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SAZETAK

Ciljevi israzivanja: Istraziti regulaciju TAR DNK vezujuceg proteina 43 (engl. TAR DNA
binding protein-43; TDP-43) u frontalnom korteksu, hipokampusu i opti¢kom traktu u modelu
ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (engl. mild traumatic brain injury, mTBI) u miseva
divljeg tipa 1 TDP-43 transgeni¢nog tipa, te analizirati i usporediti prisutnost i intenzitet

neurodegeneracije i aktivaciju glija stanica u navedenim dijelovima velikog mozga.

Materijali i metode: Ponavljaju¢e ozljede mozga izazvane su metodom pada utega, po
dvije ozljede dnevno tijekom pet uzastopnih dana. Izrazaj proteina od interesa u citoplazmatskim
i nuklearnim frakcijama analiziran je Western blot metodom. Imunohistokemijskim analizama
pracena je unutarstani¢na lokalizacija i raspodjela TDP-43 u razli¢itim tipovima stanica.

Neurodegeneracija je procijenjena bojanjem Fluoro-Jade C.

Rezultati: Ponavljaju¢a mTBI nije utjecala na razvoj neurodegeneracije u frontalnom
korteksu 1 hipokampusu ozlijedenih miSeva, dok su neurodegenerativne promjene bile prisutne u
opti¢kom traktu. Razlike nisu uocene u intenzitetu Fluoro-Jade C bojenja izmedu miSeva razli¢itih
genotipova u opti¢kom traktu. Ponavljaju¢a mTBI nije imala utjecaj na citoplazmatsku i nuklearnu
ekspresiju TDP-43, niti na citoplazmatsku ekspresiju TDP-35 u frontalnom korteksu ozljedenih
miseva oba genotipa. Razine mikroglijalne i astrocitne reakcije izmedu lazno ozlijedenih miseva i
onih s ponavljaju¢om MTBI u frontalnom korteksu, hipokampusu i optiCkom traktu nisu se

znacajno razlikovale.

Zaklju¢ak: Ovaj rad pokazuje da nema promjena TDP-43 proteina, kao ni
neurodegenerativnih promjena i glijalne aktivacije u frontalnom korteksu i hipokampusu
ozlijedenih miseva, 12 mjeseci nakon ponovljajuéih blagih traumatskih ozljeda mozga. Medutim,
ponovljaju¢a mTBI uzrokuje neurodegeneraciju i pojac¢anu glijalnu reakciju u opti¢kom traktu, §to
ukazuje na osjetljivost ove strukture na mTBI. Daljnja istrazivanja potrebna Su za razumijevanje

veze izmedu TDP-43 i osteenja mozga te za razvoj novih terapija.

Kljuéne rijefi: MiSevi, traumatska ozljeda mozga, neurodegeneracija, TDP-43

proteinopatije



SUMMARY

Objectives: To investigate the regulation of TAR DNA binding protein 43 (eng. TAR
DNA binding protein-43; TDP-43) in the frontal cortex, hippocampus and optic tract in a model
of repetitive mild traumatic brain injury (eng. mild traumatic brain injury; mTBI) in of wild-type
and TDP-43 transgenic mice, and to analyze and compare the presence and intensity of

neurodegeneration and glial cell activation in the mentioned parts of the cerebrum.

Materials and methods: Repetitive brain injuries were induced by the weight drop
method, two injuries per day for five consecutive days. Western blotting analyzed the expression
of proteins of interest in cytoplasmic and nuclear fractions. Immunohistochemical analyses
followed subcellular localization and distribution of TDP-43 in different cell types.

Neurodegeneration was assessed by Fluoro-Jade C staining.

Results: mTBI did not affect the development of neurodegeneration in the frontal cortex
and hippocampus of injured mice, while neurodegenerative changes were present in the optic tract.
No differences were observed in the intensity of Fluoro-Jade C staining between different
genotypes in the optic tract. mTBI did not affect the cytoplasmic and nuclear expression of TDP-
43, nor the cytoplasmic expression of TDP-35 in the frontal cortex of injured mice of both
genotypes. No significant differences were noted in the levels of microglial and astrocytic response
between sham-injured mice and those with repetitive mild traumatic brain injury in the frontal

cortex, hippocampus, and optic tract.

Conclusion: This work shows that changes in TDP-43 are not associated with
neurodegeneration or glial activation in the frontal cortex of injured mice, 12 months after repeated
mild traumatic brain injury. However, repeated mTBI causes neurodegeneration and increased
glial responsiveness in the optic tract, confirming its susceptibility to mTBI. Further research is

needed to understand the link between TDP-43 and brain damage and to develop new therapies.

Keywords: Mice, traumatic brain injury, neurodegeneration, TDP-43 proteinopathies
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1. UVOD

1.1.  Traumatska ozljeda mozga

Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) predstavlja strukturno ili
funkcionalno oste¢enje mozga uzrokovano djelovanjem vanjskih mehanickih sila na lubanju, pri
¢emu dolazi do ostecenja tkiva mozga te promjena u mentalnim funkcijama. [1,2] TBI moze nastati
od prodornog i tupog udarca, trzajem glave, zraénim udarom (engl. blast-induced traumatic brain
injury) koji posljedi¢no mogu dovesti do ireverzibilne neurodegeneracije. [3] Simptomi i znakovi
TBI ukljucuju niz fizi¢kih, bihevioralnih, emocionalnih i kognitivnih o$tec¢enja kao $to su
glavobolja, vrtoglavica, osjetljivost na buku i svjetlost, umor, depresija, promjene raspolozenja,
tjeskoba, poteskocée koncentracije, gubitci pamc¢enja. Broj zdravstvenih problema povezanih s TBI
s godinama raste, kako i raste povecana svijest i znanje o ozljedama mozga i njegovim
posljedicama na zdravlje pojedinca te sve preciznijim metodama pracenja TBI. [4]

Etiologija TBI razlikuje tupu ozljedu, penetrirajucu ozljedu i ozljede eksplozijom. Navedene
ozljede glave nastaju kao posljedica padova, prometnih nesreca, udarca ¢vrstim predmetom te
napadima, odnosno zlostavljanjem. Kod mladih su ljudi ¢est uzrok TBI sportske aktivnosti poput
biciklizma, nogometa, koSarke, hokeja, americkog nogometa i ostalih aktivnosti na $portskim
igralistima. U vojsci su vrlo ¢esti uzroci TBI ozljede eksplozijom poput hitaca iz vatrenog oruzja,
udarci krhotina od eksplozija, a uz njih takoder i padovi, napadi, te sudari motornih vozila. [5]
Opc¢enito, TBI nastaje zbog jakih ubrzavaju¢ih u¢inaka na parenhim mozga i na okolna tkiva Sto
dovodi do ostecenja tkiva i patofizioloskih promjena. Klasifikacija TBI vazan je aspekt za
razumijevanje i tretiranje ozljeda, a klasifikacija se vrsi se na temelju struktura koje su ukljucene
u razvoj ozljede, nacinu na koji se ozljeda razvila i tezini same ozljede. Ozljede mogu biti
primarne, dakle Steta koja nastaje je trenutna, te sekundarne, odnosno posljedice se mogu o¢itovati
postupno tijekom sati, dana ili tjedana nakon ozljede kao rezultat reaktivnih procesa koji se javljaju
nakon pocetne traume glave. Klasifikacija se takoder vrsi obzirom na cjelovitost mozdanih opni,
stoga postoje dvije Siroke vrste ozljede glave: penetrantne i nepenetrantne. Penetrantne ozljede,
poznate i kao otvoreni TBI, a dogadaju se kada predmet probije lubanju i ude u tkivo mozga (npr.
metak, fragment Kosti) te obi¢no ostecuju samo dio mozga. Nepenetriraju¢a TBI, odnosno
zatvorena ozljeda glave ili tupa TBI, nastaje djelovanjem vanjske sile koja je dovoljno jaka da

pomakne mozak unutar lubanje. Penetrantna i nepenetrantna TBI takoder mogu nastati i kod iste



ozljedene osobe. [6]

Prema tezini klinicke slike, TBI se dijeli u tri kategorije: teSka , umjerena te blaga TBI [7], a
procjenjuje se odredivanjem stupnja poremecaja svijesti ozlijedene osobe na temelju otvaranja
o¢iju, najboljeg verbalnog i najboljeg motorickog odgovora. [8] Prilikom procjene tezine klini¢ke
slike TBI najcesce se koristi Glasgow ljestovica kome (engl. Glasgow Coma Scale, GCS) pomoc¢u
koje se prilikom procjene stanja bolesnika dodijeljuju bodovi koji se naposlijetku zbrajaju.
Najmanji moguci zbroj bodova je tri, a najveci petnaest. U bolesnika s blagom TBI (mTBI), raspon
bodova je od 13 do 15 §to predstavlja najblazi poremecaj svijesti. U bolesnika sa umjerenom TBI,
GCS je od 9 do 12, dok je u komatoznih pacijenata sa sTBI < 8. [2] Ako se tijekom ispitivanja
razina ponasanja mijenja, kao krajnji rezultat uzima se najbolji uoceni odgovor. [8]

Posljedice TBI mogu biti Sirokog spektra, a ukljucuju razli¢ite funkcionalne, stani¢ne i
molekularne promjene. Mnoge epidemioloske studije dokazuju da je tretiranje jednog ili vise TBI
povezano s poveénim rizikom od degenerativnih stanja koja mogu rezultitrati stanjima poput
Alzheimerove i Parkinsonove bolesti. Blaga TBI, takoder poznata u literaturi i kao potres mozga,
opcenito se smatra ozljedom glave koja je povezana s kratkotrajnim gubitkom svijesti te pojavom
simptoma kratkotrajne neuroloske disfunkcionalnosti. [7] Osobe s mTBI mogu se zaliti na razlicite
simptome, poput vrtoglavice, glavobolje, umora, problema s pam¢enjem, anksioznosti, a koji se
mogu pojavljivati i dugotrajno nakon ozljede. Dijagnoza mTBI postavlja se na temelju klini¢kog
pracenja i simptoma koje ozlijedene osobe daju tijekom prijema u bolnicu. [2] Prolazna i
heterogena priroda simptoma mTBI otezava dijagnosticiranje zbog Cega velik dio tih ozlijeda
ostane neprepoznat. [7]

Teska 1 umjerena TBI Cesto su povezane S intrakranijalnim krvarenjem te znacajnim
poremecajem svijesti, a postavljanje dijagnoze utvrduje se pregledom i1 upotrebom radioloSkih

postupaka poput CT-a i MRI-a. [7]

1.2.  Epidemiologija blage i ponavljajuce ozljede mozga

Traumatska ozljeda mozga (TBI) smatra se ozbiljnim javnozdravstvenim problemom, koji
pogada djecu i odrasle osobe, a dovodi do velikog broja hospitalizacija, invaliditeta i1 smrti.
Epidemiologija TBI obuhvaca razli¢ite aspekte, ukljucujuéi incidenciju, smrtnost, dobnu i spolnu
distribuciju, tezinu ozljede te mehanizam stjecanja ozljede. Procjenjuje se da je globalna godisnja

incidencija izmedu 29 i 69 milijuna sluc¢ajeva. [10] Incidencija TBI u Europi varira ovisno o zemlji



i regiji, no za sve dobne skupine i tezine ozljede incidencija varira izmedu 47,3 do 694 na 100 000
stanovnika godiSnje na razini zemlje te od 83,3, do 849 na 100 000 stanovnika godiSnje na
regionalnoj razini. [12] Opcenito, u Europi svake godine 2,5 milijuna ljudi dozivi TBI od ¢ega
milijun ozljedenih osoba potrazi bolni¢ku pomo¢, a 75 000 ljudi umire od posljedica. Muskarci su,
prema podatcima CENTAR-TBI projekta, dvostruko skloniji nastanku TBI od Zena, to¢nije, omjer
muskaraca | zena kretao se od 1,2:1,0 do 4,6:1,0. [10,11] Prosje¢na dob muskaraca i Zena varira
ovisno o studiji, no u vecini je slu¢ajeva dob zena visa od prosjecne dobi muskaraca. Najcesci
uzrok nastanka TBI u mladih pacijenata su prometne nesrece te Sport, dok su kod starijih pacijenata
najc¢esc¢i uzrok padovi. [10] Opcenito je TBI ¢esci kod osoba mladih od 25 i starijih od 75 godina.
[11] Smrtnost kao posljedica TBI u Europi na razini zemlje iznosi od 9 do 28,1 na 100 000
stanovnika godi$nje, a na regionalnoj razini od 3,3 do 24,4 na 100 000 stanovnika godi$nje. [12]
Stopa smrtnosti od TBI opcenito se krece od 0,9 do 7,6 na 100 pacijenata, dok je za teSke TBI
stopa smrtnost 29 do 55 na 100 pacijenata. [11] U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD) TBI
je uzrok priblizno 40% svih smrti od akutnih ozljeda. Godisnje 200 000 zrtava TBI treba
hospitalizaciju, a 1,74 milijuna osoba ima blagu TBI koja zahtijeva posjet ordinaciji obiteljskog
lije¢nika, dok je 52 000 smrtnih slucajeva. Procjena Panela za razvoj koncenzusa Nacionalnog
instituta za zdravlje o rehabilitaciji osoba s TBI pokazuju da 2,5 — 6,5 milijuna Amerikanaca zivi
s invaliditetom povezanim s TBI. Incidencija blage TBI je oko 131 slu¢aj na 100 00 ljudi, umjerene
TBI je oko 15 slucajeva na 100 000 ljudi, a teSke TBI 14 slu¢ajeva na 100 000 ljudi. Ukljucivanje
prehospitalnih smrti povecava posljednju brojku na 21 slu¢aj na 100 000 ljudi. [10] Prevalencija
TBI nije pravilno dokumentirana jer vecina slucajeva koji predstavljaju blagu TBI nije fatalna, te

pacijenti nisu bili hospitalizirani.

