimentalnim zivotinjama izveo
postedniji zahvat, poput distalnog MCAO, ¢ime bi ishemijska lezija bila manja i samim time omogucila
bolji oporavak ovih Zivotinja. Ukoliko bi u takvim lezijama ekspresija biljega kortikogeneze bila veca,
moguce je da bi oni predstavljali biomarker oporavka koji bi dijelio manje mozdane udare s boljom
prognozom za oporavak pacijenata od veéih mozdanih udara s loSijom prognozom za oporavak.

Pri analizi slika koje istodobno pokazuju Ctip2 i Satb2 signal, uo¢eno je da puno veéi postotak
stanica ima oba signala. Takav nalaz se uocava tijekom embriogeneze kada stanice prolaze kroz
proces diferencijacije, a ne kod mozga odraslog miSa u normalnim uvjetima. Smatramo da nakon
ishemijske lezije dolazi do dediferencijacije odredenih stanica koje zatim pocinju eksprimirati Ctip2 i
Satb2. Moguce je da ovakvo zbivanje ima ulogu u oporavku mozga nakon ishemijske lezije.

Osnovna prednost ove studije doprinos je §to boljem razumijevanju kako u procesima koji se
odvijaju nakon ishemije mozdanog tkiva takoder sudjeluju mehanizmi regeneracije putem procesa

kortikogeneze koji se inace zbivaju tijekom razvoja mozga. Naime, dosadasnji radovi vezani uz proteine
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koji sudjeluju u procesu kortikogeneze Ctip2 i Satb2, a koji su ujedno i markeri ispitivani u ovoj studiji,
bavili su se prvenstveno njihovom ulogom u embrionalnom razvoju mozgu. Osim njihove uloge u
neurogenezi, ispitivana je i opisivana njihova uloga u kozi, imunolodkom sustavu, malignim bolestima,
razvoju i poremecajima kosti i kraniofacijalnih struktura, metabolizmu lipida (7,9,19-23). No, radova na
temu njihove uloge u postishemijskim procesima nedostaje. Stoga rezultati ove studije bacaju novo
svjetlo na ulogu Ctip2 i Satb2 u mozgu i na procese koji se zbivaju u mozgu poslije infarkta te kao takvi
otvaraju nove moguénosti za daljnja istrazivanja to¢ne uloge ovih proteina i uloge procesa neurogeneze
nakon nastanka ishemijske lezije. Znanja koja bi se dobila ovakvim istrazivanjima mogla biti korisna u
buduc¢nosti i sluziti kao podloga razvoju novih terapijskih pristupa u lije¢enju mozdanog udara kod ljudi.
Ograni¢enja studije ukljucuju malen uzorak miSeva na kojem je radeno istrazivanje (n=13),
varijabilnosti u veli¢inama ishemijskih lezija medu pojedinim miSevima MCAO skupine, proizvoljnost
vremenskih to¢aka u kojima su snimali mozgovi miSeva putem MRI pomocu kojih se mjerio volumen
mozga, mjerenje i obrada podataka na snimkama magnetne rezonancije, preparata bojanih prema
Nisslu i IHC (razlike izmedu autora u izbrojenim signalima na IHC i ocrtavanju mozga na MRI snimkama,
nedovoljno dobra kvaliteta preparata bojanih prema Nisslu). Sama prednost ovog rada ujedno
predstavlja njegov nedostatak jer nedostatak podataka o ulozi ovih proteina kod mozdane ishemije
ograni¢avaju nasu moguénost donoSenja odredenih zaklju¢aka interpretacijom dobivenih rezultata.
Uzevsi u obzir sve navedeno, vidljivo je da u postishemijskim promjenama u mozgu sudjeluju
procesi regeneracije koji slice procesima kortikogeneze koja se zbiva tijekom embrionalnog razvoja
mozga, a u koje su ukljuceni proteini Ctip2 i Satb2 koji su opisani i ispitivani u ovoj studiji. S obzirom na
postavljenu hipotezu, mogli bismo je smatrati djelomiéno potvrdenom jer je pokazana djelomi¢na
reaktivacija biljega kortikogeneze. Ovaj rad upucuje na mogucu novu hipotezu da je reaktivacija biljiega
kortikogeneze uvjetovana opsegom ishemijske lezije te bi mogla biti zna¢ajna u oporavku kod manjih
mozdanih udara. Tim nac¢inom bi se bacilo novo svjetlo na patofizioloSka zbivanja kod ishemije
mozdanog tkiva, ali isto smatramo da bi otvorilo moguénosti potencijalno novih terapijskih ciljeva. Pored
uzimanja podataka za obradu 3. i 7. dana, kako bi podatci bili to nijansiraniji i potpuniji mozda bi trebalo
uzimati podatke i u drugim vremenskim tockama, ako je moguce i tijekom duljeg vremenskog perioda,

npr. 14 dana.

