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DEJSTVO HIPERBARICNE OKSIGENACIJE NA REGENERATIVNI POTENCIJAL MOZDANOG
TKIVA U EKSPERIMENTALNOM MODELU TRAUMATSKE POVREDE MOZGA

Traumatsko oSteCenje mozga nastaje usled dejstva spoljasnje sile i predstavlja globalni
zdravstveni problem, koji naruSava zdravlje velikog broja ljudi. Zbog kompleksnosti dogadaja
u tkivu nakon povrede i dalje se traga za adekvatnim terapijskim protokolima.

U ovoj tezi ispitivan je uticaj hiperbari¢ne oksigenacije (HBO) na regenerativne
procese u kortikalnom tkivu koje okruZuje mesto povrede i na proces adultne neurogeneze u
neurogenim zonama mozga adultnih pacova nakon ablacije desnog senzomotornog korteksa
(ASK).

Uradena su odgovaraju¢a imunohistohemijska i imunofluorescentna bojenja, analiza
genske ekspresije i imunoblot analize.

ASK stimuliSe stvaranje glijalnog oZiljka i polarizaciju mikroglije i astrocita ka
proinflamatornom fenotipu. Deset HBO tretmana nakon ASK smanjuje gliozu i stimuliSe
polarizaciju mikroglije i astrocita ka antiinflamatornom fenotipu. KoriS¢eni HBO tretman
stimuliSe adultnu neurogenezu oko mesta lezije i u subventikularnoj zoni (SVZ). HBO
smanjenjem neuroinflamacije stimuliSe migraciju neuroblasta iz SVZ i rostralnog migratornog
puta ka mestu lezije i ubrzava njihovu maturaciju. Dodatno, HBO tretman stimuliSe stvaranje
progenitora neurona oko mesta povrede. ASK pokazuje specifican uticaj na zubatu vijugu (DG)
uzrokujuci €elijsku smrt neurona u subgranularnoj zoni (SGZ), kao i u unutrasnjoj i srednjoj
trecini granularnog sloja DG hipokampusa. HBO tretman smanjuje osetljivost zrelih neurona
granularnog sloja DG na ASK. Takode, HBO tretman sprecava gubitak novonastalih nezrelih
neurona u SGZ i sprecava degeneraciju njihovih dendrita. Dok ASK smanjuje broj Celija koje
proliferiSu u SGZ, HBO tretman nakon povrede povecava broj ovih ¢elija. Ovakvi rezultati
ukazuju na mogucu upotrebu HBO kao adjuvantnog tretmana u lecenju povreda mozga.

Kljucne reci: traumatsko oStecenje mozga, ablacija senzomotornog korteksa, hiperbari¢na
oksigenacija, astrociti, mikroglija, adultna neurogeneza
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EFFECT OF HYPERBARIC OXYGENATION ON THE REGENERATIVE POTENTIAL OF BRAIN
TISSUE IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF TRAUMATIC BRAIN INJURY

Traumatic brain injury is the results of external impact and is a global health problem
that affects the health of many people. Due to the complexity of the events in the tissue after
the injury, appropriate therapeutic protocols are still lacking.

In this study, the influence of hyperbaric oxygenation (HBO) on the regeneration
processes in the cortical tissue around the lesion site and on the process of adult neurogenesis
in the neurogenic zones of the adult rat brain after ablation of the right sensorimotor cortex
(SCA) was investigated.

Appropriate immunohistochemical and immunofluorescent staining, gene expression,
and immunoblot analysis were performed.

SCA stimulates glial scar formation and polarization of microglia and astrocytes
toward a proinflammatory phenotype. Ten HBO treatments after SCA reduce gliosis and
stimulate polarization of microglia and astrocytes towards an anti-inflammatory phenotype.
HBO treatment stimulates adult neurogenesis around the lesion site and in the subventricular
zone (SVZ). By reducing neuroinflammation, HBO stimulates the migration of neuroblasts
from the SVZ and rostral migratory stream to the lesion site and accelerates their maturation.
In addition, HBO treatment stimulates the formation of neuronal progenitor cells around the
injury site. SCA shows a specific effect on the dentate gyrus (DG), causing cell death of
neurons in the subgranular zone (SGZ) and in the inner and middle third of the granular layer
of the DG hippocampus. HBO treatment reduces the vulnerability of mature neurons in the
granular layer of the DG to SCA. Moreover, HBO treatment prevents the loss of newly formed
immature neurons in the SGZ and the degeneration of their dendrites. At the same time, SCA
reduces the number of proliferating cells in the SGZ, and HBO treatment after injury increases
the number of these cells. These results justify the use of HBO as an adjuvant treatment for
brain injury.

Key words: traumatic brain injury, sensorimotor cortex ablation, hyperbaric oxygenation,
astrocytes, microglia, adult neurogenesis
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1.UVOD



Uvod

1.1. Traumatsko oStecenje mozga
1.1.1. Definicija, epidemiologija i klasifikacija

Traumatsko oStecenje mozga (engl. Traumatic Brain Injury, TBI) nastaje usled dejstva
spoljasnje sile, a podrazumeva izmene moZdanih funkcija ili prisustvo vizualnih,
laboratorijskih i radioloskih pokazatelja, koji govore u prilog prisutne povrede mozga (Menon
i sar.,, 2010). TBI moZe biti posledica udarca u glavu, eksplozije, penetrantnih povreda i
dejstva sila inercije (Kaur i Sharma, 2017).

U zavisnosti od trajanja i intenziteta spoljasnje sile, kao i od regiona mozga koji je
zahvacen povredom, TBI ispoljava spektar razlic¢itih klinickih simptoma (Dixon, 2017). Akutni
simptomi TBI (mucnina, vrtoglavica i glavobolja) mogu da se povuku nakon nekoliko
dana/nedelja od povrede. Sa druge strane, teSke povrede mozga mogu dovesti do nastanka
dugotrajnih bihejvioralnih i kognitivnih deficita (Thapa i sar, 2021), koji mogu nastati
danima, nedeljama, pa ¢ak i mesecima nakon povrede (Corrigan i sar., 2013). Kako posledice
TBI Cesto nisu odmabh vidljive, TBI se jo$ naziva i ,tihom epidemijom*“ (Rusnak, 2013; Peeters i
sar., 2015). Takode, smatra se da TBI predstavlja rizik za nastanak demencije, Parkinsonove
bolesti i moZdanog udara (Jamjoom i sar., 2021).

Poznato je da TBI naj¢es¢e dovodi do invaliditeta i smrtnog ishoda (Dewan i sar,,
2018), narocito u slabo i srednje razvijenim zemljama (Rubiano i sar., 2015). Zajedno sa
povredama ki¢mene mozdine, TBI predstavlja globalni zdravstveni problem koji narusSava
zdravlje i dovodi do velikih troskova zdravstvenog sistema (Feigin i sar., 2019). U svetu viSe
od 50 miliona ljudi godisnje doZivi neki oblik TBI (Maas i sar., 2017). Tokom Zivota postoje tri
rizicna perioda javljanja TBI. NajceSc¢e se dogadaju kod starijih od 65 godina, zatim kod dece
do 4. godine starosti i na kraju kod adolescenata i mladih odraslih (izmedu 15. i 24. godine
starosti) (Galgano i sar., 2017). U opstoj populaciji postoje razlike u ucestalosti TBI u
zavisnosti od pola, pa se TBI ces¢e javlja kod muskaraca u odnosu na Zene (Capizzi i sar.,
2020). Uprkos merama prevencije, standardizovane stope incidencije u odnosu na uzrast su
jo$ uvek u porastu. Vodeci uzroci TBI su saobracdajne nesrece, padovi i nasilje (Feigin i sar.,
2019).

Klinicki, TBI se moZe Kklasifikovati na osnovu rezultata Glazgovske skale kome (engl.
Glasgow Coma Scale) u tri kategorije: 1. laku (skor od 13 do <15), 2. umereno tesku (od 9 do
<12) i 3. vrlo tesku (<8) (Bodanapally i sar., 2015). Smrtnost prilikom teske TBI je >30%, a
kod ¢ak 60% pacijenata ostavlja posledice koje narusavaju njihov kvalitet Zivota (Maas i sar.,
2017). Obzirom da je simptomatologija TBI raznovrsna i da simptomi variraju od blazih do
fatalnih, pacijenti izmedu ostalog mogu imati i posttraumatsku amneziju (Parker i sar., 2022).
Kako je pokazano da oStecenje hipokampusa sprecava formiranje novih se¢anja (Terranova i
sar., 2019), pretpostavlja se da povrede korteksa indirektno uticu na morfologiju i broj
neurona u zubatoj vijugi - dentatnom girusu, DG (lat. gyrus dentatus), koji je sastavni deo
hipokampusa.



Uvod

1.1.2. Patofiziologija traumatskog oStecenja mozga

Ostec¢enje neurona prouzrokovano povredom mozga moZe nastati kao posledica
primarnog ili sekundarnog ostecenja (Ng i Lee, 2019). Dok je primarno oStecenje mehanickog
porekla i nastaje akutno, u trenutku traume, sekundarno oStecenje predstavlja posledicu
primarnog i javlja se kasnije u odnosu na vreme dejstva inicijalnog udara (Slika 1.1) (Pekovic i

sar., 2006).
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Slika 1.1. Shematski prikaz patofiziologije traumatskog oSteenja mozga. Povreda
mozga nastaje kao posledica dejstva spoljasnje mehanicke sile koja dovodi do privremenog ili
permanentnog ostecenja psiholoskih i kognitivnih funkcija zajedno sa poremeclajima stanja
svesti. Molekularni dogadaji, koji se deSavaju tokom primarnog ostec¢enja cesto progrediraju u
odlozZeno i prolongirano sekundarno ostecenje koje moZe da traje godinama. Skracenice:
intrakranijalni pritisak (IKP); krvno-moZdana barijera (KMB); reaktivne kiseonicne vrste (ROS);
kalcijum (Ca?*). Preuzeto i modifikovano prema Thapa i sar., 2021.
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1.1.2.1. Primarno oSte¢enje mozga

Primarno oStecenje mozga karakteriSu slede¢i patofizioloSki dogadaji: povecanje
intrakranijalnog pritiska, smanjen protok krvi, krvarenje, oStecenje krvno-mozdane barijere
(KMB), nastanak edema, cCelijska smrt i neurovaskularna osSte¢enja (Bodanapally i sar., 2015;
Thapa i sar., 2021). U sklopu primarnog oStecenja mogu se javiti fokalne i/ili difuzne lezije
(difuzna aksonalna lezija) (Bodanapally i sar., 2015; Ng i Lee, 2019). Oba tipa primarnog
oSteCenja mozga mogu biti prisutna kod istog pacijenta (Capizzi i sar., 2020).