1.3.  Patofiziologija blage traumatske ozljede mozga

Traumatske ozljede mozga remete normalnu funkciju mozdanih stanica pod djelovanjem
izravnih, rotacijskih i sila smicanja koje mogu biti prisutne kod svih razina tezine ozljede. Direktne
sile nastaju pri udaru glave u predmet ili prilikom udarca predmeta u glavu. Rotacijske sile nastaju
kada se glava naglo zarotira ili zaustavi, Sto uzrokuje pomicanje mozga unutar lubanje. Sile
smicanja djeluju paralelno s povr§inom mozga, uzrokujuci pomicanje razli¢itih dijelova mozga u
razli¢itim smjerovima. Rotacijske sile uzrokuju ostecenje aksona u bijeloj tvari mozga, $to moze

rezultirati difuznom aksonskom ozljedom. Uz to, ozljeda mozga uzrokuje i lokalno oticanje, §to



usporava prijenos signala. TBI takoder uzrokuje i promjene u cerebralnom protoku krvi $to najprije
smanjuje protok, a zatim dovodi do vazodilatacije. [13]

Blaga TBI se iz patofizioloske perspektive, odnosno s obzirom na ostecenja neuronskog tkiva
povezanog s TBI, moze podijeliti na primarnu i sekundarnu ozljedu mozga. Primarna ozljeda
mozga uzrokovana je izravnim djelovanjem vanjskih mehanickih sila na mozdano tkivo, a
posljedi¢no nastaje ireverzibilno oste¢enje mozga. Sekundarna ozljeda nastaje nakon pocetne
traume glave te kao posljedica djelovanja patofizioloskih procesa dolazi do ostecenja mozdanog
tkiva i smrti stanica. [13,14]

Patofiziologija ponavljajuée blage traumatske ozljede mozga (mTBI) temelji se na rezultatima
studija na zivotinjama, a to¢ni mehanizmi povezani s ponavljajuéom mTBI u ljudi jo§ nam uvijek
nisu poznati. U blage i ponavljaju¢e mTBI nema definirane razlike izmedu primarne i sekundarne
ukazuju kako, ovisno o tezini ozljede, mTBI ne zahvaca sve dijelove mozga nego tocno odredene
dijelove bijele tvari. Vazno je naglasiti kako sve veci broj istrazivaca smatra kako ostecenja aksona
nakon mTBI ne nastaje prilikom njihovog mehani¢kog kidanja u trenutku ozljede, nego kao

posljedica progresivnih patoloskih promjena. [16]

1.3.1. Primarna ozljeda mozga

Primarna ozljeda odnosi se na neizbjeznu i trenutnu stetu parenhima mozga koja nastaje u
trenutku ozljede. Ova $teta nastaje zbog djelovanja mehanickih sila koje narusavaju strukturni
integritet stani¢ne grade mozga uzrokujuéi ireverzibilne promjene. [17] Djelovanje vanjskih
mehanickih sila na mozdano tkivo moze uzrokovati dvije vrste primarnih ozljeda: zariSne ozljede
i difuzne ozljede mozga. Zarisne ozljede nastaju kao posljedica laceracija, sila kompresije te
potresa mozga. Podrazumijevaju oStecenje mozga s pokazateljima frakture lubanje te lokalizirane
kontuzije kao penetrantna i nepenetrantna TBI glave. Prilikom udarca ili trzaja glave moze doc¢i
do oStecenja neurona i glija stanica, a kompromitirana opskrba krvlju moze uzrokovati stvaranje
hematoma, epiduralnih, subduralnih i intracerebralnih krvarenja. Takoder se moze razviti i
sekundarna kontuzija zbog sekundarnog udara, odnosno sila izravnog udara izazvat ¢e pomicanje
mozga u suprotnu stranu lubanje. Zarisne su ozljede najéesée povezane s osteéenjem frontalnog i
temporalnog reznja $to posljedicno, ovisno o tezini ozljede, moze dovesti do kognitivnih

nedostataka, promjena u ponasanju i hemipareze (nepotpune paralize). [13, 18]



S druge strane, glavni mehanizam nastanka difuzne ozljede mozga su beskontakne sile naglog
ubrzanja i usporavanja koje u kona¢nici uzrokuju istezanje i smicanje mozdanog tkiva. Snazne
vucne sile ostecuju neuronske aksone, oligodendrocite i krvne zile, §to dovodi do edema mozga i
ishemijskog ostecenja. Karakteristicna znacajka difuzne TBI je opsezno oSte¢enje aksona U
subkutanom i dubokom tkivu bijele tvari, tocnije u mozdanom deblu i Zuljevitom tijelu (lat. corpus
callosum), te ukljucuje oSte¢enje aksonskog transporta i degradaciju citoskeleta aksona. Navedena
oSte¢enja aksona mogu trajati nekoliko mjeseci nakon TBI, $to ukazuje na povezanost s
odgodenom sekundarnom patologijom, kao §to su krvarenja i endem mozga. Drugim rijeima,
oStecenja aksona mogu pridonijeti ili biti povazana s kasnijim komplikacijama koje se razvijaju

nakon pocetne ozljede mozga. [18]

1.3.2. Sekundarna ozljeda mozga

Biokemijski, stani¢ni i fizioloSki dogadaji koji se odvijaju tijekom primarne ozljede cesto
dovode do odgodenih i produljenih sekundarnih oste¢enja u rasponu od nekoliko minuta do
nekoliko godina nakon pocetne Stete. Brojni ¢imbenici pridonose nastanku sekundarnih ozljeda,
ukljuéujuci ekscitotoksi¢nost, mitohondrijsku disfunkciju, oksidativni stres, peroksidaciju lipida,
neuroupalu, degeneraciju aksona i apoptozu. [18, 19] Ukljucena su i ostecenja uzrokovana
ishemijom, edemom, promjenama u neuronima i funkciji glija stanica. [17] Obi¢no se razvijaju
zbog poremecaja u fiziolo§koj ravnotezi metabolizma sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS). Edem
mozga Cesto se pojavljuje zbog oStecenja krvno-mozdane barijere, prekomjernog otpustanja
neurotransmitora, depolarizacije neurona ili cerebralne vazodilatacije koja doprinosi povecanju
intrakranijalnog tlaka. Osim toga, neadekvatno funkcioniranje mitohondrija moze uzrokovati
neispravan rad neurona $to posljedi¢no uzrokuje smrt neuronskih stanica. Uz to se javlja endotelni
odgovor zbog stresa uzrokovanog glikemijskom neravnotezom, vazokonstrikecijskih ili
vazodilatacijskih poremecaja. Ovo moze dovesti do cerebralne hipoksemije i cerebralne hipoksije.
Oba stanja pridonose razvoju nepovratnog ostecenja neuronskog tkiva te razliitih poremecaja
ovisno o stupnju ishemije. Gubitak cerebralne autoregulacije &ini SZS podloznijim promjenama u
sustavnom krvnom tlaku i razinama kisika u krvi §to posljedicno moze povecati rizik od
sekundarnog oStecenja mozga jer se ne moze osigurati adekvatna perfuzija i opskrba kisikom.
[20,21,22] Veliki broj znanstvenih istrazivanja pokazuje da ponavljaju¢a mTBI uzrokuje

nakupljanje, nepravilno smatanje i agregaciju mnogih proteina poput tau proteina i TAR DNK



vezujuceg proteina 43 (TDP-43), za koje se smatra da su povezani s razvojem neurodegeneracije.
[23]

Navedeni procesi dovode do pojacane osjetljivosti pri ¢emu svaka naknadna ozljeda ili drugi
traumatski dogadaj moze povecati oStecenje te posljedicno uzrokovati kroni¢ne neuroloske,
kognitivne, emocionalne i motoricke poremecaje. [24] Prolazne promjene u funkciji mozga kod
jednog mTBI rezultat su procesa oporavka. [25] S druge strane, dugoro¢ne posljedice ponavljajuce
MTBI vise nalikuju onima kod umjerenih do teskih ozljeda, $to sugerira da se temelje na slicnim

stani¢nim i metabolickim procesima, uz razli¢itu vremensku progresiju te stupanj progresije. [26]

1.4.  Glija stanice, neuroimunost i neuroupala

Neuroupalna reakcija izazvana uslijed TBI mozZe se opisati kao sloZena interakcija izmedu
stanica urodenog (nespecifi¢nog) i adaptivnoog (specificnog) imunoloskog odgovora. Urodeni
imunoloski sustav aktiviraju nespecifi¢ni signali opasnosti oslobodeni iz o$tec¢enih stanica i tkiva,
Sto dovodi do infiltracije neutrofila, aktivacije mikroglije i astrocita te oslobadanja imunoloskih
faktora poput komplemenata i histamina iz mastocita. Nakon toga se aktivira prilagodljivi
imunoloski odgovor, §to uzrokuje dugotrajnije u¢inke neuroupale [27]. Urodeni imunoloski sustav
doprinosi trenutnom razvoju upalnih procesa u osteéenom tkivu SZS-a, te se posljedi¢no aktivira
adaptivni imunoloski sustav koji moze pridonijeti razvoju sekundarne ozljede mozga jer moze
ukljuéivati produzenu upalu i autoimunosne reakcije koje mogu dodatno ostetiti tkivo [28].
Poznato je da neuroupalni odgovori igraju veliku ulogu u prirodi raznih neurodegenerativnih
bolesti poput Alzheimerove bolesti (AD), Parkinsonove bolesti (PD), amiotrofi¢ne lateralne
skleroze (ALS) i Huntingtonove bolesti (HD). [29]

Glija stanice, uz neurone najzastupljenije stanice u SZS-u, karakterizira njihov protektivni
uc¢inak prema neuronima, zbog Cega se smatraju posrednicima u odgovoru mozga na TBI. Postoji
nekoliko vrsta glija stanica, od kojih svaka ima specifi¢ne funkcije i karakteristike. Astrociti igraju
kljuénu ulogu u homeostazi vode i iona u mozgu, krvno-mozdanoj barijeri, imunoloskom
odgovoru te energetskom metabolizmu. Vrse puferiranje glutamata i kalija, podupiru metabolizam
neurona i oslobadaju gliotransmitere koji moduliraju sinapapticku komunikaciju izmedu neurona.
Uspostavljaju vezu izmedu izvanstani¢nog mozdanog mijelina i periferne krvi u krvno-mozdanoj
barijeri. Kao odgovor na ozljede poput TBI, mijenjaju svoju morfologiju i ekspresiju proteina.