6. ZAKLJUCCI

Misevi MCAO skupine pokazali su povecanje mozdane hemisfere u kojoj se dogodio infarkt
uslijed porasta volumena ishemijske lezije, a taj se efekt izgubio do 7. dana. Ekspresija ispitivanih
markera kortikogeneze Ctip2 i Satb2 bila je 7. dan poslije infarkta pove¢ana u MCAO skupini miSeva te
je bila statisticki zna¢ajno viSa nego kod miSeva Sham skupine za obje hemisfere i za obje ispitivane
regije (korteks i striatum). 1z toga se zakljuCuje da se uslijed nastanka ishemijske lezije u mozgu zbivaju
procesi regeneracije koji ukljuuju proces kortikogeneze, ali koja je to€no njegova uloga i kako

doprinosi regeneraciji ostaje nejasno.
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9. SAZETAK

Ante Petrovié, Dominik Kutli¢

Analiza slikovnih podataka procesa kortikogeneze nakon ishemijske lezije odraslog misjeg
mozga

Mozdani udar je naglo nastali zariSni neuroloSki deficit uzrokovan akutnom ishemijskom lezijom

srediSnjeg ziv€anog sustava.

Cilj istrazivanje je bila analiza biljega kortikogeneze (Ctip2 i Satb2) u mozgu nakon ishemijske lezije
mozga misa radi testiranja hipoteze da u cijeljenju mozdanog tkiva nakon ishemijskog mozdanog udara

uklju€ena reaktivacija ovog procesa u sklopu oporavka.

U istrazivanju je bilo uklju¢eno 13 miSeva podijeljenih u dvije skupine: MCAO s napravljenom okluzijom
srednje mozdane arterije i Sham bez okluzije. Analiza je provedena volumetrijom pomocu snimaka
magnetne rezonancije i preparata bojanih metodom prema Nisslu, funkcionalnom procjenom
neurolosSkog stanja, te kvantifikacijom signala biljega kortikogeneze na snimkama imunohistokemije
histoloskih preparata.

Snimke MRI u skupini MCAQ pokazale su 3. dan nakon okluzije porast volumena hemisfere zahvacene
infarktom i smanjenje tog volumena 7. dan. Rezultati imunohistokemije pokazali su poveéanu ekspresiju
markera kortikogeneze u MCAO skupini koja je bila viSa u odnosu na Sham skupina za obje hemisfere

i ispitivane regije.

Nakon nastanka ishemijske lezije mozga zbiva se oporavak te je moguce da je reaktivacija biljega
kortikogeneze sudjeluje u ovom zbivanju, §to bi mogla razjasniti buduca istrazivanja tocne uloge i

doprinosa promatranih biljega u plasti¢nosti i regeneraciji mozga.

Klju€ne rije€i: mozdani udar, kortikogeneza, magnetna rezonancija, preparati bojeni metodom prema

Nisslu, imunohistokemija
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10.SUMMARY

Ante Petrovi¢, Dominik Kutli¢
The analysis of graphic data of corticogenesis after an ischemic lesion in adult mouse brain

Stroke is a sudden, focal neurological deficit caused by an acute focal ischemia of the CNS.

This study analyzed changes in mouse brain after infarction and markers of corticogenesis (Ctip2 and
Satb2) to test a hypothesis that reactivation of these markers is involved in repair of brain tissue after
infarction.

The study included 13 mice divided into two groups depending on the presence of MCAQO. Volumetry
by using MR images and Nissl staining specimen as well as quantification of the markers of

corticogenesis on immunohistochemistry images were analyzed.

The MR images showed 3 days after the occlusion in the MCAO group an increase of volume of a
hemisphere in which infarction occurred and its decrease on the day 7. The results of
immunohistochemistry showed increased expression of the markers of corticogenesis in the MCAO

group, and it was higher for both hemispheres and regions of interests compared to the Sham group.

Regeneration that includes the process of corticogenesis occurs after infarction, so the reactivation of
the markers of corticogenesis may have a significant role in recovery from a stroke depending on the

size of the lesion but their exact role and contribution to the regeneration remain unclear.

Key words: stroke, corticogenesis, MRI, Nissl staining specimen, immunohistochemistry
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