Fokalna lezija mozga je ireverzibilna i nastaje kao posledica permanentnog gubitka
neurona na mestu mehanickog oStecenja (engl. coup fenomen) (Andriessen i sar., 2010).
Nekroti¢no polje (jezgro povrede; engl. core), koje se stvara prilikom primarnog oStecenja,
sadrZi neurone koji su podlegli degeneraciji, ¢elije glije i oStecene krvne sudove (Ng i Lee,
2019). Takode, do primarnog oStecenja moZe da dode i u tkivu mozga nasuprot mestu
inicijalnog udara (engl. contre-coup). Contre-coup nastaje kao posledica pomeranja mozga
unutar lobanje i kontakta moZdanog parenhima sa kostima lobanje (Capizzi i sar., 2020).

Difuzna lezija mozga obuhvata ¢ak 70% povreda mozga. Za razliku od fokalnih
povreda, glavni mehanizam difuzne povrede mozga su beskontaktne sile brzog usporavanja i
ubrzanja, koje uzrokuju pomeranje i istezanje u moZdanom tkivu. Snazne sile inercije oStecuju
aksone, oligodendrocite i male krvne sudove (Si i Lee, 2019; Velho i sar., 2020) i dovode do
edema mozga i ishemijskog oSte¢enja mozga prvenstveno u dubokoj beloj masi i
subkortikalnom tkivu (Sii Lee, 2019).

1.1.2.2. Sekundarno oStecenje mozga

Neuroni koji se nalaze oko mesta lezije (,penumbra area”), a koji nisu direktno
zahvadeni primarnim, mehanickim ostecenjem su ugroZeni zbog kaskade dogadaja koja
nastaje pri sekundarnom oste¢enju mozga (Bodanapally i sar., 2015). Ova kaskada obuhvata
ekscitotoksi¢nost, oksidativni stres, lipidnu peroksidaciju, oStecenje mitohondrija,
neuroinflamaciju, oSte¢enja aksona i Celijsku smrt (Ladak i sar., 2019; Ng i Lee, 2019). Svi
procesi koji ¢ine kaskadu dogadaja su medusobno isprepletani (Rakhit i sar., 2021).

Naru$avanje integriteta KMB, koje se deSava pri primarnom oStecenju mozga, dovodi
do oStecenja do tada neoStecenog mozdanog parenhima nastankom citotoksi¢nog ili
vazogenog edema, inflamacije i posledi¢ne degeneracije neurona (Price i sar., 2016). Sve ovo
uzrokuje dodatno oste¢enje KMB, koje predstavlja jedan od najvaZznijih faktora rizika za visoki
morbiditet i mortalitet nakon TBI (Cash i Theus, 2020).

Sekundarne povrede napreduju vremenom i mogu trajati mesecima i godinama nakon
inicijalnog oStecenja, dovode do degeneracije primarno neoSte¢enih neurona i remete
normalnu funkciju mozga (Pekovic i sar., 2006). Ovakve karakteristike sekundarnog oSte¢enja
mozga dovele su do toga da se sekundarno oStecenje posmatra kao hroni¢na nezarazna bolest
(Kaur i Sharma, 2018). Imaju¢i u vidu kompleksnost sekundarnog ostec¢enja (Slika 1.2) i
posledice do kojih dovodi, upravo su molekularni mehanizmi koji ¢ine sekundarno ostecenje,
meta terapijskih procedura koje se koriste za lecenje TBI.
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Slika 1.2. Shematski prikaz molekularnih mehanizama traumatskog ostecenja mozga.
Oste¢ena KMB postaje propustljiva za leukocite. Aktivirani leukociti, mikroglija i astrociti
sintetisSu inflamatorne citokine, hemokine i reaktivne kiseoni¢ne vrste, koji doprinose
demijelinizaciji i dovode do oStecenja citoskeleta aksona. Zatim, dolazi do bubrenja aksona i
akumulacije transportnih proteina u aksonskim zavrsecima. Ovakvo progresivno oStecenje
aksona dovodi do degeneracije neurona. Visoke koncentracije glutamata i aspartata u
sinapti¢koj pukotini aktiviraju NMDA i AMPA receptore na postsinaptickoj membrani i
posledicno povecavaju influks Ca?*. Takode, dolazi i do oslobadanja Ca?* iz endoplazminog
retikuluma. Poveéana unutarcelijska koncentracija Ca?* dovodi do aktivacije kalpaina, koji
ucestvuje u dezorganizaciji aksonskog citoskeleta. Disfunkcija mitohondrija dovodi do
oslobadanja ROS, AIF i citohrom C, $to na kraju uzrokuje Celijsku smrt. Postoje dva tipa Celijske
smrti: zavisna i nezavisna od kaspaze. Skracenice: krvno-moZdana barijera (KMB); reaktivne
kiseonic¢ne vrste (ROS); a-amini-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionat (AMPA); N-metil-d-
aspartat (NMDA); a-amini-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionat receptor (AMPAR); N-metil-
d-aspartat receptor (NMDAR); faktor koji indukuje apoptozu (AIF); endoplazmin retikulum
(ER). Preuzeto i modifikovano prema Ng i Lee, 2019.
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Patofiziologija sekundarnog ostec¢enja mozga

Ekscitotoksi¢nost

Tokom 24h od povrede, dolazi i do oslobadanja ekscitatornih aminokiselina, narocito
glutamata, iz presinaptickih zavrSetaka (Ng i Lee, 2019). Visoka koncentracija glutamata se
odrzava i do nekoliko nedelja nakon povrede mozga (Jamjoom i sar., 2021). Sa druge strane,
pokazano je da astrociti smanjuju ekspresiju receptora za preuzimanje glutamata (Karve i
sar., 2016). Do ekscitotoksi¢nosti dolazi kada se oslobodeni glutamat veZe za metabotropne i
jonotropne receptore na postsinaptickom zavrsetku. Aktivacija jonotropnih NMDA (N-metil-
d-aspartat) i AMPA (a-amini-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionat) receptora, cija je
ekspresija povecana nakon povrede mozga, dovodi do otvaranja jonskih kanala i influksa jona
kalcijuma (Ca?*) (Thapa i sar., 2021). Aktivacija metabotropnih receptora dovodi do
oslobadanja Ca?* iz njegovih unutarcelijskih depoa u citosol (Ng i Lee, 2019). Kao zajednicki
rezultat aktivacije obe vrste receptora povecava se unutarcelijska koncentracija Ca2+ (Slika
1.2).

Takode, nakon TBI dolazi do nesklada izmedu potreba mozga za kiseonikom (03) i
mogucnosti snabdevanja. Smanjen protok krvi i edem endotela dovode do hipoksije koja se
najcesce desava u toku prvih 24h od trenutka povrede. Zatim, dolazi do prelaska metabolizma
mozga sa aerobnog na anaerobni, tokom koga se stvara nedovoljna koli¢ina adenozin
trifosfata (ATP). Sve ovo dovodi do disfunkcije Na*/K*-ATPaze i kulminira influksom Ca2*
(Velho i sar., 2020).

Ca2* ucestvuje u razlicitim unutarcelijskim signalnim putevima, koji imaju za cilj da
aktiviraju katabolicke enzime: fosfolipaze, proteaze i nukleaze. Na kraju, dolazi do oStecenja
¢elijske i mitohondrijalne membrane i fragmentacije dezoksiribonukleinske kiseline (DNK),
Sto posledi¢no uvodi ¢eliju u apoptozu ili nekrozu (Weber, 2012).

Reaktivne kiseonicne vrste

Povecanje unutarcelijske koncentracije Ca2* dovodi do produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) i azot-monoksida (NO), $to dovodi do
nastanka oksidativnog stresa (Ismail i sar., 2020). Pored toga, sinteza NO nakon TBI je
povecana kako zbog smanjenog protoka krvi u mozgu, tako i zbog povecane aktivnosti NO
sintaze (Villalba, 2014; Thapa i sar., 2021). ROS uzrokuju lipidnu peroksidaciju, disfunkciju
proteina i oStecuju DNK (Mittler, 2017). Najznacajniji ROS koji se formira nakon povrede
mozga je superoksidni anjon (Ng i Lee, 2019). Interakcija izmedu NO i superoksidnog anjona
dovodi do formiranja 4-hidroksinonenala (Ng i Lee, 2019), koji dodatno utice na signalne
puteve ukljutene u procese autofagije, proliferacije i Celijske smrti (Csala i sar., 2015).
Konstantno oslobadanje ROS i odvijanje lipidne peroksidacije ima negativne efekte na protok
krvi u mozgu i na plasti¢nost mozga (Thapai sar., 2021).