Stanice mikroglije primarne su imunoloske stanice u SZS-u, a djeluju kao fagocitne



mononuklearne stanice. Nakon TBI, mikroglija takoder mijenja svoju morfologiju i oslobada
proutuupalne medijatore. Oligodendrociti imaju klju¢nu ulogu u potpori i zastiti aksona stvaranjem
specijalizirane mijelinske ovojnice. Mijelinizacija je odgovorna za elektri¢nu izolaciju aksona §to
omogucava povecanje brzine provodenja ziv€anih impulsa. TBI moze uzrokovati apoptozu
oligodendrocita, sto dovodi do demijelinizacije i poremecaja u transportu aksona. NG2 stanice su
specifi¢na populacija glija stanica koje izrazavaju protein neuron-glija 2, a Cesto se nazivaju i
oligodendrocitnim progenitorskim stanicama jer su prekursori oligodendrocita. Imaju sposobnost
interakcije s neuronima i drugim tipovima glija stanica §to im omogucéava reagiranje na promjene
u okruZenju i sudjelovanje u procesima kao $to su sinapticka plasti¢nost i popravak tkiva. Vaznost
neuroupale uocena kod TBI, uz demijelinizaciju puteva bijele tvari, naglasava ulogu glija stanica
u TBI-u te njihov doprinos oStecenju mozga. [30]

Kao $to je spomenuto, glija stanice igraju klju¢nu ulogu u regulaciji sinapti¢kog prijenosa,
mijelinizacije i zdravlja aksona, $to je vazno u procesu neuroupale. lako je neuroupala klju¢na za
regulaciju SZS-a, njezino kontinuirano, odnosno kroni¢no stanje moze biti $tetno za normalno
funkcioniranje i zdravlje stanice. [31] Reaktivnost astrocita i mikroglije vazna je znacajka
neuroupale. Imunoreaktivnost astrocitnog markera glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl.
glial acidic fibrillary protein; GFAP) i mikroglijalnog markera ionizirane molekule adaptera za
vezanje kalcija 1 (engl. ionized calcium- binding adaptop molecule 1; Iba-1) poveéava se u
odgovoru na TBI. [32]

Proces aktivacije i proliferacije astrocita, poznat kao astroglioza, uocen je nakon TBI razli¢itih
tezina. Takoder je utvrdeno da astrociti na mjestu lezije mogu poticati ne samo od starih postojecih
astrocita, ve¢ i od polidendrocita, $to ukazuje na stvaranje novih astrocita iz prekursorskih stanica
ubrzo nakon TBI. Proliferacija i aktivacija astrocita rezultat je aktivacije Notch signalnog puta,
ukljucujuéi endotelin B, transkripcijski faktor STAT3 i Wnt signalni regulator Dixdc1, sto rezultira
stvaranjem zastitnog oziljka. [32] Stvaranje astroglijalnog oziljka zastitni je mehanizam Koji
sprjecava sirenje sekundarnog oStecenja na druge regije mozga, a formiranje takvog ozljika
takoder omogucéava blizinu upalnih medijatora za uklanjanje oste¢enog tkiva i regeneracije.
Medutim, oni takoder mogu pogorsati negativne ishode, pridonoseci ekscitotoksi¢nosti, Sirenju
oStecenja na distalna mjesta lezije, neuroupali i edemu. [33] Astrociti dopinose ekscitotoksi¢nosti
nakon TBI povecanjem izvanstanicnog glutamata i Smanjenjem regulacije glutamatnih

prijenosnika (GLT-1) unutar astrocita. Povecavaju aktivnost koneksin-43 (Cx43) kanala sto



posljedi¢no uzrokuje Sirenje oSteCenja na udaljene regije od lezije, a nepravilnom lokalizacijom
aquaporin-4 (AQP-4) nakon TBI pridonosi edemu mozga. [34]

Stanice mikroglije primarni su medijator urodenog imunoloskog odgovara mozga, a glavna im
je uloga odrzavanje homeostaze mozga uklanjanjem stani¢nih ostataka i toksi¢nih tvari. Ukljucene
su u razna neuroloska patofizioloska stanja, ukljuc¢ujuci neuroupalu, koja je i njihova najvaznija
funkcija, te neurodegeneraciju. Mikroglija se moze polarizirati se u dva fenotipa: M1, koji izlu¢uje
proupalne citokine i poti¢e razvoj upale, te M2, koji ima protuupalni i neuroprotektivni ucinak.
M2 mikroglija dijeli se dalje na M2a, M2b i M2c, od kojih svaka ima specifi¢ne uloge. Aktivacija
M1 javlja se kao odgovor na patogene ili citokine, poti¢uci upalu, dok je M2 mikroglija inducirana
IL-4 i IL-13, pomazu¢i u oporavku tkiva i rjeSavanju upale. M1 mikroglija proizvodi citokine
poput TNF-a i IL-1B, dok M2 mikroglija proizvodi IL-4, IL-10 i TGF-p. Prijelaz izmedu M1 i M2
pod utjecajem je stani¢nog metabolizma, pri ¢emu je mikroglija M1 ovisna o glikolizi, a M2 0
oksidativnoj fosforilaciji (OXPHOS). Promicanje M2 polarizacije moze poboljsati ishode TBI, no
ako se upala ne moze kontrolirati, mikroglija M2 moze se preopteretiti, $to dovodi do kroni¢ne
proupalne aktivnosti M1 i dugotrajnog oste¢enja. Regulacija smjera polarizacije mikroglije od
velike je vaznosti za pacijente s TBI, a manipulacija mikroglijalnom polarizacijom klju¢na je za
razvoj tretmana u pacijenata s TBI. Nakon stani¢nih o$teCenja izazvanih TBI, mikroglija reagira
otpustanjem molekularnih obrazaca povezanih s opasno$¢u (DAMP), koji pokrecu upalu i
oStecenje tkiva, te mijenja svoj oblik i veli¢inu. [35] Aktivacija mikroglije ¢esto se manifestira
poveéanom ekspresijom upalnih gena i citokina nakon TBI §to posljedi¢éno moze dovesti i do
oSte¢enja normalnih i zdravih neurona i sinapsi, poti¢u¢i stvaranje - amiloida ili drugih pogresno
savijenih proteina koji uzrokuju neurodegenerativne bolesti. Mikroglija moze proizvoditi i
citokine kao Sto su interleukin- la, faktor nekroze tumora i C1q, koji su povezani sa stvaranjem
neurotoksi¢nih astrocita. [36] Aktivacija inflamasoma, kompleksa koji posreduje u imunoloskom
odgovoru protiv DAMP-a, u mikrogliji takoder igra vaznu ulogu u TBI. Njegova aktivacija moze
uzrokovati upalu 1 stani¢nu smrt, dok inhibicija smanjuje upalu i $titi neurone. [37] Mikroglija
takoder moze oslobadati izvanstani¢ne vezikule (EV) tijekom upale, koje prenose proupalne
citokine te na taj nacin pogors$avaju upalu. Molekule poput miR-124 i miR-21 igraju klju¢ne uloge
u regulaciji mikroglijane aktivnosti nakon TBI. MiR- 124 potice protuupalne signale i poboljsava
neuroloski ishod, dok miR-21 moze pojacati proupalnu aktivnost. [38]

Takoder, periferne imunoloSke stanice, poput neutrofila, upalnih leukocita, makrofaga,



dendriti¢nih stanica i T- stanica, migriraju na mjesto oStecenja nakon aktivacije, doprinoseci
oSte¢enju mozga putem upale, oksidativnog stresa i autoimunosnih reakcija. [39] Leukociti su dio
urodenog i adaptivnog imunoloskog sustava, a dijele se na: granulocite, ukljuc¢uju neutrofile,
eozinofile i bazofile, te agranulocite, u ¢iju skupinu pripadaju limfociti i monociti. Obi¢no su
prisutni u mozdanim ovojnicama i zilnom pleksusu, a njihova blizina mozgu sugerira da mogu
imati klju¢nu ulogu u modulaciji upalnog odgovora ependimalnih i endotelnih stanica u slucaju
ozljede. Limfociti takoder izlu¢uju citokine u cerebrospinalnu tekuéinu, mijenjajuci
mikrookruzenje i aktivirajuci rezidentne imunoloske stanice poput mikroglije. [27,40] Neutrofili
su najces¢i leukociti koje proizvodi kostana srz. Nakon TBI, imunoloske kaskade aktiviraju
adhezivne proteine na mjestu ozljede kako bi se neutrofili regrutirali i akumuliralni. [41, 42]
Uoceni su unutar nekoliko minuta na mjestu ozljede nakon TBI, s najve¢om koncentracijom u
meningealnom prostoru otprilike 2 sata nakon ozljede te u mozdanom parenhimu unutar 24 do 48
sati, $to ukazuje na njihovu znacajnu ulogu u ranoj patogenezi TBI. [43] Na mjestu ozljede,
neutrofili djeluju kao fagociti kako bi se ocistilo tkivo od nekroti¢nih ostataka. Endotelni adhezivni
procesi olaksavaju regrutaciju neutrofila, te se pokazalo da uvelike pridonose razvoju edema. [44]
T stanice dio su adaptivhog imunoloSkog sustava, te su pokazale vaznost U neurogenezi i

normalnim kognitivnim funkcijama, poput prostornog ucenja i odrZzavanja plasti¢nosti mozga. [45]

1.5. TAR DNK-vezuju¢i protein 43

1.5.1. FizioloSka funkcija

TDP-43 je protein prisutan u svim stanicama naseq tijela, koji se pretezito nalazi u jezgri gdje
se veze za DNK i RNK. lako se sintetizira u citoplazmi, moze slobodno prelaziti izmedu jezgre i
citoplazme, obavljajuci svoje funkcije u oba odjeljka. Prvi put je identificiran 1995. godine tijekom
genetskog pretrazivanja proteinskih faktora koji su bili sposobni vezati element transaktivnog
odgovora (engl. trans-activation response, TAR) HIV-1 virusa, prilikom ¢ega je ustanovljeno da
TDP-43 djeluje kao njegov transkripcijski represor. [46] Posjeduje dvije evolucijski oCuvane
RNK-vezuju¢e domene, N-terminalnu regiju, signalna podrucja za ulazenje i napustenje jezgre, te
karboksi-terminalnu domenu bogatu glicinom. Ova struktura smjesta ga u podklasu heterogenih
nuklearnih ribonukleoproteina (hmRNP) 2x RNA-vezujuéi glicin protein. Sastoji se od 414
aminokiselina te je kodiran genom TARDBP na kromosomu 1. [47] Eksperminentalna istraZivanja

su pokazala da delecija ovog gena dovodi do smrtnog ishoda kod embrija [48], dok njegov



prekomjerni izrazaj uzrokuje ozbiljnu neurotoksi¢nost, koja se manifestira motoriCkim
poremecajima, paralizom i prijevremenom smrcu. [49]

Fizioloska funkcija TDP-43 jo§ je nepotpuno karakterizirana, medutim, dostupni dokazi
sugeriraju da ovaj protein ima nekoliko uloga u regulaciji ekspresije gena. Funkcije TDP-43
odnose se na regulaciju transkripcije, procesiranje RNK, biogenezu mikroRNK, transport i
lokalizaciju RNK te regulaciju apoptoze. Takoder, veze specificne sekvence DNK 1 regulira
transkripciju gena, ¢ime kontrolira ekspresiju gena i odrzava pravilno funkcioniranje stanice.
Ukljucen je u nekoliko koraka obrade RNK, $to obuhvaca prekrajanje, transport i stabilizaciju
RNK molekula. Ima izuzetnu vaznost za pravilno formiranje funkcionalnih RNK molekula za
biosintezu proteina. Sudjeluje u biogenezi mikroRNK (miRNA), malih RNK molekula uklju¢enih
u post-transkripcijsku regulaciju gena, ¢ime utjee na kontrolu mnogih fizioloskih procesa putem
regulacije ciljnih gena miRNA. Pomaze u transportu i lokalizaciji RNK unutar stanica, $to je vazno
za pravilnu lokaliziranu biosintezu proteina i funkcionalnost stani¢nih procesa. Postoje dokazi da
TDP-43 mozZe igrati ulogu u regulaciji apoptoze, procesa programirane stanicne smrti, $to je bitno

za odrzavanje tkivne homeostaze i uklanjanje ostecenih stanica. [50, 51]