Disfunkcija mitohondrija

Povreda mozga posledi¢no dovodi do disfunkcije mitohondrija, koja se karakterise
depolarizacijom mitohondrijalne membrane, smanjenom sintezom ATP i povecanim
oslobadanjem ROS (Hiebert i sar., 2015; Thapa i sar., 2021). Disfunkcija mitohondrija, koja se
ogleda u nemogu¢nosti kontrolisanja koncentracije Ca?* i regulisanja metabolic¢kih funkcija,
nastaje kao posledica povecane permeabilnosti oStecene mitohondrijalne membrane (Ladak,
2019; Thapa i sar., 2021). OSteena mitohondrijalna membrana zatim dovodi do
kompromitovanja respiratornog lanca i procesa oksidativne fosforilacije (Thapa i sar., 2021).
Oksidativna fosforilacija je oteZzana kako zbog poveanog stvaranja ROS, tako i zbog
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produZene aktivnosti Ca?*-zavisnih mPTP (engl. mitochondrial permeability transition pore)
(Ladak, 2019). Takode, mitohondrije imaju znacajnu ulogu i u apoptozi nakon TBI. Naime,
nakon povrede dolazi do bubrenja mitohondrija, Sto dovodi do oslobadanja proteina u citosol
i njihovog vezivanja za proteine inhibitore apoptoze (Hiebert i sar., 2015). Pored toga, dolazi i
do formiranja apoptozoma u ciji sastav ulaze citohroma C, prokaspaza-9 i faktor aktivacije
apoptotske proteaze (Apaf-1) (Akamatsu i Hanafy, 2020).

Ostecenje aksona

Prilikom TBI dolazi do naruSavanja integriteta aksona primarnom aksotomijom ili
delimi¢nim oStecenjem aksona, koje kasnije dovodi do progresivne disfunkcije i degeneracije
aksona (Jamjoon i sar., 2021). Prilikom oStec¢enja aksona mogu da se jave dva tipa promena.
Prvi tip predstavlja progresivno oticanje aksona $to dovodi do oStecenja sinapse i posledi¢nog
gubitka funkcije neurona. Drugi tip promena su aksonalni varikoziteti koji nastaju zbog
oStecenja mikrotubula (Fratiisar., 2017; Bruggeman i sar., 2021).

Neuroinflamacija

Povreda mozga dovodi do aktivacije humoralnog i Ccelijskog imunog odgovora
(Morganti-Kossmann i sar., 2019). Ranije se smatralo da se inflamatorna reakcija nakon
povrede odvija zahvaljuju¢i medijatorima sa periferije, koji prolaze kroz oste¢enu KMB
(Simon i sar., 2017). Sada je poznato da inflamatorni odgovor nakon povrede predstavlja
interakciju izmedu centralnih i perifernih ¢elijskih komponenti, kao i da zavisi od genetike,
pola i starosti osobe, mehanizma i teZine povrede i primenjenih terapijskih procedura (Simon
i sar, 2017; Zheng i sar., 2022). Inflamacija nakon povrede moZe biti korisna, zbog uklanjanja
debrisa i podsticanja regeneracije, i/ili Stetna, dovode¢i do smrti neurona i progresivne
neurodegeneracije (Simon i sar., 2017). Neuroinflamacija moZe biti akutna, subakutna i
hroni¢na (Simon i sar., 2017; Morganti-Kossmann i sar., 2019). Kod teskih povreda mozga
prolongirana neuroinflamacija lo$ je prognosticki faktor i moZe biti uzrok nastanka
Alchajmerove bolesti, hroni¢ne traumatske encefalopatije ili Parkinsonove bolesti zbog
akumulacije [B-amiloida, tau proteina i a-sinukleina (Morganti-Kossmann i sar., 2019).
OdrZavanju hroni¢ne neuroinflamacije najviSe doprinosi ostecenje KMB. Pokazano je na
eksperimentalnim modelima da akutni tretmani koji uzrokuju normalizovanje KMB dovode
do boljih ishoda nakon povrede mozga (van Vileti sar., 2020).

Nekoliko minuta nakon povrede mikroglija i ¢elije imunog sistema generiSu signale
koji iniciraju inflamatornu kaskadu (Postolache i sar., 2020). Kako je patogen odsutan, imuni
odgovor na povredu se smatra sterilnim i nastaje u prisustvu mnogih molekularnih obrazaca
oStecenja (engl. damage-associated molecular pattern molecules, DAMPs) (Zheng i sar., 2022).
Nekoliko minuta nakon povrede dolazi do oslobadanja DAMPs, koji uticu na sekreciju
hemokina i citokina od strane rezidentnih celija. Naime, ovi molekuli privlace leukocite, koji
infiltriraju mesto lezije zahvaljuju¢i povecanoj ekspresiji adhezionih molekula na endotelu
krvnih sudova mozga (Wei i sar., 2015, Sulhan i sar., 2020). Leukociti dovode do dodatnog
oStecenja KMB sintezom ROS, aktivacijom proteolitickih enzima, sekrecijom citokina i
hemokina (Sulhan i sar., 2020).

Neutrofili se prvi pojavljuju na mestu lezije i to tokom 24h od povrede, Sto potvrduju i
klinicke studije koje su pokazale da nakon povrede dolazi do povecanja apsolutnog broja
neutrofila (Morganti-Kossmann i sar., 2019). Povreda dovodi i do rane aktivacije rezidualne
mikroglije, koja zajedno sa infiltriranim monocitima, dominira od treceg do petog dana nakon
povrede. U ovom vremenskom periodu oni ispoljavaju svoju odbrambenu i reparativnu
funkciju. Na kraju mesto lezije infiltriraju T i B limfociti (Postolache i sar., 2020). Nakon
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povrede dolazi do povecane sinteze kako proinflamatornih (TNFa, IL-1B, IL-6), tako i
antiinflamatornih citokina (IL-10) (Sulhan i sar., 2020).

1.2. Eksperimentalni modeli traumatskog oStecenja mozga

S obzirom na heterogenu klinicku prirodu TBI, razvijeni su brojni Zivotinjski modeli
povrede mozga. Oni se koriste za rasvetljavanje molekularnih mehanizama, koji se deSavaju
tokom same povrede, ali i da se utvrde potencijalne mete razliitih terapijskih procedura
(Xiong i sar., 2013; Xiaotang i sar., 2018). lako su mozgovi nekih Zivotinja po anatomiji i
fiziologiji bliZi ljudima, zbog etickih i finansijskih razloga, u istraZivanjima TBI uglavnom se
koriste eksperimentalni modeli na glodarima (Bryda, 2013). Ovi modeli dele se na fokalne,
difuzne i bezkontakne (Najeem i sar., 2018). NajCeSCe se, za ispitivanje promena izazvanih
TBI, koriste perkusiona povreda tecnoscu (engl. fluid percussion injury, FPI) (Mai sar., 2019) i
model kontrolisanog kortikalnog udarca (engl. cortical impact injury, CCI) (Zhao i sar., 2023),
koji uglavnom imitiraju fokalnu, rede difuznu povredu mozga. U FPI modelu povreda se
nanosi primenom pulsa pritiska te¢nosti na netaknutu duru kroz kraniotomiju. Upravo
poloZaj kraniotomije odreduje da li se modeluje fokalna povreda korteksa ili se kombinuju
fokalne kortikalne i difuzne subkortikalne povrede.

Specificni model traumatskog oSteCenja mozga, ablacija senzomotornog Kkorteksa
(ASK), koris¢en u ovoj doktorskoj disertaciji je detaljno okarakterisan u velikom broju studija,
koje su fokusirane na funkcionalni oporavak nakon povrede (Goldstein, 2003; Brkic¢ i sar.,
2012; Lavrnja i sar., 2014). ASK je model fokalnog, traumatskog oSte¢enja mozga koji
dozvoljava istrazivacu izvodenje eksperimentalnih lezija, ujednacenih po velicini i dubini, u
senzomotornom korteksu (Szele i sar., 1995). Senzomotorni korteks, koji inerviSe oblast
zadnjih ekstremiteta, lokalizovan je u medijalnom delu parijetalnog reznja (Goldstein i sar.,
2003). Ova vrsta povrede imitira klinicko stanje uklanjanja dela moZdanog tkiva, do koga
dolazi ili prilikom hirur§skog odstranjivanja tumora mozga ili pri TBI (de Freitas i sar., 2012).
Kako je lezija koja nastaje nakon ASK, posledica stvarnog uklanjanja tkiva, patoloski procesi
kao $to su inflamatorni odgovor i reaktivna glioza su ogranic¢eni (Pearlson i Robinson, 1981;
Szele i sar., 1995), a sekundarni procesi, koji su inace naglaSeni u drugim tipovima povreda,
kao $to su ishemija (Pulsinelli i sar., 1982; Saunders i sar., 1995), potres mozga (Povlishock i
sar., 1992) i povrede izazvane strujom (Szele i sar., 1995) su minimalizovani (Goldstein i sar.,
2003). Prednosti ovakvog tipa povrede su sposobnost kontrolisanja veli¢ine lezije i inicijalnog
motornog deficita (Goldstein i sar., 2003).

1.3. Reparativni procesi i povreda mozga

Danas je poznato da reparativni procesi nisu karakteristika samo perifernog nervnog
sistema, vec¢ se javljaju i u centralnom nervnom sistemu (CNS) (Ngwenya i Danzer, 2019).
Generalno proces oporavka tkiva se sastoji od medusobno isprepletanih procesa inflamacije,
proliferacije i remodelovanja (Kumar i sar., 2016). Sa druge strane, neuronalna plasti¢nost
predstavlja strukturne i funkcionalne promene mozga, koje su nastale kao odgovor na
mnogobrojne unutrasnje i spoljasSnje stimuse (Puderbaugh i Emmady, 2023). Kako se pored
neurona u CNS nalaze i Celije glije (astrocititi, mikroglija, oligodendrociti) povreda mozga
oteZava fizioloSko funkcionisanje i jednih i drugih ¢elija (Mira i sar., 2021).
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1.3.1. Mikroglija

Mikroglija, Celije mijeloidnog porekla, su najzastupljenije Celije imunog sistema u
mozgu i imaju ulogu kako u razvoju mozga, tako i u odrZavanju homeostaze (Willis i sar.,
2020). Pored toga, ove cCelije predstavljaju specijalne fagocite CNS sa vaznim funkcijama u
bolestima mozga (Guttenplan i Liddelow, 2019; Willis i sar., 2020). Mikroglija prva reaguje na
povredu mozga, pri ¢emu na mestu lezije dolazi do nakupljanja i proliferacije ovih celija
(Kumar i sar., 2016). Aktivirana mikroglija povecava ekspresiju citokina i na taj nacin
uzrokuje aktivaciju astrocita (Escartin i sar., 2019).

Jo§ uvek su aktivne debate o postojanju polarizacije mikroglije, odnosno da li
mikroglija podleze M1/M2 Klasifikaciji makrofaga (Slika 1.3) (Morganti-Kossmann i sar.,,
2019). Ranije se smatralo da aktivirana mikroglija ima dva fenotipa, koja se razlikuju po
nacinu aktivacije i funkcionalnim karakteristikama: proinflamatorni (M1) ili antiinflamatorni
(M2) (Morganti i sar., 2016). M1 fenotip nastaje klasicnom aktivacijom pod dejstvom
interferona y (INF-y) i/ili lipopolisaharida (LPS) (Colonna i Butovsky, 2017). M2 fenotip ima 3
podtipa. M2a fenotip nastaje alternativnom aktivacijom pod uticajem interleukina IL-4 i [L-13.
M2b nastaje alternativnom aktivacijom i predstavlja prelazni tip, koji nastaje pod dejstvom
imunih kompleksa i povezan je sa memorijskim imunim odgovorom. Kao odgovor na
delovanje IL-10, mikroglija ispoljava deaktivirani M2c fenotip (Simon i sar., 2017; Fernandez-
Arjona i sar., 2019). Trenutno se sve viSe veruje u postojanje meSovitog fenotipa mikroglije,
koji u isto vreme ispoljava proinflamatorne i antiinflamatorne karakteristike (Morganti-
Kossmann i sar., 2019).

< M2
-
Proinflamatorni citokini i slobodni radikali Antiinflamatorni citokini i troficki faktori
Smanjena fagocitna aktivnost Povecana fagocitna aktivnost
Neurodegeneracija Neurogeneza
Inhibicija regeneracije Sinapticka plasticnost
IL-1B, TNFa, IL-6 IL-10, Arg-1

Slika 1.3. Shematski prikaz fenotipske plasticnosti mikroglije/makrofaga. M1 tip
sintetiSe proinflamatorne citokine i slobodne radikale, koji potenciraju hronicnu
neuroinflamaciju, oksidativni stres i neurodegeneraciju, a u isto vreme ne inhibiraju
regeneraciju. M2 fenotip, koji karakterise ekspresija arginaze-1 i interleukina-10, sintetise
antiinflamatorne citokine i troficke faktore, koji smanjuju inflamaciju. Takode, imaju povecanu
fagocitnu aktivnost i poboljsavaju reparaciju stimuliSu¢i neurogenezu, regeneraciju aksona,
sinapticku plasticnost i angiogenezu. Skracenice: interleukin (IL); faktor nekroze tumora (engl.
tumor necrosis factor, TNF); arginaza (Arg). Preuzeto i modifikovano prema Simon i sar., 2017.
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Pretklinicke studije su pokazale da fenotipska polarizacija mikroglije varira vrcemenom
i da pokazuje izvesne razlike u razlic¢itim eksperimentalnim modelima povrede. Pokazano je
da nakon povrede mozga u akutnoj fazi mikroglija ima karakteristike meSovitog fenotipa, dok
u hronic¢noj fazi dominira M1 tip (Morganti-Kossmann i sar., 2019).

1.3.2. Astrociti i povreda mozga

Astrociti, kao najzastupljeniji predstavnici Celija glije, u fizioloskim uslovima pruZaju
potporu neuronima (Sofroniew, 2015). Ucestvuju¢i u odrzavanju homeostaze imaju
sposobnost brze modifikacije u zavisnosti od potreba celija koje okruzuju (Yang i Wang,
2015). Pored toga, astrociti ucCestvuju u kontroli protoka krvi u mozgu, preuzimaju visak
glutamata (Yang i Wang, 2015), obezbeduju izvore energije i faktore rasta, ucestvuju u
formiranju tripartitne sinapse (Zhou i sar., 2020, Mira i sar., 2021). Morfoloski, astrociti mogu
biti fibrozni ili protoplazmati¢ni (BoZi¢ i sar., 2021). Fibrozni astrociti se nalaze u beloj masi i
imaju tanke, dugacke i slabo razgranate nastavke, dok su protoplazmatic¢ni astrociti prisutni u
sivoj masi i imaju brojne, kratke, razgranate nastavke (Acaz-Fonsecai sar., 2016).

Reaktivna astroglioza je odbrambena reakcija astrocita na prisustvo nekog patoloskog
stimulusa i karakteriSe se aktivacijom astrocita u vidu hipertrofije i proliferacije (Slika 1.4)
(Zamanian i sar., 2012; Mira i sar., 2021). Mikroglija i imunoloske celije koje prolaze kroz KMB
dodatno reaktiviraju astrocite (Liddlow i sar., 2017), koji prolaze kroz morfoloske
(hipertrofija tela i glavnih nastavaka, polarizacija astrocita ka mestu povrede) i funkcionalne
promene (Escartin i sar., 2019). U cilju vizualizacije reaktivnih astrocita ispituje se promena
njihove morfologije i pojacana ekspresija glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl. glial
fibrillary acidic protein, GFAP) (Liddelow i Barres, 2017). Ovaj citoskeletni protein je prisutan
i u cerebrospinalnoj tecnosti pacijenata koji su imali povredu mozga (Escartin i sar., 2019) i
koristi se kao biomarker za brojna neuroloska stanja, posebno tokom traumatskih ostecenja
mozga/ki¢cmene moZzdine i moZdanog udara. Aktivacija astrocita, pri ¢emu nastaju A1l i A2
reaktivni astrociti, moze da bude Kklasi¢na ili alternativna. A1l reaktivni astrociti podsticu
neuroinflamaciju, a A2 imaju protektivnu ulogu (Suk, 2016). Ova Cinjenica je vazna zbog
pronalaska terapijske procedure, koja ¢e dovesti do podsticanja antiinflamatornih, a
neutralisanja proinflamatornih karakteristika astrocita u saniranju povrede (Zhou, 2020).
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Slika 1.4. Odgovor astrocita na povredu. Nakon traumatskog oSte¢enja mozga dolazi do
aktivacije astrocita. Naime, dolazi do hipertrofije i proliferacije astrocita, pri cemu se formira
glijalni oZiljak, fizicka barijera izmedu povrede i zdravog tkiva. Astrocite karakterisu sledece
promene: poveéan influks Ca?*, smanjena ekspresija transportera za glutamat i njegovo
smanjeno preuzimanje, pove¢ano oslobadanje proinflamatornih citokina, povecana ekspresija
akvaporina i koneksina-43. Ove promene dovode do nastanka ostecenja krvno-moZdane barijere
i posledicnog razvoja edema. Skracenice: akvaporin 4 (AQP4); koneksin-43 (Cx43); kalcijum
(Ca?*). Preuzeto i modifikovano prema Mira i sar., 2021.

MorfoloSke promene astrocita zavise od tipa i tezine povrede, kao i od mesta lezije (Li i
sar., 2021). Takode, reakcija astrocita na povredu zavisi i od njihove udaljenosti od mesta
povrede. Naime, sa udaljavanjem astrocita smanjuje se uticaj spoljasnjeg stimulusa, a samim
tim i reakcija astrocita. Svi astrociti koji se nalaze u blizini lezije hipertrofisu, ali samo
polovina usmerava svoje nastavke ka mestu lezije (Escartin i sar., 2019). Blaga do umerena
povreda indukuje hipertrofiju tela i nastavaka astrocita, kao i povecanu ekspresiju GFAP.
Teska reaktivna astroglioza se karakteriSe jo$ izrazZenijom hipertrofijom, ve¢com ekspresijom
GFAP i proliferacijom i migracijom astrocita ka mestu lezije (Li i sar., 2021). Hipertrofija
astrocita se predominantno javlja kao posledica njihovog oticanja/bubrenja. Dok poveéana
ekspresija akvaporina 4 (AQP4) i njihovo Sirenje Celijskom membranom pogorsava citogeni
edem, u vazogenom edemu ima korisnu ulogu, ali joS uvek nepoznatog mehanizma (Hsu i sar.,
2015). Nakon povrede mozga, primeceno je da se astrociti izduZuju i formiraju permanentni i
kompaktni glijalni oziljak (Escartin i sar., 2019). Prolazak proteina plazme, fibrinogena i
imunoglobulina G (IgG), kroz oSte¢enu KMB indukuje inflamaciju i formiranje ozZiljka
(Muradashvili i Lominadze, 2013). Glijalni oziljak moZe da stimuliSe regeneraciju aksona
oslobadajuci faktore rasta, ali i da inhibira regeneraciju oslobadajuci inhibitore rasta aksona,
koji su nepovoljni za neurogenezu i regeneraciju tkiva nakon povrede mozga (Chen, 2019).
Astrociti koji formiraju glijalni oziljak ispoljavaju veci stepen proliferacije od hipertrofiranih
astrocita koji su udaljeni od mesta lezije (Escartin i sar., 2019).
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1.4. Adultna neurogeneza

Naucnici su se dugo pridrZzavali teorije da u adultnom mozgu ne dolazi do nastajanja
novih neurona. Naime, verovalo se da samo tokom prenatalnog i ranog postnatalnog razvoja
neuralne stem Ccelije (engl. neural stem cell, NSC) proliferiSu i generiSu zrele neurone (Yoo i
Blackshaw, 2018). Sada se zna da adultna neurogeneza predstavlja proces formiranja novih
neurona tokom odraslog Zivotnog doba (Moreno-Jimenez i sar., 2021). Iako se o procesu
adultne neurogeneze sisara raspravlja viSe decenija, sam termin je tek nedavno prihvacen
(Ghosh, 2019).