1.5.2. Patologija TDP-43

Patologija TDP-43 prisutna je u mnogim neurodegenerativnim bolestima poput
frontotemporalne lobarne degeneracije (FTLD), ALS, AD, PD te HD. U patofizioloskim se
uvjetima TDP-43 uklanja iz jezgrinog odjeljka i nakuplja u citoplazmi gdje je patoloski
hiperfosforiliran i ubikvitiniran te tako manje topiv od TDP-43 u fizioloskim uvjetima, §to ga ¢ini
sklonijim agregaciji i razvoju neurodegenerativnih bolesti. [52] Redistribucija TDP-43 u
citoplazmu obi¢no je pra¢ena formiranjem patoloskih agregata, koji se ne javljaju samo u ALS-u
i FTLD-u, ve¢ i u drugim neurodegenerativnim bolestima. Nastanak ovih agregata povezan je s C-
terminalnom domenom bogatom glicinom, gdje su takoder otkrivene brojne mutacije povezane s
ALS-om. [53, 54] Jedna od karakteristika TDP- 43 proteinopatije je cijepanje ovog proteina u
citoplazmi na C-terminalne fragmente veli¢ine 20-25 kDa i 35kDa, koji se mogu podvrgnuti
fosforilaciji, ubikvitinaciji i formiranju citoplazmatskih agregata. Neka istrazivanja ukazuju da ovi
fragmenti mogu biti neurotoksi¢ni i dovesti do stani¢ne smrti, [55] dok druge upucuju na to da bi
mogli predstavljati fizioloski odgovor stanice na povec¢anu razinu TDP-43 u citoplazmi. [56]

TDP-43 je kljucni protein koji se nalazi u agregatima u neuronima i glija stanicama kod 97%
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pacijenata s ALS-om, oko 50% oboljelih od FTLD i kod nekih pacijenata s primarnom lateralnom
sklerozom i progresivnom mi$i¢énom atrofijom, oboljenjima poznatim kao TDP-43 proteinopatije.
[57] FTLD, druga najces¢a demencija u osoba mladih od 65 godina, klinicki se ocituje
progresivnim poremecajima ponaSanja i govora uzrokovanim degeneracijom frontalnih i
temporalnih reznjeva. FTLD se histopatoloski, prema prisutnosti ili odsutnosti specifi¢nih
inkluzijskih tjeleSaca, dijeli na FTLD s tau inkluzijama i FTLD s TDP-43 inkluzijama, dok manji
broj slucajeva ne pokazuje prisutnost ni tau ni TDP-43 proteina.

Komorbiditet ALS-a i FTLD-a prisutan je u 50% slucajeva. [58] Tijekom posljednjeg
desetlje¢a, TDP-43 agregati otkriveni su i u drugim neurodegenerativnim bolestima poput
kroni¢ne traumatske encefalopatije (CTE), AD i kortikobazalne degeneracije, §to naglasava znacaj
TDP-43 u patogenezi ovih oboljenja.[52, 59 ,60] Iako to¢ni mehanizmi kojima TDP-43 izaziva
neurotoksi¢nost nisu potpuno razjasnjeni, eksperimentalni nalazi ukazuju da poremecéene funkcije
stani¢nih procesa povezane S patoloskom ulogom TDP-43 mogu dovesti do smrti neurona,
stani¢nog stresa, poremecenog funkcioniranja mitohondrija, smanjenja autofagije i poremecaje
proteosomskih procesa. [61, 62, 63] Poznato je da su mutacije TARDBP gena povezane s
nasljednim i sporadi¢énim slucajevima ALS-a i FTLD-a, §to dodatno potvrduje povezanost
promjena strukture TDP-43 s neurodegeneracijom. [64] S obzirom na to da ponavljaju¢a mTBI
moze povecati rizik za razvoj ALS/FTLD, potrebno je istraziti doprinos genetske predispozicije u
kombinaciji s ponavljaju¢om mTBI u razvoju neurodegeneracije, aktivnosti glija stanica i
motorickih deficita. Takoder je vazno ispitati kako ponavljaju¢éa mTBI utje¢e na TDP-43
disregulaciju 1 povezane patoloSke promjene u transgeni¢nih miSeva predisponiranih za

nakupljanje ovog proteina.

1.6.  Efekti traumatske ozljede mozga na mozak

Blaga traumatska ozljeda mozga moze imati razli¢ite u¢inke na mozak, ovisno o tezini ozljede,
broju ponovljenih ozljeda i individualnim faktorima. lako blaga, TBI moze uzrokovati strukturalne
promjene u mozgu, te se opcenito smatra da je ozljeda mozga nepovratna, mnogi od navedenih
simptoma pojavljuju se samo akutno i nestaju u roku od nekoliko dana ili tjedana, kako kod ljudi
tako 1 kod Zivotinjskih modela. Navedeno ukazuje da ti simptomi ne predstavljaju trajno ostecenje
tkiva, ve¢ privremenu promjenu u funkciji neurona ili neuronskih krugova. Kod pojedinacnog

mMTBI, privremene promjene u funkciji mozga vjerojatno su rezultat dinami¢nih procesa oporavka.
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[65] S druge strane, dugoro¢ne posljedice ponovljenih mTBI vise nalikuju onima kod umjerenih
do teskih ozljeda, $to upucuje da se u njihovoj osnovi nalaze sli¢ni stani¢ni i metabolicki procesi,
iako su vjerojatno manje izrazeni i odvijaju se drugacijim tempom. [66]

Istrazivanja o stani¢noj neuropatologiji TBI naglasavaju vaznost ispitivanja organizacije bijele
tvari 1 debljine sive tvari prilikom proucavanja mozdanih markera ozljede. Istrazivanje Sarah I.
Gimbel i sur. [67] pokazalo je da je DTI (engl. diffusion tensor imaging) cijelog mozga i
volumetrijski MRI-a kod pripadnika aktivne sluzbe s kroni¢nim TBI-jem otkrila povezanost
povijesti TBI i mikrostruktura bijele tvari, volumena bijele tvari te kortikalnoj debljini u
skupinama s blagim, umjerenim 1 teSkim TBI-jem u usporedbi s neozlijedenim kontrolama.
Utvrdene abnormalnosti bijele i sive tvari takoder su bile povezane s ve¢om ozbiljno$¢u simptoma
koje su ispitanici sami prijavili. Daljnja analiza pokazala je da prisutnost, obrazac i
neuroanatomska distribucija MRI nalaza znacajno variraju ovisno o tezini ozljede.

Istrazivanje Whitney A. i sur. [68] pokazalo je da blagi TBI uzrokovan eksplozivnim udarnim
valom uzrokuje smanjenu distribuciju dendriti¢kog stabla u parijetalnom korteksu i hipokampusu.
Posebno je istaknuto da je srediSnje podrucje parijetalnog korteksa najvise pogodeno ovim
smanjenjem. Istrazivaci su takoder primijetili skra¢enje duljine dendrita u hipokampusu, dok je u
parijetalnom korteksu zabiljezeno smanjenje duljine dendrita samo u sredi$njoj regiji. Osim toga,
zabiljezeno je smanjenje kompleksnosti dendrita u oba ova podru¢ja nakon blage bTBI, §to moZze
objasniti kognitivne deficite uocene kod ljudi i zivotinja nakon takvih ozljeda.

TBImoze dovesti do akutnih motorickih 1 kognitivnih problema, ali takoder izaziva autonomne
i neuroendokrine disfunkcije, poput poremecaja u termoregulaciji, abnormalnih odgovora zjenica
1 poremecaje otkucaja srca. Pacijenti s TBI takoder mogu pokazati i poremecaje u ishrani,
hormonalnim profilima te u ravnotezi elektrolita $to moze odraZzavati promjene u neuroendokrinoj
funkciji. Dobro je poznato da hipotalamus upravlja autonomnim i neuroendokrinim procesima te
se zbog toga posttraumatski deficiti u ovim funkcijama €esto pripisuju oSte¢enju hipotalamusa ili
hipofize. [69] Eksperimentalna istrazivanja O'Reilly-Fong i sur., ukazuju na to da simptomi
povezani s hipotalamusom nakon TBI mogu nastati kao rezultat privremenih funkcionalnih
promjena u neuronima, bez vidljivog oStec¢enja tkiva. Na primjer, akutna hipotermija nakon TBI
moze se povuéi unutar 48 sati, Sto sugerira da je uzrokovana privremenom disfunkcijom
hipotalamusa, dok se kasnija hipertermija moze povezati s odgodenim upalnim odgovorom. Sli¢no

tome, gubitak apetita nakon TBI takoder se moze brzo oporaviti, §to implicira da se radi o
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reverzibilnoj disfunkciji hipotalamusa. [70]

1.7.  Eksperimentalni modeli ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga in vivo

Zbog slozenosti patofizioloskih procesa nakon ponavljaju¢e mTBI i etickih ograni¢enja u
ljudskim istrazivanjima, razvijeni su laboratorijski modeli za pracenje stani¢nih, molekularnih i
neurobihevioralnih promjena koje mogu trajati i mjesecima nakon ozljede. Prednost
laboratorijskih modela je moguénost mijenjanja eksperimentalnih parametara te reproducibilnost.
Eksperimentalne mTBI metode nastoje biti minimalno invazivne, uzrokujuc¢i blage ozljede bez
makroskopskih promjena poput prijeloma lubanje ili intrakranijalnog krvarenja. [71]
Eksperimentalni animalni modeli TBI mogu se radi jednostavnosti podijeliti u zarisne, difuzne i
kombinirane modele. [72] U istrazivanjima se takoder Koriste i dodatni eksperimentalni modeli
poput modela ubodne i traumatske ozljede uzrokovane eksplozijom. [73] Upotreba navedenih
modela kljuéna je za razumijevanje patofiziologije TBI te za razvoj novih klinickih i terapijskih
pristupa. Iako su razvijeni brojni eksperimentalni modeli, niti jedan ne moze u potpunosti
replicirati sve aspekte patofiziologije TBI. Medutim, ovisno o vrsti istrazivanja, svaki model se
moze usredotoCiti na specificne karakteristike klinicke slike te na neuropatoloske ili
neurobihevioralne promjene. Koristenje rauzokujeli¢itih TBI modela u istrazivanjima moze
pomoci u boljem razumijevanju heterogenosti ozljede 1 u prepoznavanju specifi¢nih karakteristika
koje su jedinstvene za odredene vrste trame mozga. [74]

Zarisni modeli TBI primjenjuju kontroliranu mehani¢ku silu kako bi izazvali lokaliziranu
ozljedu mozdanog tkiva. Takva ozljeda oponasSa karakteristike ozljede kod ljudi, poput kontuzije,
krvarenja i aksonalne ozljede. Najcesce koristeni modeli kojima se reproducira takva vrsta ozljede
su model kontroliranog kortikalnog udara (engl. controlled cortical impact, CCI) i model pada
utega (engl. weight drop method, WD).