Adultna neurogeneza se odvija u privilegovanim, neurogenim regionima mozga, koji
zahvaljujudi specificnim karakteristikama vancelijskog matriksa obezbeduju okruZenje koje je
neophodno za proliferaciju i diferencijaciju NSC (Tuci¢ i sar., 2021). U zavisnosti od uslova
sredine u kojoj se nalaze NSC mogu biti aktivne ili u stanju mirovanja (Ibrayeva i sar., 2021).
Zahvaljuju¢i tome Sto se neaktivne NSC nalaze u GO ili G2 fazi Celijskog ciklusa, one mogu da se
aktiviraju i da udu u sledecu fazu celijskog ciklusa (Otsuki i Brand, 2018). Ta¢ni uslovi pod
kojima se neometano odvija adultna neurogeneza u privilegovanim regionima mozga su jos$
uvek nedovoljno ispitani. Shodno tome, mnogi fizioloski i patoloski faktori (Slika 1.5) mogu da
stimuliSu ili inhibiraju proces adultne neurogeneze (Amanollahi i sar., 2023).

FAKTORI KOJI UTICU NA ADULTNU NEUROGENEZU

Faktori koje proizvodi mikroglija Nutritivni faktori
BDNF Kalorijska restrikcija
IGF-1 P Folati
[\ [ VAN Vitamin E T
IL-6 1 Polifenoli
TNFa | 1 Ekstrakti borovnice
I-18 &1 ‘

Hormoni
: Estradiol
Faktori koje proizvode astrociti 5 . Testosteron

BDNF 1 o f Tiroidni hormoni 4
Laktati T / : Kortizol {,
ATP D y Kortikosterond,
D-Serin T
Patoloski stimulusi
Neuroinflamacija J, T
Faktori spoljasnje sredine B0 Ishemija T

Aerobna fizicka aktivnost T
Povecan stepen stresa
Izlaganje intenzivnim mirisima T

Epilepticki napadi T
Povreda mozga
A

Slika 1.5. Faktori koji uticu na adultnu neurogenezu. lako su uslovi pod kojima se odvija
adultna neurogeneza jos uvek nedovoljno ispitani, pokazano je da na ovaj proces uticu razliciti
faktori. Dele se na faktore koje proizvodi mikroglija, faktore koje proizvode astrociti, faktore
spoljasnje sredine, nutritivhe faktore, hormone i patoloske stimuluse. Na mikrografiji se
uocavaju nezreli neuroni obeleZeni dablkortinom (DCX, marker nezrelih neurona) i DAPI
(marker za vizualizaciju jedra). T - stimuliSe adultnu neurogenezu, | - inhibira adultnu
neurogenezu, Tl - efekat na neurogenezu zavisi od doze, .I - kontradiktorni rezultati. Skracenice:
neurotrofni faktor sintetisan u mozgu (BDNF); insulinu slican faktor rasta-1 (IGF-1); interferon-
Y (IFN-y); faktor nekroze tumora a (TNF-a); interleukin 6(IL-6); interleukin 1b (IL-1b); adenozin
trifosfat (ATP); Alchajmerova bolest (AB).
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NSC se nalaze u dva glavna, neurogena regiona mozga: u subgranularnoj zoni (SGZ) DG
hipokampusa i u subventrikularnoj zoni (SVZ) lateralnih komora (Nogueira i sar., 2022). NSC
u SGZ produkuju ekscitatorne granularne celije DG, koje se integriSu u vel postojece
neuronske krugove granularnog sloja (Ribeiro i sar., 2021). NSC u SVZ stvaraju nove
neuroblaste, koji migriraju ka mirisnoj kvrzici - olfaktornom bulbusu, OB (lat. bulbus
olfactorius) i diferenciraju se u interneurone (Lim i Alvarez-Buylla, 2016). Pored SGZ i SVZ,
adultna neurogeneza je pokazana i u jo$S nekim delovima mozga, kao Sto su amigdala,
neokorteks, strijatum i hipotalamus (Jorgensen, 2018; Yoo i Blackshaw, 2018). Adultna
neurogeneza u ovim regionima je niskog stepena ili nastaje kao posledica fizioloSkog
odgovora na razliCite uzroke (Qin i sar., 2015).

1.4.1. Adultna neurogeneza u subgranularnoj zoni dentatnog girusa

Hipokampus je smeSten u medijalnom delu temporalnog lobusa i predstavlja deo
limbickog sistema (Knierim, 2015; Fares i sar., 2019). Dorzalni hipokampus kontrolise
kognitivne funkcije, a ventralni hipokampus reguliSe emocije, kao S$to su raspoloZenje,
anksioznost, ponaSanje zasnovano na stresu i strahu (Strange i sar., 2014). Pored toga,
hipokampus igra sustinsku ulogu u procesu obrade informacija, u€enja i formiranja epizodne i
prostorne memorije (Terranova i sar., 2019).

Hipokampus sadrzi DG i hipokampus proper (CA1l, CA2 i CA3 region) (Slika 1.6)
(Christian i sar., 2020). DG ima laminarnu gradu i sastoji se od molekularnog sloja,
granularnog sloja (GS) i hilusa (Tuncdemir i sar., 2019). U sastav GS ulaze Spic,
suprapiramidalna (unutrasnja) i infrapiramidalna (spoljasnja) ivica, ¢ija je podela nastala u
odnosu na njihovu lokaciju u poredenju sa CA3 regionom (Toni i Schinder, 2015). GS je
podeljen na spoljasnju, srednju i unutraSnju tre¢inu i na SGZ u kojoj se nalaze NSC
(Kempermann i sar.,, 2003). Granularne celije predstavljaju gusto zbijene neurone, koji su
najvecoj meri smesteni u GS. Granularni neuroni igraju najznacajniju ulogu u fizioloskim
funkcijama koje se pripisuju hipokampusu (Lopez-Rojas i Kreutz, 2016). Medutim, GS nije
jedino mesto gde se granularne ¢elije mogu pronaci. Naime, granularne cCelije se jo$ nazivaju i
semilunarne ili ektopi¢ne. Ovi nazivi su nastali kao posledica njihove lokalizacije izvan GS,
semilunarne granularne cCelije se nalaze u molekularnom sloju, dok su ektopi¢ne granularne
¢elije pozicionirane u hilusu (Scharfman, 2016).

Tokom neurogeneze, novonastali granularni neuroni prvo formiraju sinapse sa
inhibitornim GABA interneuronima, zatim sa glutaminergickim mahovinastim celijama u
hilusu i sa neuronima u entorinalnom korteksu (Cope i Gould, 2019). Aksoni granularnih
neurona (mahovinasta vlakna) (Slika 1.6) prolaze kroz hilus do CA3 regiona, u kome
formiraju glutaminergicke sinapse sa piramidalnim neuronima. CA3 piramidalni neuroni
prave sinapse sa CA1 piramidalnim ¢elijama, ¢iji aksoni izlaze iz hipokampusa (Kempermann,
2022). Takode, ovi neuroni Salju signale i mahovinastim c¢elijama (ekscitatorni hilarni
neuroni), piramidalnim neuronima u CA2 regionu, inhibitornim interneuronima u CA3
regionu i celom DG (Cope i Gould, 2019).
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Slika 1.6. Shematski prikaz grade hipokampusa. Hipokampus sadrZi DG i hipokampus
proper (CA1, CA2 i CA3 region, sa piramidalnim neuronima, plavo obojene Celije). DG se sastoji
od molekularnog sloja, granularnog sloja (GS) i hilusa. GS Cine ekscitatorne granularne Celije
(zeleno obojene), a sastoji se od Spica, suprapiramidalne (unutrasnje) i infrapiramidalne
(spoljasnje) ivice. Mahovinasta vlakna su aksoni granularnih Celija, koji prolaze kroz hilus do
CA3 i CAZ2 regiona, u kome formiraju glutaminergicke sinapse sa piramidalnim neuronima.
Skraéenice: cornu ammonis 1,2,3 (CA1, CA2, CA3); granularni sloj (GS); dentatni girus (DG).
Preuzeto i modifikovano prema Cope i Gould, 2019.

Najznacajnija karakteristika DG je da se novi neuroni u ovom regionu mozga stvaraju
tokom celog Zivota. Smatra se da adultna hipokampalna neurogeneza znacajno povecava
funkcionalnost hipokampusa time S$to povecava neuralnu plasti¢nost DG (Walgrave i sar.,
2021). U hipokampusu odraslih, NSC se nalaze u SGZ DG, koja se nalazi izmedu GS i hilusa
(Toda i Gage, 2018). Nakon aktivacije, NSC se razvijaju u neuronske progenitore, koji
migriraju radijalno u GS DG, u kome se nakon diferencijacije integriSu u postoje¢u neuronsku
mrezu (Anacker i Hen, 2017).

NSC imaju sposobnost samoobnavljanja (Cope i Gould, 2019) i pokazuju karakteristike
multipotentnosti (Toda i Gage, 2018). Ove Celije prolaze kroz razliCite faze tokom procesa
adultne neurogeneze. Proces formiranja potpuno integrisanih, zrelih granularnih neurona od
NSC moZe trajati mesecima (Anacker i Hen, 2017). Tokom ovog perioda, Celije proliferisu,
diferenciraju se, sazrevaju, migriraju, integriSu se u neuronska kola ili umiru putem apoptoze
(Abbott i Nigussie, 2020). U slucaju smrti neurona mikroglija ih fagocituje, ¢cime pokazuje
jednu od mnogobrojnih funkcija koje su neophodne za odrZavanje neurogene niSe (de
Mirandai sar., 2016).

Celije sli¢ne radijalnoj gliji (engl. radial glia-like cells) (tip 1 éelije) u DG se karakteri$u
brzom deobom i od njih nastaju intermedijarne progenitorske celije (tip 2a i tip 2b), koje
mogu da proliferiSu i da se diferenciraju. Tip 2b ¢celije postaju neuroblasti (tip 3 ¢elije), koji
migriraju, diferenciraju se i sazrevaju u granularne neurone (Slika 1.7) (Toda i Gage, 2018;
Copei Gould, 2019).
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Slika 1.7. Shematski prikaz formiranja novih neurona u DG hipokampusa. (A) Tip 1
Celije, Celije slicne radijalnoj gliji, imaju trouglasto telo i apikalni nastavak koji se proteZe do
unutrasnjeg molekularnog sloja. Imaju sposobnost proliferacije. (B) Tip 2a Celije imaju kratke i
debele nastavke, koji su orijentisani u pravcu SGZ. Pripadaju grupi interemedijarnih
progenitora, koji proliferisu. (C) lako tip 2b Celije imaju slican oblik kao tip 2a, one imaju
neuronski fenotip i ne mogu da proliferisu. (D) Tip 3 neuroblasti prolaze kroz proces sazrevanja
u smeru neurona. (E) Zreli neuron. Skracenice: dablkortin (DCX); glijalni fibrilarni kiseli protein
(GFAP); polno determinisuéi region 2 Y (SOX2); engl. neuronal nuclear protein (NeuN),
prokineticin 1 (Prok1), engl. neuronal differentiation 1 (NeuroD1). Preuzeto i modifikovano
prema Abbott i Nigussie, 2019.