U CCI modelu se najprije izvodi kraniotomija kako bi se izlozila dura mater, a traumatska
ozljeda se izaziva pneumatskim ili elektromagnetskim impaktorom izravno na izlozenu tvrdu
ovojnicu mozga, dok je glava imobilizirana. Model CCI izaziva akutni subduralni hematom,
aksonalnu ozljedu oste¢enje kKrvno-mozdane barijere i gubitak kortikalnog tkiva, te se najcesce
koristio za simulaciju umjerenih do teskih ozljeda mozga. U posljednje vrijeme, CCI se koristi i
za simulaciju blage TBI na zatvorenoj lubanji, ¢ime se izbjegava povratni udarac koji je Cest

problem u WD modelu. Ozljeda uzrokuje razli¢ite motoricke, kognitivne i bihevioralne promjene,

13



a njezina se tezina moze precizno prilagoditi trajanjem ozljede, dubinom prodora impaktora,
kutom i brzinom. Glavni nedostatak CCI modela je opsezna kontuzija, koja nije u potpunosti
usporediva s ljudskim TBI, kao i sekundarne ozljede nastale zbog kraniotomije. [72]

WD model koristi slobodno padajuéi uteg koji udara o lubanju (u slu¢aju zatvorene lubanje)
ili tvrdu ovojnicu mozga (u slucaju otvorene lubanje) anestezirane Zivotinje, a teZina ozljede
regulira se teZinom utega i visinom S koje pada. [73, 76] Prednosti su brzina i jednostavnost, dok
su nedostatci moguénost nenamjernih fraktura lubanje, povratni udarac utega i neprecizna
lokalizacija traume. [74] WD modeli mogu reproducirati zarisnu ili difuznu traumu, ovisno o tipu
modela. [76] Glava zivotinje moze biti imobilizirana ili slobodna, a povrsina na kojoj se nalazi
moze biti kruta ili meka kako bi se omogucéilo pomicanje glave i simulacija akceleracijske ozljede.
Zivotinje su pritom uspavane, a udarac moze biti direktan ili indirektan, a po lokalizaciji ozljede
pokusi se mogu izvoditi nad medijalnom linijom ili lateralnim korteksom. Za ukljucivanje sila
translacijskog (djelovanje sile u ravnini) i rotacijskog ubrzanja (djelovanje silo pod kutem),
zivotinja se postavlja na materijale koji omogucuju slobodno kretanje nakon udarca. U
istrazivanjima ponavljaju¢e mTBI, koristeni su razli¢iti brojevi ozljeda i vremenski intervali
izmedu trauma. [71]

Najcesce koristeni modeli difuzne TBI ukljuéuju model akceleracijskog udara (engl.
impact/acceleration, I/A), model medijalne ozljede tlakom tekuéine (engl. central fluid percussion
injury, CFPI) te modificirani CCl modeli [72], a temeljni na¢in uzrokovanja ozljede ukljucuje
nelokaliziranu primjenu mehanicke sile za izazivanje ozljede mozdanog tkiva, oponasajuci difuzna
oSte¢enja koja se javljaju kod ljudi s TBI. [71]

I/A model, poznat i kao Marmarouov model, [77] koristi slobodno padajuci uteg koji udara na
Celicni disk fiksiran na zatvorenu lubanju zivotinje, bez prisutnosti fraktura lubanje i lezija
parenhima, oponasajuci ozljede koje se Cesto javljaju kod ljudi zbog brzih promjena tijekom
ubrzavanja i usporavanja. Prednosti modela su produljeni gubitak svijesti i dugotrajne bihevioralne
promjene nakon TBI te prilagodljivost udara, no metoda je ograni¢ena poteskocama u odredivanju
tezine ozljede i moguénoscu povratnog udarca. [73, 78]

CFPI model ozljede tlakom tekucine ukljucuje izvodenje kraniotomije iznad sagitalnog sinusa
kako bi se otkrila dura mater, a zatim se specijaliziranim uredajem Salju krati, visokotla¢ni puls
teku¢ine na povrSinu mozga. Na taj se nacin izaziva difuzna ozljeda aksona, hipertenziju,

povisenim intrakranijalnim tlakom i smanjenim mozdanim krvim protokom, $to posljedi¢no moze
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dovesti i do sekundarne ozljede, upale, edema i smrti neuronskih stanica.[72, 73] Prednost je
primjenjivost na razli¢itim Zzivotinjskim modelima, dok su ograni¢enja zahtjevna kirurSka
priprema i visok mortalitet.

Modificirani CCl modeli koriste se za reprodukciju difuzne TBI pomoc¢u pneumatskih ili
elektromagnetskih kontroliranih klipova, s prilagodbama kao $§to su kraniotomija na sredini
sagitalne suture ili bilateralne kraniotomije kako bi se izazvala specifi¢na i to¢na trauma. Ovi
modeli uzrokuju ostec¢enje hipokampusa, mozdanog debla i aksona, te poremecaje motorike i
kognicije. [72, 80]

Kombinirane eksperimentalne modele TBI kod miSeva ukljucuju koriStenje viSestrukih
paradigmi ozljeda kako bi se stimulirala sloZena i heterogena priroda ljudske traumatske ozljede.
Najcesce koristen model eksperimentalne TBI koji karakterizira zari$na i difuzna TBI je lateralni
FPI (LFPI) model. Tijekom navedenog modela izvodi se kraniotomija i prekriva se plasticnom
kapicom koja se fiksira dentalnim cementom. Otpustanje njihala ¢e izazvati bolus tekucine koja
prolazi kroz rezervoar ispunjen fizioloSkom otopinom i kona¢no ¢e udariti u netaknutu povrsinu
dura mater, $ire¢i se u epiduralni prostor i uzrokujuci deformaciju mozga. [80] Prednosti LFPI
modela su visoka reproducibilnost i precizno odredivanje tezine ozljede, dok su nedostatci
dugotrajnost postupka i potreba za kraniotomijom. Ovaj model izaziva krvarenje, edem, kortikalnu
kontuziju, reaktivnu gliozu te difuzni subkortikalni gubitak neurona koji s vremenom perzistira u

hipokampus, talamus, striatum i amigdalu. [75, 78, 82]
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2. CILJEVI
Ciljevi istrazivanja u ovom diplomskom radu bili su, u modelu ponavljaju¢e mTBI:
Odrediti pojavnost i opseg patohistoloskih promjena u velikom mozgu miseva divljeg tipa i TDP-
43 transgeni¢nih miSeva godinu dana nakon zadnje ozljede, te
. Usporediti pojavnost i opseg neurodegeneracije, kao 1 aktivnosti glija stanica, izmedu miseva

TDP-43 transgeni¢nog i divljeg tipa.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1.  Eksperimentalne Zivotinje i eticki aspekti istrazivanja

Istrazivanje je provedeno na C57BL/6 misevima, ukljucujuci divlji tip i miSeve s genotipom
TDP-43%348C_ 7Zbog potencijalnog u¢inka estrogena na regenerativne procese u neuronskom tkivu,
iz istrazivanja su iskljuCene zenke miSeva. Transgeni¢ni miSevi za uspostavljanje kolonije
dobiveni su od Sveucilista Laval, Quebec, Kanada. U Centru za inzenjering i uzgoj laboratorijskih
miSeva (LAMRI) Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci, krizani su s divljim jedinkama, a
potom su uzgajani u LAMRI 1 Nastambi za laboratorijske zivotinje Zavoda za temeljnu 1 klinicku
farmakologiju s toksikologijom Medicinskog fakulteta Sveuéilista u Rijeci. Zivotinje su bile
smjeStene u prostorijama s kontroliranim uvjetima, izmjenjivanja svjetla i tame, temperature i
vlage. Prehranjivane su standardnom mis$jom hranom te su imale neogranicen pristup vodovodnoj
vodi.

IstraZivanje je provedeno na Zavodu za temeljnu i klinicku farmakologiju s toksikologijom
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci u skladu s bioetickim standardima za eksperimentiranje
na zivotinjama, s ciljem izbjegavanja nepotrebnog stresa i patnje, te u skladu s tzv. 3R pristupom:
Replacement (zamjena), Reduction (smanjenje broja Zivotinja) i Refinement (unaprjedenje
modela).

Svi postupci provedeni na zivotinjama bili su u skladu s vaze¢im Zakonom o zastiti zZivotinja
(NN 102/17, 32/19) 1 Pravilnikom o zaStiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13,
39/17, 116/19).

3.2.  Materijali

3.2.1. Kemikalije za Western blot analizu

Za odredivanje izrazaja proteina metodom Western blot koriStene su sljedece kemikalije:
metanol, 2-merkaptoetanol, natrijev dodecil-sulfat (SDS), natrijev klorid (NaCl), natrijev azid
(NaN3), natrij ortovanadat (Na3VO4), natrijev fluorid (NaF), natrijev pirofosfat-dekahidrat
(NaPP), glicerol, glicin, kloridna kiselina (HCI), octena kiselina (CH3COOH), ditiotreitol (DTT),
aprotinin, leupeptin, fenilmetansulfonil fluorid (PMSF), etilendiaminotetraoctena Kkiselina
(EDTA), etilenglikol-aminoetiletertetraoctena kiselina (EGTA), N, N, N, N-tetrametiletilendiamin
(TEMED), amonijev persulfat ((NH4)2S208), akrilamid (C3H5NO), brom fenol plavi (A.C.S.
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reagens), Ponceau S, Bradford reagens, Triton X®, Tween® 20, mlijeko u prahu (non-fat dry
milk), nitrocelulozna membrana, tekuci duSik 1 SuperSignal® West Pico kemiluminescentni

supstrat.

3.2.2. Kemikalije za histoloSke i imunohistokemijske analize

Tijekom histoloskih i imunohistokemijskih analiza koristene su sljede¢e kemikalije: ksilen,
etanol, entelan, Tris-Buffered Saline, Tween Detergent (TBS-Tx), Normal Hourse Serum 2,5 %
(NHS), Citrate Buffer For Heat Induced Epitope Recovery (HIER) pH 6.0, vodikov peroksid 30%
(H203), Bovine serum albumin (BSA).

3.2.3. Lijekovi

U pokusima su koriSteni sljedeci lijekovi: izofluran (Forane®, Abbott Laboratories, Sittingbourne,
UK), ketamin (Ketamidor®, Richter Pharma AG, Wels, Austrija), ksilazin (Xylazine®, Alfasan

International B.V., Woerden, Nizozemska), kisik, duSikov oksid i fizioloska otopina.

3.2.4. Primarna protutijela

Tijekom provodenja Western blot i imunofluorescencijskih analiza koriStena su primarna
protutijela navedena u Tablici 1.

Tablica 1. Primarna protutijela

Epitop Domacin i klonalnost Proizvodac Primjena
[B-aktin Misje monoklonsko Santa Cruz Biotechnology, Santa wWB
Cruz, SAD
GFAP Misje monoklonsko Cell Signaling Technology, IF
Danvers, SAD
Histon-H3 Zecje poliklinsko Abcam, Cambridge, UK wWB
Ibal Zecje poliklinsko Wako Chemicals, Richmond, SAD  IF
TDP-43 Zecje poliklinsko Proteintech Group, Rosemont, SAD  WB

Kratice: GFAP, kiseli fibrilarni protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein); HSP70,
protein toplinskog Soka 70 (engl. heat shock protein 70); Ibal, adaptorna molekula 1 za

vezivanje ionizirajuceg kalcija (engl. ionized calcium binding adaptor molecule 1); NeuN,
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protein jezgre neurona (engl. neuronal nuclear protein); WB, Western blot; IF,

imunofluorescencija

3.2.5. Sekundarna protutijela

Tijekom provodenja Western blot i imunofluorescencijskih analiza koriStena su sekundarna

protutijela navedena u Tablici 2.

Epitop Domacin i klonalnost Proizvodac Primjena
Misji Zecje poliklinsko Thermo Scientific, WB
imunoglobulini Rockford, SAD
Zedji Misje poliklonsko Thermo Scientific, WB
imunoglobulini Rockford, SAD
Kozji Kokosje poliklinsko,  Molecular Probes, Eugene, IF
imunoglobulini  AlexaFluorsgs SAD
Zecji Kozje poliklonsko, Abcam, Cambridge, UK IF
imunoglobulini  DyLightsos
Zegji Kokosje poliklonsko,  Molecular Probes, Eugene, IF
imunoglobulini ~ AlexaFluorass SAD
Misji AlexaFluorass Cell Signaling Technology, IF
imunoglobulini  Conjugate Danvers, SAD

Kratice: WB, Western blot; IF, imunofluorescencija

3.3. Metode

3.3.1. Genotipizacija

Za izolaciju DNK, radi odredivanja prisutnosti transgena TDP-43¢348¢

, miSevima starosti 3,5
do 4 tjedna uzet je uzorak uha ili vrSak repa. Tkivo je tretirano puferom za razgradnju tkiva,(10
mM Tris (pH 8,0), 10 mM EDTA, 0,2% SDS, 150 mM NacCl i 0,2 mg/ml proteinaze K), tijekom
3 sata na 55°C na tresilici. Nakon centrifugiranja, u odvojeni nadsloj dodano je 400 pl
izopropanola, a DNK je istaloZena centrifugiranjem, te potom isprana s 800 pl 70% etanola i
ponovno centrifugirana. Etanol je uklonjen, a DNK osuSena na zraku te otopljena u 200 pl sterilne

vode i pohranjena na 4°C.
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Za PCR reakciju koristen je GoTaq® G2 Green Master Mix (Promega), 10 uM specificne
pocetnice (CTCTTTGTGGAGAGGAC i TTATTACCCGATGGGCA) i 1 pl DNK, a ukupan je
volumen reakcijske smjese bio 25 pl. Reakcija je izvedena u PCR termobloku (SimpliAmp
Thermal Cycler, Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific, Rockford, SAD). Nakon
pocetne denaturacije uzorka tijekom 3 minute pri 95°C, izvedeno je 35 ciklusa koji su se sastojali
od denaturacije DNK (35 s na 95°C), lijepljenja pocetnica (60 s na 59°C) i produljivanja lanaca
(60 s na 72°C), te zavrSne polimerizacije nedovrSenih lanaca DNK tijekom 5 minuta pri 72°C.

Ponavljaju¢a blaga TBI inducirana je modificiranom metodom pada utega po Marmarou.
Uredaj se sastojao od ¢eli¢nog utega mase 97g i vertikalne metalne cijevi. Misevi stari 9-11 tjedana
anestezirani su izofluranom, postavljeni na aluminijsku foliju, a uteg je pusten s visine od 1 metra,
te je pao izmedu uski misa. Nakon udarca, miSevi su propali kroz zarezanu aluminijsku foliju na
postavljenu spuzvu ispod, te su vra¢eni u kavez. Dva udarca dnevno primjenjivana su 5 dana, s
razmakom izmedu udaraca od 6 sati. Kontrolna skupina prosla je istu proceduru, ali bez izazivanja

ozljede mozga. MiSevi su zrtvovani godinu dana nakon mTBI/laZne procedure.

3.3.2. Western blot analize

3.3.2.1.  Priprema uzorka za analizu i odredivanje koncentracije proteina

Zivotinje su u svrhu prikupljanja uzoraka dekapitirane, a mozgovi izolirani i postavljeni na led,
gdje su regije od interesa odvojene. Tkivo je brzo smrznuto u teku¢em dusSiku 1 pohranjeno na -
80°C Za pripremu nuklearne i citoplazmatske frakcije proteina, odmrznuti uzorci tkiva isprani su
PBS puferom, centrifugirani na 3000 rpm 5 minuta pri 4°C. Talog je resuspendiran u puferu za
lizu A (sastojci: 25 mM HEPES (pH 7,4), 50 mM KCI, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0,1% Triton-
X, 1 mM DTT, 25 mM NaF, 1 mM NaVO3, 1 mM PMSF, 10 pg/uL aprotinina, 10 pg/uL
leupeptina 1 10 pg/ul. NaPP) i1 homogeniziran, uz inkubaciju na ledu 30 minuta. Nakon
centrifugiranja na 13375 rpm 5 minuta pri 4°C, citosolna frakcija je pohranjena na -80°C. Zaostali
talog je resuspendiran u puferu za lizu B (istog sastavakao pufer A, ali bez Triton-X-a) i ponovno
centrifugiran na 3000 x g tijekom 1 minute na 4°C, a zatim resuspendiran u puferu za ekstrakciju
jezgra (pufer B s 450 mM KCI i 50% glicerolom) te zamrznut na 30 minuta na -80°C. Nakon
odmrzavanja, centrifugiran je na 13375 rpm, 15 minuta pri 4°C, a nuklearna frakcija pohranjena
na -80°C.

Koncentracije proteina u uzorcima frakcija odredene su kolorimetrijski pomoc¢u Bradford
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metode [83]. Intenzitet boje izmjeren je spektrofotometrom na valnoj duljini od 595 nm a

koncentracija proteina izraCunata je iz kalibracijske krivulje koriste¢i proc¢is¢eni govedi serumski

albumin (BSA) kao standard.

3.3.2.2.  Western blot mjerenje razine izrazaja proteina

Proteini iz nuklearnih i citoplazmatskih frakcija, normaliziranih koncentracija na 3 ili 4 pg/uL,
razdvojeni su elektroforezom na denaturirajuéem poliakrilamidnom gelu i1 preneseni na
nitroceluloznu membranu. Da bi se sprijecilo nespecifi¢no vezanje protutijela, membrane Su
inkubirane u otopinama za blokiranje koje su se sastojale od 5% BSA odnosno nemasnog mlijeka
u prahu u puferu TBST (engl. Tris-buffered saline, TBS, koji sadrzi 0,1% Tween 20) na sobnoj
temperaturi tijekom jednog sata. Nakon uklanjanja bloka, membrana su tretirane primarnim
protutijelima (Tablica 1.) razrijedenima u otopini za blokiranje i inkubirane na tresilici preko noci
na 4°C. Sljedec¢eg dana, nakon ispiranja u puferu TBST, primijenjena su biotinilirana sekundarna
protutijela (tijekom jednog sata), a zatim streptavidin oznac¢en peroksidazom iz hrena (30 minuta).
Nakon ispiranjamembrane su vizualizirane kemiluminiscencijom uz pomo¢ Pierce SuperSignal
West Pico kemiluminescentnog supstrata (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, SAD)..
Detekcija i kvantifikacija signala provedena je pomocu sustava za imaging, s uklju¢enim
programom za denzitometrijsku analizu (Kodak Image Station 440CF i Kodak 1D Image Analysis
Software, Eastman Kodak, Rochester, SAD).

3.3.3. Histoloske i imunohistokemijske analize

3.3.3.1.  Priprema mozgova za histoloske analize

Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom injekcijom ksilazina (10 mg/kg) i ketamina (100
mg/kg). Nakon gubitka refleksa Sape, perfundirane su hladnom fizioloSkom otopinom i
prefiksirane 4%-tnim paraformaldehidom. Izvadeno tkivo je postfiksirano u istom fiksativu
tijekom 20 do 22 sata te uz pomo¢ histokineta Leica TP1020 (Leica Biosystems GmbH, Wetzlar,
Njemacka) dehidrirano u rastu¢im koncentracijama alkohola (50% do 100%) i ksilolu, te
uklopljeno u parafin. Presjeci od 3 pum izrezani su mikrotomom HM 340E Electronic Rotary
Microtome (Thermo Fisher Scientific, Rockford, SAD), stavljeni na silanizirana stakalca i
pohranjeni na sobnoj temperaturi. Rezovi frontalnog i parijetalnog reznja velikog mozga koristeni

su tijekom analiza.
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3.3.3.2.  Imunohistokemijske analize

Imunohistokemijske analize koriste se u svrhu analize prisutnosti i distribucije specifi¢nih
proteina u tkivu. Stakalca s rezovima mozga prvo su deparafinizirana uranjanjem u ksilol, a zatim
rehidrirana prolaskom kroz padaju¢e koncentracije etanola do destilirane vode. Proces
razotkrivanja epitopa induciran toplinom proveden je uranjanjem stakalacau citratni pufer (10
mM, pH 6,0) koji je prethodno zagrijan u vodenoj kupelji na 98°C te daljnjim zagrijavanjem u
mikrovalnoj peénici tijekom 20 minuta. Nakon hladenja i ispiranja s destiliranom vodom, rezovi
su permeabilizirani u otopini Triton X-100 u TBS puferu 10 minuta, a potom su uronjeni u otopinu
za blokiranje (1% BSA, 0,025% Triton X-100, TBS) na dva sata. Nakon toga, stakalca su
prenesena u vlaznu komoru, gdje su tretirana primarnim protutijelima, razrijedenima u otopini za
blokiranje, i ostavljena preko no¢i na temperaturi od 4°C. Sljedeceg dana, nakon ispiranja s TBS
puferom, uslijedila je inkubacij u trajanju od jednog sata s odgovaraju¢im sekundarnim
protutijelima (Tablica 2.), konjugiranima s fluorokromom, u omjeru 1:200 s TBS puferompri
sobnoj temperaturi . U odredenim presjecima, jezgre su dodatno bojene nuklearnom DAPI bojom
(4', 6'-diamino-2- fenilindol dihidroklorid; engl. 4',6-diamino-2-phenylindole dihydrochlorid).
Nakon ispiranja, tkivo je prekriveno medijem za uklapanje fluorescentnih preparata.

Pored jednostrukog imunofluorescentnog bojenja, provedeno je i dvostruko bojenje odredenih
stakalaca, pri ¢emu je inkubacija s primarnim protutijelima trajala dva dana, gdjejesvako
protutijelo primijenjeno zasebno po jedan dan. Dva razli¢ita sekundarna protutijela zatim su
pomijesana 1 aplicirana tre¢i dan, pazeci da njihove fluorescentne karakteristike ne interferiraju.
Za odredene analize, uz dva razli¢ita primarna protutijela, koriStena je i DAPI boja za bojenje
jezgri, ¢ime je postignut trostruki fluorescentni signal. Snimke preparata napravljene su pomocu
Olympus DP70 kamere na Olympus BX51 mikroskopu (oboje Olympus, Tokio, Japan), koristeci

odgovarajuce ekscitacijske filtre.

3.3.4. Fluoro Jade C

Za utvrdivanje neurodegeneracije u frontalnom korteksu, hipokampusu 1 optickom traktu,
koristena je standardna metoda bojanja parafinskih rezova Fluoro-Jade C bojom (Chemicon,
Millipore, Billerica, SAD). Preparati su prvo deparafinizirani u ksilolu dva puta po 10 minuta,
zatim rehidrirani u etanolu s opadaju¢im koncentracijama od 100% do 70% po 5 minuta i isprani

destiliranom vodom. Nakon tretmana s 0,006%-tnom otopinom kalijevog permanganata (10
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minuta), preparati su isprani i u zatamnjenoj prostoriji obojeni 0,0001%-tnom Fluoro-Jade C
otopinom u 0,1%-tnoj octenoj kiselini tijekom 20 minuta. Nakon ispiranja u destiliranoj vodi,

osuseni su(na 50°C kroz 20 minuta), uronjeni u ksilol i prekriveni medijem za uklapanje.

3.3.5. Statisticka obrada podataka

Za pohranu podataka i izradu grafovakoristen je Microsoft Office Excel® 2011. Podaci su
prilagodeni izmedu razli¢itih pokusa te su prikazani kao srednje vrijednosti uz standardne pogreske
srednjih vrijednosti. Za statisticku analizu podataka usporedivane su varijable medu skupinama, a
ovisno o rezultatima Shapiro-Wilks testa normalnosti distribucije podataka, primijenjeni su
parametrijski (T-test) statisticki postupci. Razina znacajnosti postavljena je na P < 0,05. Svi
statisti¢ki postupci provedeni su koristenjem programa STATISTICA® verzija 13.3 (StatSoft Inc.,
Tulsa, SAD).
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4. REZULTATI

4.1.  Neurodegeneracija u srediSnjem zivCevlju miSeva divljeg i TDP-43 transgeni¢nog tipa

godinu dana nakon ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga

Utjecaj ponavljaju¢e mTBI na neurodegenerativne promjene u frontalnom korteksu,
hipokamupusu i opti¢kom traktu miseva divljeg (Slika 1.) i TDP-43 transgeni¢nog tipa (Slika 2.)
godinu dana nakon eksperimentalne traume istrazivan je koristenjem Fluoro-Jade C fluorescentne
boje koja se veze na stani¢na tijela i nastavke degenerativno promijenjenih neurona.

Fluoro-Jade C-pozitivno bojenje nije otkriveno u frontalnom korteksu i hipokampusu, ali se
neurodegenerativne promjene neuronskih vlakana mogu vidjeti u podruéju opti¢kog trakta
traumatiziranih miseva oba genotipa zrtvovanih 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili
traume mozga. Slika 1. prikazuje reprezentativno fluorescentno bojenje uzoraka mozga Fluoro
Jade C fluorescentnom bojom lazno ozljedenih miSeva divljeg tipa, dok Slika 2. prikazuje
reprezentativno fluorescentno bojenje uzoraka mozga Fluoro Jade C fluorescentnom bojom
transgeni¢nih TDP-43 miSeva. Usporedbom mikrofotografija u¢injenih u regiji optickog trakta
izmedu traumatiziranih zivotinja razlicitih genotipova, nije uo¢ena razlika u intenzitetu obojenja

Fluoro Jade C.

Frontalni korteks Hipokampus Opticki trakt

oT

Kontrola

rmTBI

Slika 1. Neurodegeneracija u frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu 12
mjeseci nakon repetitivne blage traumatske ozljede mozga u miseva divljeg tipa.

Reprezentativne mikrofotografije prikazuju odabrane regije mozgova obojanih fluorescentnim
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markerom Fluoro Jade C u lazno ozljedenih miSeva (Kontrola) i zivotinja s repetitivnom blagom
traumom mozga (rmTBI), Zrtvovanih 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili traume mozga.
Strelice ukazuju na neurodegenerativne promjene neuronskih vlakana u optickom traktu (OT).