Tokom navedenih procesa, NSC menjaju svoj oblik i markere, koje eksprimiraju na
povrsini ¢elijske membrane. Pored granularnih neurona DG i astrociti mogu da generisu NSC
(Toda i Gage, 2018). Identifikacija tipa NSC se odvija na osnovu njihove lokacije, morfologije i
ekspresije razli¢itih markera na njihovoj povrsini (Zhao i van Praag, 2020).

Tip 1 Celije imaju specificnu morfologiju, koju karakteriSe trouglasto telo i apikalni
nastavak. Ovaj nastavak prolazi kroz granularni sloj i stize do unutrasnjeg molekularnog sloja,
gde se grana (Abbott i Nigussie, 2020). Ove Ccelije eksprimiraju GFAP, nestin i SOX2
(Kempermann i sar., 2015). Pored toga, ove Celije eksprimiraju BMPs (engl. bone morphogenic
proteins) koji su neophodni za regulisanje brzine sazrevanja (Goncalves i sar., 2016).

Tip 2 Celije imaju dva podtipa: 2a i 2b. Tip 2a Celije predstavljaju heterogenu populaciju
Celija koja ima karakteristike glije. Imaju kratke, a debele nastavke, koji su orijentisani u
pravcu SGZ (Llorens-Martin i sar., 2016). lako tip 2b Celije imaju slican oblik kao tip 2a, one
imaju neuronski fenotip i ne mogu da proliferiSu (Abbott i Nigussie, 2020). Tipicno, tip 2 Celije
se karakteriSu ekspresijom GABAa receptora (Jin i sar., 2016). Smatra se da je GABA signal
neophodan za diferencijaciju ovih ¢elija u neurone (Dieni i sar., 2013; Snydler, 2019). Tip 2a
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Celije eksprimiraju iste glijalne markere kao tip 1 Celije, osim Sto mogu, ali ne moraju da
eksprimiraju GFAP (Kempermann i sar., 2015). Celije tipa 2b eksprimiraju dablkortin (DCX)
koji je kljucan za diferencijaciju i migraciju neurona (Shanchez-Huerta i sar., 2016) i Prok1
(prokineticin 1) i NeuroD1 (engl. neuronal differentiation 1) vazne za specifiCan razvoj
granularnih ¢elija (Kempermann i sar., 2015; Niklison-Chirou i sar., 2020).

Tip 3 Celije zauzimaju vertikalan poloZaj u odnosu na SGZ. KarakteriSe ih prisustvo
dendrita koji se prostiru do molekularnog sloja, i aksona koji idu do hilusa. Ove Ccelije
eksprimiraju iste markere kao Celije tipa 2b, ali i relin, CREB i neurotrofni faktor sintetisan u
mozgu (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF), koji su specificni za ovu Celijsku
liniju. Sazrevanjem, nezreli granularni neuroni podlezu kompleksnom grananju dendrita i
produZenju duZine aksona (Abbott i Nigussie, 2020). Na pocetku ovi neuroni primaju spore
GABA signale, zatim depolariSuc¢e i troficke GABA signale, a na samom kraju procesa
sazrevanja brze GABA i glutaminergicke signale (Snydler, 2019). Tokom faze sazrevanja
neuroni smanjuju ekspresiju DCX, a poc¢inju da eksprimiraju NeuN, marker zrelih neurona
(Kempermann i sar., 2015).

Sve uloge novonastalih neurona nisu jo§ uvek poznate. Za sada se zna da funkcija ovih
neurona zavisi od vrste, starosti jedinke, tipova zadataka koji treba da se reSe, kao i od
koli¢ine vremena koju je neophodno utroSiti za reSavanje tih zadataka. U poslednje vreme,
adultna neurogeneza se povezuje i sa zaboravljanjem. Smatra se da bi doslo do skladistenja
novih informacija treba da dode dode do brisanja starih uz ocuvanje sposobnosti razlikovanja
novih i starih informacija (Kempperman, 2022).

1.4.2. Neuralne stem celije u subventrikularnoj zoni

SVZ predstavlja najve¢u germinativnhu zonu u adultnom mozgu i nalazi se ispod
ependima lateralne komore u prednjem telencefalonu (Slika 1.8 A) (Schweyer i sar., 2019;
Favarolo i sar., 2022). SVZ ¢ine cCelije koje oblazu boc¢ne zidove lateralnih komora (Fontan-
Lozano i sar., 2020). Kako ne postoji jasna granica izmedu komora i SVZ u poslednje vreme se
insistira na nazivu ventrikularna-subventrikularna zona (V-SVZ) (Lim i Alvarez-Buylla, 2016).
V-SVZ predstavlja neurogeni region mozga u kome dolazi do nastanka neuroblasta koji
migriraju ka OB i od kojih nastaju periglomerularni i glomerularni interneuroni, koji se
integriSu u vec postojece neuronske krugove u OB (Meller i sar., 2023). Novonastali neuroni
su odgovorni za precizno razlikovanje mirisa (Obernier i Alvarez-Buylla, 2019). V-SVZ se
sastoji od NSC, prolazno amplifikujuéih ¢elija, neuroblasta, mikroglije, ependimskih i
endotelnih ¢elija (Shah i sar., 2018). Adultna neurogeneza u V-SVZ u fizioloSkim uslovima
zahteva oCuvan sloj ependimalnih Celija (Lim i Alvarez-Buylla, 2016).

Danas se smatra da su NSC u V-SVZ specijalni astrociti (B1 ¢elije), koji nastaju od
radijalne glije. Ove Celije eksprimiraju markere koji su karakteristi¢ni za astrocite: GFAP i
transporter za glutamat i aspartat (Xie i sar., 2020). NSC u V-SVZ stvaraju nove interneurone,
a u manjoj meri astrocite i prekursore oligodendrocita. B1 celije mogu biti aktivne ili
neaktivne. Ako su u aktivhom stanju, pored astrocitinih markera, eksprimiraju i
intermedijarni filament nestin (Lim i Alvarez-Buylla, 2016). B1 celije su pozicionirane ispod
ependimskih cCelija (Fontan-Lozano i sar., 2020). Na apikalnom kraju ove celije imaju
nepokretnu ciliju, preko koje su u kontaktu sa cerebrospinalnom te¢nos¢u. Na bazalnom delu
B1 celije imaju dugacak nastavak sa zavrSnim stopalom (Slika 1.8. B), koje je u kontaktu su sa
krvnim sudovima mozga (Obernier i sar., 2018). Od B1 celija asimetricnom deobom nastaju
prolazno amplifikujuci progenitori (tip C), koji su lokalizovani u neposrednoj blizini krvnih
sudova. Tipovi C cCelija simetricnom deobom produkuju DCX-pozitivne neuroblaste (tip A).
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Tipovi A Celija su organizovani u vidu agregata zaSticenih GFAP-pozitivnim Ccelijama,
tangencijalno migriraju kroz rostralni migratorni put (RMP) ka OB (Fontan-Lozano i sar.,,
2020). Kada stignu u OB vecina ovih Celija radijalno migrira ka granularnom sloju i diferencira
se u GABA inhibitorne interneurone. U manjem procentu, ove Celije migriraju i ka
periglomerularnom sloju, gde nastaju novi dopaminergicki neuroni (Schweyer i sar., 2019).

Kao $to je vec re¢eno, RMP se sastoji od astrocita, koji se nalaze u formaciji glijalne cevi
i od neuroblasta, koji se tangencijalno krecu kroz cev ka OB (Xie i sar., 2018). Astrociti glijalne
tube imaju bipolarnu morfologiju i upravo oni usmeravaju kretanje neuroblasta kroz glijalnu
tubu (O’Donnell i sar.,, 2018). RMP ima 3 kraka: vertikalni, lakatni i horizontalni krak.
Vertikalni krak se proteze od SVZ i predstavlja descendentni deo koji se nalazi ispod
Zuljevitog tela (lat. corpus callosum, CC). Lakatni krak se nastavlja na vertikalni i ukljucuje
rostralnu krivinu usmerenu ka OB. Horizontalni krak predstavlja poslednji deo RMP, a nalazi
se u OB (Hirako i sar,, 2016). U pocetku se smatralo da RMP predstavlja samo anatomsku
povezanost V-SVZ i OB. Medutim, s obzirom da je pokazano prisustvo NSC i da neuroblasti u
RMP zadrzavaju sposobnost proliferacije, sada se zna da i RMP ima karakteristike neurogene
niSe (Lim i Alvarez-Buylla, 2016).

Pored neuroblasta, B1 c¢elije mogu da produkuju oligodendrocitne prekursore,
odnosno da generiSu C Celije koje eksprimiraju markere oligodendrocita (Obernier i Alvarez-
Buylla, 2019). Ovi prekursori, zatim, migriraju ka CC i strijatumu (lat. corpus striatum)
(Fontan-Lozano i sar., 2020). Takode, V-SVZ sadrzi i B2 astrocite, koji nisu u direktnom
kontaktu sa bo¢nom komorom, ali izoluju neuroblaste i na taj na¢in pomazu da se oblikuje
niSa (Obernier i sar., 2018; Obernier i Alvarez-Buylla, 2019).

Na osnovu pozicije B1 ¢elija, V-SVZ se deli na 3 regiona. Prvi region sadrzi apikalni
nastavak B1 cCelija i tela ependimalnih ¢elija. Drugi region sadrzi telo B1 celija, koje je u
kontaktu sa C i A ¢elijama. Treci region sadrZi bazalne nastavke sa zavr$nim stopalima (Slika
1.8) (Lim i Alvarez-Buylla, 2016).
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Slika 1.8. Shematski prikaz sagitalnog preseka adultnog mozga glodara i celija koje
ulaze u sastav ventrikularne-subventrikularne zone (V-SVZ). A) Subventrikularna zona se
nalazi neposredno uz lateralne zidove bo¢nih komora (plavo). Neuroblasti organizovani u
agregate formiraju duge lance (crvene linije), koji grade kompleksnu mreZu isprepletanih
puteva unutar SVZ. Ovi putevi u prednjoj SVZ se povezuju sa rostalnim migratornim putem, koji
pomaZe novim neuronima da stignu do olfaktornog bulbusa. Kada stignu u OB ¢elije migriraju
radijalno u glomerularni ili periglomerularni sloj. B) B1 Celije proliferisu i od njih nastaju
prolazno amplifikujuci progenitori (C Celije). Od C Celija nastaju neuroblasti (A Celije), koji zatim
migriraju duZ RMP ka OB. V-SVZ se deli na 3 regiona: I region sadrZi apikalni nastvak B1 Celije i
telo ependimalne Celije, 1l region sadrZi telo B1, a Il region sadrZi bazalne nastavke sa zavr$nim
stopalima. Skracenice: olfaktorni epitel (OE); olfaktorni bulbus (OB); Zuljevito telo (lat. corpus
callosum, CC); korteks (CX); cerebelum (CB); bo¢na komora (BK); rostralni migratorni put
(RMP); ventrikula (V); ventrikularna zona (VZ); subventrikularna zona (SVZ); ependimalne
Celije (E); krvni sud (KS). Preuzeto i modifikovano prema Lim i Alvarez-Buylla, 2016.

Ependimalne celije su epitelnog porekla i oblazu zidove komora (Ji i sar., 2022).
Postoje dva tipa ependimalnih ¢elija: mnogobrojne ¢elije sa velikim brojem cilija i malobrojne
Celije sa dve cilije. Ove ¢elije ucestvuju u formiranju niSe za NSC (Shah i sar., 2018). Endotelne
Celije V-SVZ sintetiSu faktore koji uticu na migraciju i maturaciju neuroblasta. Direktan
kontakt izmedu NSC i endotelnih ¢elija odrzava B1 ¢elije u stanju mirovanja (Fontan-Lozano i
sar., 2020).
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Razliciti faktori reguliSu adultnu neurogenezu u V-SVZ. Poznato je da je insulinu sli¢an
faktor rasta 1 (engl. Insulin-like Growth Factor 1, IGF-1), koga sintetiSu celije horoidnog
pleksusa i endotelne Ccelije, neophodan za nesmetano odvijanje adultne neurogeneze i
proliferaciju B1 ¢elija (Chidambaram i sar., 2022). Prisustvo nepokretnog apikalnog nastavka
i ekspresije VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1) na apikalnom nastavku B1 celije
neophodno je za nesmetano odvijanje adultna neurogezene (Lim i Alvarez-Buylla, 2016).

1.4.3. Adultna neurogeneza i traumatsko ostecenje mozga

Sa ciljem da se imitira Sto viSe patoloskih stanja mozga razvijen je veliki broj
pretklinickih modela. U svakom modelu moguce je podesiti teZinu bolesti, ali nazalost svi
modeli imaju svoja ogranicenja i nijedan model ne imitira u potpunosti patologiju mozga kod
ljudi (Paterno i sar., 2017). Samim tim razlic¢iti eksperimentalni modeli povrede mozga
izazivaju drugacije odgovore SGZ i V-SVZ.

Proces adultne neurogeneze u V-SVZ je stimulisan nakon povrede mozga, osim u
sluc¢ajevima kada povreda direktno zahvata SVZ ili RMP (Chang i sar., 2016). Povreda mozga
indukuje migraciju pojedina¢nih neuroblasta iz SVZ i RMP, kao i migraciju lanaca RMP ka
mestu lezije (Chang i sar., 2016). Ovi neuroblasti generiSu funkcionalne neurone na mestu
lezije. Povecano kretanje neuroblasta ka mestu lezije dovodi do reparacije oStecenog regiona i
obezbeduje funkcionalni oporavak nakon povrede (Purvis i sar., 2022). Pored neuroblasta, i
prekursori oligodendrocita mogu da migriraju na mesto lezije, ¢cime doprinose procesu
saniranja povrede (Fontan-Lozano i sar., 2020). Takode, postoje i studije koje ukazuju da
dolazi i do aktivacije NSC koje poticu iz regiona u kome je doslo do oStecenja (Nemirovich-
Danchenko i Khodanovich, 2019). U poslednje vreme se pominje i sposobnost malignih
transformacija NSC iz SVZ koje dovode do nastanka glioblastoma (Lee i sar., 2018).

Parenhimski modeli povrede mozga dovode do gubitka nezrelih neurona, ali i do
stimulacije proliferacije NSC u SGZ i povecane sinteze neurotrofnih faktora (Redell i sar.,
2020). Postoji veliki broj istraZivanja o uticaju povrede korteksa na adultnu hipokampalnu
neurogenezu. Zakljucci izvedeni na osnovu rezultata tih studija su prili¢no sloZeni i naizgled
kontradiktorni (Gao i Chen, 2013; Ibrahim i sar., 2016; Wang i sar., 2016; Marzano i sar.,,
2022). Vazan faktor koji doprinosi ovakvoj raznolikosti rezultata je koriS¢enje razliCitih
eksperimentalnih modela traumatskog oStecenja mozga. Naime, razli¢iti modeli pokazuju
drugacije efekte na samo odvijanje procesa adultne neurogeneze. U cilju boljeg razumevanja
efekta povrede mozga na proces stvaranja novih neurona i proucavanja ovog procesa kao
jednog od mehanizama oporavka mozga nakon povrede, neophodno je prouditi efekte
razli¢itih modela traumatskog oSte¢enja mozga na hipokampalnu neurogenezu.

Akutno povecéanje proliferacije NSC je povezano sa aberantnom migracijom
novonastalih neurona ka hilusu ili molekularnom sloju DG, Sto posledi¢cno dovodi do
sinapticke reorganizacije i nastanka hronicne epilepsije nakon povrede (Shetty, 2014).
Takode, nakon povrede mozga dolazi i do gubitka interneurona u hipokampusu, $to govori u
prilog pokazanoj hiperekscitabilnosti granularnih neurona DG, koja nastaje kao posledice
promene GABAergicke i glutaminergicke sinapticke transmisije (Paterno i sar., 2017;
Frankowski i sar., 2019).
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1.5. Hiperbari¢na oksigenacija

Hiperbari¢na oksigenacija (HBO) predstavlja terapijsku proceduru u kojoj pacijent
intermitentno udiSe 100% kiseonik (02) pod pritiskom visSim od atmosferskog (1 ATA=101,3
kPa) (Ahmadi i Khalatbary, 2021). Od prvog pominjanja hiperbari¢ne terapije u XVII veku
(Jones i sar., 2023) do prve primene HBO kao pomoc¢ne terapije prosla su Il veka (De Wolde i
sar., 2021). Danas zahvaljuju¢i ubrzanju zarastanja rana, stimulaciji angiogeneze, ispoljavanju
antimikrobnog efekta i mogucénosti upotrebe u urgentnim stanjima, HBO se koristi kao
odobrena terapijska procedura u leCenju mnogih zaraznih i nezaraznih bolesti (Ortega i sar.,
2021; Lerche i sar., 2022). HBO pronalazi svoju primenu kao terapija izbora i kao pomoc¢na
terapija (Lerche i sar., 2022). UdruZenje za podvodnu i hiperbari¢nu medicinu (engl. The
Undersea and Hyperbaric Medical Society, UHMS) je postavilo 14 indikacija za primenu HBO
(De Wolde i sar., 2021). Naime, HBO je odobrena kao terapija u slede¢im stanjima: trovanje
ugljen monoksidom, gasna embolija i dekompresiona bolest (Sen i Sen, 2021). HBO tretmani
se primenjuju u hiperbari¢nim komorama za jednu ili viSe osoba (Kirby i sar., 2019).

Terapijske efekte HBO postize stvaranjem pozitivnog gradijenta difuzije O,
povecavanjem njegove koncentracije u krvi i smanjenjem veli¢ine mehuri¢a gasa (Jones,
2023). Na ovaj nacin HBO olaksava difuziju Oz u smeru oStecenog tkiva (Hentia i sar., 2018).
Hiperbaricni uslovi dozvoljavaju Oz da prodre duboko u ishemijske regione, Sto moZe dovesti
do smanjenja lezije, do koje dolazi nakon povrede mozga (Pekovi¢ i sar., 2018). Takode,
intermitentno izlaganje hiperbari¢cnom kiseoniku dovodi do aktivacije ¢elijskih mehanizama
koji se javljaju i za vreme hipoksije, Sto je poznato kao hiperoksija-hipoksija paradoks (Woo i
sar.,, 2020; Maroon, 2022). Naime, u oba slucaja, tokom hipoksije i hiperoksije, dolazi do
povecane produkcije ROS (Ortega i sar., 2021). ROS iniciraju sintezu razlicitih faktora rasta
npr. hipoksijom indukovan faktor (HIF), vaskularni endotelni faktora rasta (engl. vascular
endothelial growth factor, VEGF), koji stimuliSu proces angiogeneze u oSte¢enim tkivima, kao i
proliferaciju i mobilizaciju stem ¢elija (Hadanny i Efrati 2020; Paderno i sar., 2021). Danas se
smatra da povecana difuziona distanca Oz u oStecenim tkivima olakSava njihovu reparaciju i
da je posledi¢no odgovorna za bolji oporavak (Efrati i Ben-Jacob, 2014).