Mjerna traka: 50 pm.

Frontalni korteks Hipokampus Opticki trakt

--

Slika 2. Neurodegeneracija u frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu 12

Kontrola

rm TBI

mjeseci nakon repetitivne blage traumatske ozljede mozga u transgeni¢nih TDP-43 miSeva.
Reprezentativne mikrofotografije prikazuju odabrane regije mozgova obojanih fluorescentnim
markerom Fluoro Jade C u lazno ozljedenih miseva (Kontrola) i zivotinja s repetitivnom blagom
traumom mozga (rmTBI), Zrtvovanih 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili traume mozga.
Strelice ukazuju na neurodegenerativne promjene neuronskih vlakana u optickom traktu (OT).

Mjerna traka: 50 pm.

4.2.  Regulacija TDP-43 u srediSnjem ziv€evlju miSeva divljeg tipa godinu dana nakon

ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga

Istrazivan je utjecaj ponavljaju¢e mTBI na razine ekspresije TDP-43 u citoplazmi (Slika 3.) i
jezgri (Slika 5.) te na citoplazmatsku ekspresiju produkta cijepanja TDP-43, TDP-35 (Slika 4.), u

stanicama frontalnog korteksa ozlijedenih miSeva divljeg tipa koji su Zrtvovani godinu dana nakon
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posljednje mTBI ili lazne procedure.

Na Slici 3. prikazani su reprezentativni imunoblotovi i denzitometrijske analize razina izrazaja
citoplazmatske ekspresije TDP-43 u stanicama frontalnog korteksa 12 mjeseci nakon zadnje lazne
procedure ili traume mozga. Statistickom analizom dobivenih rezultata Western blot analize
uzorak od miSeva divljeg tipa nisu utvrdene razlike u koli¢ini navedenog proteina izmedu lazno

ozljedenih i Zivotinja s ponavljaju¢om traumom mozga [P = 0,261].

Kontrola rmTBI
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B-actin
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Slika 3. U¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku
ekspresiju TDP-43 u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon zadnje laZzne procedure ili
traume mozga. Prikazani su reprezentativni blotovi i njihove denzitometrijske analize u lazno
ozljedenih (Kontrola) i zivotinja s ponavljaju¢om traumom mozga (rmTBI) u miseva divljeg tipa.
U denzitometrijskim analizama vrijednosti su izraZzene kao relativne opticke gustoce, korigirane
za odgovarajuci sadrzaj B-aktina. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti £ SEM (N = 4

Zivotinje po skupini).
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Na Slici 4. prikazano je kako ponavljaju¢a mTBI nije utjecala na razinu ekspresije TDP-35
proteina u citoplazmi stanica frontalnog korteksa ozljedenih miseva divljeg tipa godinu dana nakon
lazne procedure ili traume mozga. 1z prikazanih rezultata denzitometrijske analize moze se uoditi
da je izrazaj TDP-43 proteina veéi u zivotinja s ponavljaju¢om traumom mozga nego U lazno
ozljedenih miseva divljeg tipa. Medutim, statistiCkom analizom dobivenih rezultata nisu utvrdene
razlike u koli¢ini navedenog proteina izmedu lazno ozljedenih i Zzivotinja s ponavljaju¢om

traumom mozga u miseva divljeg tipa [P=0,127].

Kontrola rmTBI

TDP-35 Rl

S ———

B-actin

o o o

o o =

o)) co o
L 1 1

TDP-35/B-aktin omjer
o
=)
s

0,02 -

0,00
Kontrola rmTBI

Slika 4. U¢inci ponavljajuée blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku
ekspresiju produkta cijepanja TDP-43, TDP-35, u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon
zadnje lazne procedure ili traume mozga. Prikazani su reprezentativni blotovi i njihove
denzitometrijske analize u lazno ozljedenih (Kontrola) i zivotinja s ponavljaju¢om traumom mozga
(rmTBI) u miSeva divljeg tipa. U denzitometrijskim analizama vrijednosti su izrazene kao relativne
opticke gustoce, korigirane za odgovarajuci sadrzaj B-aktina. Rezultati su izraZzeni kao srednje

vrijednosti £ SEM (N = 4 Zivotinje po skupini).
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Na Slici 5. prikazani su reprezentativni imunoblotovi i denzitometrijske analize razina izrazaja
nuklearne ekspresije TDP-43 u stanicama frontalnog korteksa 12 mjeseci nakon zadnje lazne
procedure ili traume mozga. Iz prikazanih rezultata denzitometrijske analize moze se uociti da je
izrazaj TDP-43 veéi u lazno ozljedenih (Kontrola) nego u zivotinja s ponavljaju¢om traumom
mozga (rmTBI) miseva divljeg tipa. Statistickom analizom dobivenih rezultata nisu utvrdene
razlike u koli€ini navedenog proteina izmedu lazno ozljedenih i Zivotinja s ponavljaju¢om
traumom mozga u miseva divljeg tipa [P=0,107].
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Slika 5. U¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga na nuklearnu ekspresiju TDP-
43 u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon zadnje laZne procedure ili traume mozga.
Prikazani su reprezentativni blotovi 1 njihove denzitometrijske analize u lazno ozljedenih
(Kontrola) i zivotinja s ponavljajuéom traumom mozga (rmTBI) u miSeva divljeg tipa. U
denzitometrijskim analizama vrijednosti su izrazene kao relativne opticke gustoce, korigirane za
odgovarajuci sadrzaj histona-H3. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti £ SEM (N = 3-4

zivotinje po skupini).
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43. Regulacija TDP-43 u sredi$njem Zivéevlju transgeni¢nih TDP-4393*¢ migeva godinu dana

nakon ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga

Nadalje, istraZen je utjecaj ponavljajuée mTBI na razine ekspresije TDP-43 u citoplazmi i
jezgri te na citoplazmatsku ekspresiju produkta cijepanja TDP-43, TDP-35, u frakcijama stanica
frontalnog korteksa ozlijedenih transgeni¢nih TDP-43 miseva koji su Zrtvovani godinu dana nakon
posljednje mTBI ili lazne procedure.

Na Slici 6. prikazani su reprezentativni imunoblotovi i denzitometrijske analize razina izrazaja
citoplazmatske ekspresije TDP-43 u stanicama frontalnog korteksa 12 mjeseci nakon zadnje lazne
procedure ili traume mozga. Iz prikazanih rezultata denzitometrijske analize moze se uociti da je
izrazaj TDP-43 proteina podjednak u analiziranim uzorcima obje eksperimentalne skupine [P =
0,713].
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Slika 6. U¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku
ekspresiju TDP-43 u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon zadnje laZzne procedure ili
traume mozga. Prikazani su reprezentativni blotovi i njihove denzitometrijske analize u lazno

ozljedenih (Kontrola) i zivotinja s ponavljaju¢om traumom mozga (rmTBI) u transgeni¢nih TDP-

29



43 miSeva. U denzitometrijskim analizama vrijednosti su izrazene kao relativne opticke gustoce,
korigirane za odgovarajuci sadrzaj p-aktina. Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti £ SEM

(N = 4 zivotinje po skupini).

Na Slici 7. prikazani su reprezentativni imunoblotovi i denzitometrijske analize razina izrazaja
citoplazmatske ekspresije TDP-35 u stanicama frontalnog korteksa 12 mjeseci nakon zadnje lazne
procedure ili traume mozga u transgenicnih TDP-43 miseva. lz prikazanih rezultata
denzitometrijske analize moze se uociti da sje izrazaj TDP-43 proteina nije mijenjao u zivotinja s

traumom mozga u odnosu na miSeve podvrgnute laznoj proceduri [P=0,784].
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Slika 7. U¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku
ekspresiju produkta cijepanja TDP-43, TDP-35, u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon
posljednje lazne procedure ili traume mozga u transgeni¢nih TDP-43 miSeva. Prikazani su
reprezentativni blotovi i denzitometrijske analize u lazno ozljedenih (Kontrola) i zivotinja s
ponavljaju¢om traumom mozga (rmTBI) u transgeni¢énih TDP-43 miSeva. U denzitometrijskim
analizama vrijednosti su izrazene kao relativne opticke gustoce, korigirane za odgovarajuci sadrzaj
B-aktina. Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti £ SEM (N = 4 Zivotinje po skupini).

Na Slici 8. prikazani su reprezentativni imunoblotovi 1 denzitometrijske analize razina izrazaja
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nuklearne ekspresije TDP-43 u stanicama frontalnog korteksa 12 mjeseci nakon zadnje lazne
procedure ili traume mozga. Iz prikazanih rezultata denzitometrijske analize moze se uociti da se
izrazaj TDP-43 proteina u lazno ozljedenih miSeva ne razlikuje znacajno u odnosu na zivotinja s

ponavljaju¢om traumom mozga istog genotipa [P = 0,469].
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Slika 8. U¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na nuklearnu
ekspresiju TDP-43 u 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili traume mozga u
transgeni¢nih TDP-43 miSeva. Prikazani su reprezentativni blotovi i njihove povezane
denzitometrijske analize u lazno ozljedenih (Kontrola) i Zivotinja s ponavljaju¢om traumom mozga
(rmTBI) u transgeni¢nih TDP-43 miseva. U denzitometrijskim analizama vrijednosti su izrazene
kao relativne opticke gustoce, korigirane za odgovarajuci sadrzaj histona-H3. Rezultati su izrazeni

kao srednje vrijednosti £ SEM (N = 3-4 zivotinje po skupini).

4.4. Reakcije glija stanica u sredi$njem zivéevlju miseva divljeg i TDP-43934¥C tipa godinu dana

nakon ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga

Provedeno je imunofluorescentno histolosko oznac¢avanje koristeci Ibal, marker specifi¢an za
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mikrogliju, te GFAP protutijelo, koje se uobicajeno koristi za ozna¢avanje astrocita, kako bi se
ispitao odgovor glija stanica na ponavljaju¢u mTBI, u frontalnom korteksu, CAL regiji
hipokampusa te opti¢kom traktu ozlijedenih miSeva divljeg tipa i transgeni¢nih TDP-43348C
zivotinja zrtvovanih godinu dana nakon posljednje mTBI ili lazne procedure.

Slika 9. prikazuje reprezentativne mikrofotografije reakcije mikroglije nakon ponavljajuce
blage traumatske ozljede mozga u frontalnom korteksu, hipokampusu i opti¢kom traktu miseva
divljeg tipa u lazno ozljedenih Zzivotinja i miseva s blagom traumatskom ozljedom mozga,
imunoloski obojenih mikroglijalnim markerom Ibal. Na prilozenim se mikrofotografijama

odabranih regija ne uocavaju znacéajne razlike izmedu kontrole i rmTBI.

Frontalni korteks Hipokampus Opticki trakt

/
/ /
/ /
/ / /
/ /

Slika 9. Reakcija mikroglije nakon ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) u

Kontrola

rm TBI

frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu (OT) u miseva divljeg tipa. Prikazane
su reprezentativne mikrofotografije u lazno ozljedenih Zivotinja (Kontrola) i miSeva s rmTBlI,
zrtvovanih 12 mjeseci nakon zadnje procedure, imunoloski obojenih mikroglijalnim markerom

Ibal. Strelice pokazuju na Ibal-pozitivne stanice. Mjerna traka: 100 um.

Slika 10. prikazuje reprezentativne mikrofotografije reakcije mikroglije nakon ponavljajuce
MTBI u frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu transgeni¢nih TDP-43 miSeva u
laZzno ozljedenih Zivotinja i miSeva s blagom traumatskom ozljedom mozga, imunoloski obojenih
mikroglijalnim markerom Ibal. Na prilozenim se mikrofotografijama odabranih regija ne

uocavaju znac¢ajne razlike izmedu kontrola i rmTBI u transgeni¢nih TDP-43 miSeva.
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Frontalni korteks Hipokampus Opticki trakt
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Slika 10. Reakcija mikroglije nakon ponavljaju¢e blage traumatske ozljede mozga

Kontrola

rm T Bl

(rmTBI) u frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu (OT) u transgeni¢nih TDP-
43 miSeva. Prikazane su reprezentativne mikrofotografije u laznih ozljedenih Zivotinja (Kontrola)
i miSeva s rmTBI, Zrtvovanih 12 mjeseci nakon zadnje procedure, imunoloski obojenih

mikroglijalnim markerom Ibal. Strelice pokazuju na Ibal-pozitivne stanice. Mjerna traka: 100 um.

Slika 11. prikazuje reprezentativne mikrofotografije reakcije astrocita nakon ponavljajuce
blage traumatske ozljede mozga u frontalnom korteksu, hipokampusu 1 optickom traktu miSeva
divljeg tipa u lazno ozljedenih Zzivotinja 1 miSeva s blagom traumatskom ozljedom mozga,
imunoloski obojenih astrocitnim markerom GFAP. Na prilozenim se mikrofotografijama
odabranih regija ne uocavaju znacajne razlike izmedu kontrola i rmTBI, odnosno nisu uocene

morfoloske promjene koje bi ukazivale na aktivaciju astrocita.
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Frontalni korteks Hipokampus Opticki trakt
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Slika 11. Reakcija astrocita nakon ponavljajuée blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) u

Kontrola

rmTBI

frontalnom Kkorteksu, hipokampusu i optickom traktu (OT) u miSeva divljeg tipa. Prikazane
Su reprezentativne mikrofotografije u laznih ozljedenih Zivotinja (Kontrola) i miSeva s rmTBI,
zrtvovanih 12 mjeseci nakon zadnje procedure, imunoloski obojenih astrocitnim markerom GFAP.

Mjerna traka: 100 pm.

Slika 12. prikazuje reprezentativne mikrofotografije reakcije astrocita nakon ponavljajuce
blage traumatske ozljede mozga u frontalnom korteksu, hipokampusu i1 optickom traktu
transgenicnih TDP-43 miSeva u lazno ozljedenih Zivotinja 1 miSeva s blagom traumatskom
ozljedom mozga, imunoloski obojenih astrocitnim markerom GFAP. Na priloZzenim se

mikrofotografijama odabranih regija ne uo¢avaju znacajne razlike izmedu kontrole i rmTBI.

34



Frontalni korteks Hipokampus Opticki trakt

--
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Slika 12. Reakcija astrocita nakon ponavljajuée blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) u

Kontrola

rmTBI

frontalnom korteksu, hipokampusu i opticCkom traktu (OT) u transgeni¢nih TDP-43 miSeva.
Prikazane su reprezentativne mikrofotografije u laznih ozljedenih Zivotinja (Kontrola) i miseva s
rmTBI, zrtvovanih 12 mjeseci nakon zadnje procedure, imunoloSki obojenih astrocitnim

markerom GFAP. Mjerna traka: 100 um.
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5. RASPRAVA

Ciljevi ovog diplomskog rada bili su utvrditi ucestalost i opseg patohistoloSkih promjena
u mozgu miSeva divljeg tipa i TDP-43 transgeni¢nih miSeva godinu dana nakon zadnje
ponavljaju¢ée mTBI ozljede, te usporediti patohistoloske promjene izmedu miseva divljeg tipa i
TDP-43 transgeni¢nih miseva. U istrazivanju je koristen klini¢ki relevantan model ponavljajuce
mTBI karakteriziran ozljedom mozga koja je posljedica djelovanja akceleracijskih, deceleracijskih
i rotacijskih sila. Prilikom izvodenja ekperimentalne mTBI, glava i tijelo misa su slobodni $to je
reprezentativno za ovu vrstu traume. Ovaj model, koji su prvotno opisali Kane i suradnici [85],
oponasa ponavljaju¢u mTBI kod ljudi, pri ¢emu su miSevi izlozeni 1 do 2 udarca dnevno, s ukupno
najmanje 10 izlaganja. Odabrali smo reZzim od 2 udarca dnevno tijekom 5 dana kako bismo
simulirali ucestale udarce u glavu i ponavljajue potrese mozga kakvi se vidaju u kontaktnim
sportovima. Ova metoda izaziva blagu ozljedu uz brz oporavak miseva i normalno ponasanje, bez
ozbiljnih posljedica poput prijeloma lubanje, intrakranijalnog krvarenja, respiratornog zastoja ili
napadaja. U istraZivanju su koristeni transgeni¢ni TDP-43%34¥C migevi koji su skloni patoloskom
nakupljanju proteina TDP-43 u mozgu i lednoj mozdini, te s vremenom razvijaju kognitivne
nedostatke koji se biljeze nakon sedam mjeseci starosti kao i motoricke probleme povezane sa
starenjem od 10. mjeseca zivota nadalje.

U fizioloskim uvjetima, TDP-43 pretezito je lokaliziran u jezgri gdje sudjeluje u regulaciji
mnogih puteva obrade RNK. Sadrzi sekvencu za prijenos u citoplazmu, no opisana je i pasivna
difuzija izmedu jezgre i citoplazme. Autoregulacijski sustav s negativnom povratnom spregom
omogucuje da TDP-43 kontrolira i odrzava svoje razine unutar normalnih fizioloskih raspona. Kao
odgovor na ozljedu mozga moze do¢i do pogresne lokalizacije TDP-43 iz stanine jezgre u
citoplazmu te do poremecaja u regulaciji. Patoloski izmjenjen TDP-43 prolazi kroz fosforilaciju,
cijepanje u C-terminalne fragmente i stvara netopive ubikvitinirane inkluzije. Disregulacija TDP-
43 kod ponavljajuée mTBI povezuje se s razvojem neurodegenerativnih bolesti u kasnijim fazama
zivota, pri ¢emu se naglasava klju¢na ulogu TDP-43 proteinopatije u patogenezi neurodegeneracije
[86].

U prvom dijelu istrazivanja analizirana je prisutnost neurodegeneracija u CNS-u miseva
divljeg tipa te u transgeni¢nih TDP-43 zivotinja, zrtvovanih godinu dana nakon ponavljaju¢e mTBI
u podrucju frontalnog korteksa, hipokampusa i optickog trakta koristenjem Fluoro-Jade C

fluorescentne boje koja se veZe na stani¢ne tijela i nastavke degenerativno promijenjenih neurona.
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Fluoro-Jade C-pozitivno bojenje nije otkriveno u frontalnom korteksu i hipokampusu, medutim,
neurodegenerativne promjene su se mogle uociti u podrucju opti¢kog trakta traumatiziranih miSeva
oba genotipa. Medutim, usporedbom mikrofotografija u regiji optickog trakta izmedu
traumatiziranih zivotinja oba genotipa, nije uocena razlika u intezitetu obojenja Fluoro-Jade C.
Ovi rezultati sugeriraju da pogresna lokalizacija TDP-43 i njegove posttranslacijske promjene nisu
nuzno pracene oSte¢enjem kortikalnih neurona u oba genotipa. Takoder, poveéana ekspresija TDP-
43 ne doprinosi jacoj neurodegeneraciji u optickom traktu u odnosu na promjene koje se
detektiraju u zivotinja divljeg tipa s ponavljaju¢om traumom mozga.

Istrazivana je i regulacija TDP-43, to¢nije razina ekspresije TDP-43 u citoplazmi i jezgri,
te citoplazmatska ekspresija TDP-35, u srediSnjem zivéelju ozljedenih miSeva oba genotipa godinu
dana nakon ponavljaju¢e mTBI. Pogresna lokalizacija TDP-43 u ozljedenih miSeva oba genotipa
prikazana je Western blot analizom nuklearnih i citoplazmatskih lizata frontalnog korteksa.
Statistickom analizom dobivenih rezultata Western blot analize uzorka miseva oba genotipa nisu
utvrdene razlike u koli¢ini navedenih proteina izmedu lazno ozljedenih i Zivotinja s ponavljaju¢om
traumom mozga. Ponavljaju¢a mTBI nije imala ucinak na citoplazmatsku i nuklearnu ekspresiju
TDP-43, niti na citoplazmatsku ekspresiju TDP-35, u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon
zadnje lazne procedure ili traume mozga.

Aktivacija mikroglije i astrocita u kasnijim fazama nakon traume mozga smatra se jednim
od znakova kroni¢ne upale koja posljedicno moze imati dugoro¢ne Stetne posljedice. Stoga je
provedeno i imunofluorescentno histolosko oznacavanje glija stanica u CNS-u miseva oba
genotipa koristeci Ibal, marker specifican za mikrogliju, te GFAP protutijelo, koje se koristi za
oznacavanje astrocita. Usporedbom mikrofotografija reakcije mikroglije nakon ponavljajuce
ozljede mozga u frontalnom korteksu, hipokampusu 1 optickom traktu miSeva oba genotipa ne
uocavaju se znacajne razlike izmedu lazno ozljedenih | miSeva s ponavljajuom blagom
traumatskom ozljedom mozga. Takoder, pri ispitivanju reakcije astrocita nakon ponovljenih
mTBI, nisu uocene znacajne razlike izmedu lazno ozljedenih i miSeva s rmTBI oba genotipa u
frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu. Dakle, u ovom radu nismo uo¢ili razlike u
razini kroni¢ne reakvitnosti mikroglije i astrocita izmedu ozljedenih miSeva oba genotipa, Sto
sugerira da istrazivana genetska osnova nije utjecala na kroni¢ne promjene upalnih parametara

koji su koristeni u istrazivanju.
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6. ZAKLJUCAK

Ovaj diplomski rad pokazuje da promjene u regulaciji TDP-43 nisu bile povezane s
neurodegeneracijom i glijalnom aktivacijom u frontalnom korteksu ozlijedenih miseva divljeg i
TDP-43 transgeni¢nog genotipa 12 mjeseci nakon ponovljenih blagih ozljeda mozga. Ovi nalazi
sugeriraju da su promjene u TDP-43 samo privremeni odgovori na stres i ozljede, a ne indikatori
trajne Stete u kortikalnom tkivu. Medutim, u oba genotipa miSeva, ponovljeni mTBI uzrokovao je
neurodegeneraciju i povecanu glijalnu reakciju u optickom traktu, sto upucuje da je opticki trakt
posebno osjetljiv na ponovljene udarce te potvrduje klju¢nu ulogu traumatskih ozljeda aksona u
razvoju patobiologije ponovljenih potresa mozga. Daljnja istraZivanja su potrebna za bolje
razumijevanje odnosa izmedu regulacije TDP-43 i oSteenja mozga, te za razvoj novih terapijskih

strategija.
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PRILOZI

Slika 1. Neurodegeneracija u frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu 12 mjeseci nakon
repetitivne blage traumatske ozljede mozga u miseva divljeg tipa.

Slika 2. Neurodegeneracija u frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu 12 mjeseci nakon
repetitivne blage traumatske ozljede mozga u transgeni¢nih TDP-43 miseva.

Slika 3. Uc¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku ekspresiju
TDP-43 u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili traume mozga

Slika 4. Ucinci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku ekspresiju
produkta cijepanja TDP-43, TDP-35, u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure
ili traume mozga.

Slika 5. Uc¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga na nuklearnu ekspresiju TDP-43 u
frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili traume mozga.

Slika 6. Ucinci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku ekspresiju
TDP-43 u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili traume mozga.

Slika 7. Ucinci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na citoplazmatsku ekspresiju
produkta cijepanja TDP-43, TDP-35, u frontalnom korteksu 12 mjeseci nakon posljednje lazne
procedure ili traume mozga u transgeni¢nih TDP-43 miseva.

Slika 8. Uc¢inci ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) na nuklearnu ekspresiju TDP-
43 u 12 mjeseci nakon zadnje lazne procedure ili traume mozga u transgeni¢nih TDP-43 misSeva.
Slika 9. Reakcija mikroglije nakon ponavljaju¢e blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) u
frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu (OT) u miSeva divljeg tipa.

Slika 10. Reakcija mikroglije nakon ponavljaju¢e blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) u
frontalnom korteksu, hipokampusu i optickom traktu (OT) u transgeni¢nih TDP-43 miSeva.

Slika 11. Reakcija astrocita nakon ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) u frontalnom
korteksu, hipokampusu i optickom traktu (OT) u miseva divljeg tipa.

Slika 12. Reakcija astrocita nakon ponavljajuce blage traumatske ozljede mozga (rmTBI) u frontalnom

korteksu, hipokampusu i optickom traktu (OT) u transgeni¢nih TDP-43 miSeva.

Tablica 1. Primarna protutijela za Western blot i imunofluorescencijske analize

Tablica 2. Sekundarna protutijela za Western blot i imunofluorescencijske analize
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