Pored korisnih efekata, HBO terapija ako se ne upotrebljava na odgovarajuéi nacin
moZe da ima i Stetne efekate. Pre upotrebe HBO kao terapijske procedure, neophodno je
primeniti individualni pristup prema svakom pacijentu. Naime, potrebno je razmoriti sve
potencijalno Stetne efekte koje HBO terapija moZe da izazove i proceniti da li ¢e ova terapija
doprineti oporavku pacijenta (De Wolde i sar., 2021). U literaturi postoje podaci koji ukazuju
da u zavisnosti od vrednosti primenjenog pritiska i trajanja tretmana, HBO moZe da dovede
do nezZeljenih efekata u zdravom tkivu (Bitterman, 2009). Upravo je zbog toga jo$S uvek
ogranicena upotreba HBO i nije prihvacena Sirom sveta (Paderno i sar., 2021). Sa tim u vezi,
mnoge studije su se bavile ispitivanjem toksi¢nosti Oz i stepena oksidativnog stresa
uzrokovanog HBO (De Wolde i sar., 2021). Naime, pokazano je da prekomerno izlaganje
visokom pritisku Oz moZe da dovede do oStecenja DNK, metabolickih poremecaja, endotelne
disfunkcije, neurotoksic¢nosti i plu¢ne toksicnosti (Chen, 2019). Da bi se izbegli neZeljeni efekti
visoke koncentracije Oz potrebno je kontrolisati parametre HBO tretmana, poput pritiska i
trajanja.
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Hiperbaricna oksigenacija i traumatsko ostec¢enje mozga

Mnogo se radi na pronalaZzenju adekvatnog tretmana u leCenju povreda mozga.
Farmakoterapija ne obezbeduje ozdravljenje u dovoljnoj meri, a hirurski zahvati sluze kao
procedura za spaSavanje Zivota pacijenta, ne garantujuci saniranje posledica povrede.
Obzirom na kompleksnost TBI (ishemija, hipoksija, cerebralni edemi), pretpostavlja se da bi
primena razliCitih terapijskih procedura ipak dala najbolje rezultate (Capizzi, 2020). Vecina
terapijskih protokola koji se primenjuju neposredno nakon TBI je bazirana na smirivanju
akutne patofiziologije i usmerena ka sprecavanju razvoja sekundarnog oStefenja mozga
putem odrzavanja adekvatnog protoka krvi i prevencije nastanka hipoksije (Rakhit i sar.,
2021).

Poznato je da se zahtevi mozga za kiseonikom povecavaju tokom akutne faze povrede,
Sto ukazuje na to da je mitohondrijama neophodno obezbediti dodatnu koli¢inu kiseonika da
bi se u mozgu opet uspostavio aerobni metabolizam (Velho i sar, 2020). Rezultati
pretklinic¢kih studija koje su koristile razli¢ite modele TBI su pokazali da HBO deluje pozitivno
na funkcionalne i kognitivne ishode (Lim i sar., 2013; Kraitsy i sar., 2014). Naime, dolazi do
poboljSanja motornih funkcija, lokomotorne koordinacije i neuroloske funkcije. Izmedu
ostalog, pokazano je da protokoli sa kontinuiranom primenom HBO tokom 3 ili 5 dana nakon
povrede, s tim da su zapoceti tokom prva 24h od trenutka povrede, ispoljavaju bolje efekte u
popravljanju neuroloSkog deficita nego primena samo jednog tretmana u toku 24h (Daly i sar.,
2018). Trenutno nedostaju klinicke studije koje ¢e pokazati kako HBO primenjena odmah
nakon TBI utic¢e na saniranje povrede.

U lecenju TBI, HBO se upotrebljava kao pretretman ili kao pomoc¢na terapija (Feigin i
sar., 2019; Margulies i Hicks, 2009). Upotreba HBO u terapijskom protokolu za TBI bazirana je
na smanjenju sekundarnog ostecenja s obzirom da je primarno oste¢enje permanentno (Chen
i sar.,, 2022). Klini¢ki je dokazano da HBO smanjuje incidencu kognitivnih oSteéenja,
poboljSava prognozu bolesti i smanjuje mortalitet (Chen i sar., 2022). Takode, pokazano je
neuroterapeutsko dejstvo HBO kod svih pacijenata bez obzira na teZinu hroni¢ne TBI
(Hadannyi sar., 2018; Daly i sar., 2018). Naime, pokazano je da ¢ak i upotreba HBO najmanje 3
godine nakon TBI, dovodi do povecanja regionalnog protoka krvi, strukturnih i funkcionalnih
promena u mozgu (Lu i sar.,, 2021).

Unazad nekoliko decenija se govori o mogu¢im mehanizmima delovanja HBO nakon
TBI. HBO protokoli koji su u upotrebi u eksperimentalnim istrazivanjima pokazuju varijacije u
vrednostima primenjenog pritiska, u duZini trajanja i zapocinjanja tretmana (Daly i sar.,
2018). Ali bez obzira na to, pretklinicke studije na razli¢itim eksperimentalnim modelima TBI,
povreda kicmene mozdine i neurodegenerativnih bolesti pokaze su da HBO ispoljava
neuroprotektivni efekat (Ahmadi i Khalatbary, 2021) koji se ogleda u smanjenju veliine
lezije, teZine oStecenja i koli¢ine vode u mozgu (Daly i sar., 2018). Potencijalni mehanizmi
putem kojih HBO ispoljava svoje neuroprotektivne efekte nakon TBI su: 1) sprecavanje
razvoja sekundarne povrede, 2) redukovanje degeneracije neurona i smanjenje apoptoze
regulacijom oksidativnog/antioksidativnog statusa i redukcijom oksidativnog stresa, 3)
redukcija reaktivne mikroglioze i astoglioze i stvaranja glijalnog oziljka, 4) smanjenje
neuroinflamacije, 5) poboljSavanje funkcionalnog oporavka, potenciranjem sinaptogeneze i
neuronalne plasti¢nosti, 6) stimulacija angiogeneze i neurogeneze (Pekovic i sar., 2018). Jos je
pokazano i da upotreba HBO kao pretretmana na eksperimentalnom modelu primarnih
neurona pacova dovodi do transfera mitohondrija iz astrocita u neurone koji su osetljivi na
inflamaciju i ¢cime se sprecava smrt neurona (Lippet i Borlongan, 2019).
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lako se o potencijalnim mehanizmima raspravlja jako dugo, jo$ uvek nisu razjasnjeni
svi signalni putevi i faktori koji u€estvuju u njima. Poznato je da HBO primenjen nakon TBI
povecava ekspresiju sinaptofizina, markera sinaptogeneze (Brkic¢ i sar., 2012).
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Ciljevi

Traumatsko oStecenje mozga (TBI) je veliki zdravstveni i finansijski problem u

savremenom svetu. U zavisnosti od sile koja nanosi povredu i regiona mozga koji je zahvacen

povredom, javlja se Sirok spektar klini¢ckih simptoma zbog cCega ne postoji univerzalna

terapija. Hiperbari¢na oksigenacija (HBO) je terapijska procedura koja se upotrebljava kao

adjuvantna terapija u lecenju TBI. Jo$ uvek nisu pokazani svi molekularni mehanizmi putem
kojih HBO dovodi do oporavka nakon povrede mozga.

U ovoj tezi ispitivan je odgovor razlicitih struktura mozga na dejstvo HBO tretmana
nakon uklanjanja velikog dela korteksa mozga (ablacija senzomotornog korteksa, ASK).
Kori$c¢en je intermitentni HBO tretman koji je zapocet 5h nakon povrede mozga i primenjivan
je tokom 10 uzastopnih dana. Nakon TBI regrutuju se makrofagi iz cirkulacije, aktiviraju
rezidentne Celije mikroglije i astrociti, promoviSe astroglioza i stvaranje glijalnog oZiljka, koji
moZe da stimuliSe ili inhibira regeneraciju aksona, neurogenezu i regeneraciju tkiva nakon
povrede mozga. Da bi se ispitao efekat ASK i primenjenog HBO tretmana na ove procese
postavljeni su slededi ciljevi:

1. Ispitati uticaj ASK i HBO tretmana na ¢elije mikroglije u korteksu i odrediti fenotip
aktivirane mikroglije oko mesta povrede.

2. Identifikovati fenotip astrocita oko mesta lezije i ispitati uticaj HBO tretmana na
morfoloSke karakteristike astrocita i stvaranje glijalnog oZiljka.

3. Analizirati neuronalni odgovor na ASK i HBO tretman na osnovu ekspresije nestina
markera neuralnih stem ¢elija i antiinflamatornog citokina IL-10, u korteksu oko mesta
povrede i u subventrikularnoj zoni lateralnih komora (SVZ), koja je mesto adultne
neurogeneze. Ispitati gensku ekspresiju molekula markera neuronalne plasti¢nosti
(Dcx).

4. Ispitati uticaj ASK na citoskeletnu mreZzu unutar aksona i analizirati efekat HBO
tretmana na neurofilamente nakon povrede.

5. Ispitati uticaj ASK i HBO tretmana na proces adultne neurogeneze oko mesta lezije i u
SVZ, kao i na migraciju i maturaciju neuroblasta u SVZ i rostralnom migratornom putu.

6. Ispitati uticaj ASK i HBO tretmana na nezrele neurone u subgranularnoj zoni (SGZ), na
zrele granularne neurone zubate vijuge (DG) i proteinsku ekspresiju molekula markera
neuronalne plasti¢nosti (DCX).

24



3. MATERIJAL I METODE



Materijal i metode

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

[strazivanje obuhvaceno ovom doktorskom disertacijom je sprovedeno u Institutu za
medicinsku fiziologiju ,Rihard Burijan“ Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i u
Institutu za bioloSka istrazivanja ,SiniSa Stankovi¢“ Univerziteta u Beogradu - Institut od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju. KoriS¢eni su muzjaci pacova Wistar soja, stari 10
nedelja i proseCne telesne mase 250 g na pocletku eksperimenta. Pacovi su dobijeni iz
vivarijuma Instituta za biolo$ka istraZivanja ,Sini$a Stankovi¢“. Zivotinje su ¢uvane u grupnim,
providnim kavezima od pleksiglasa (dimenzija 55x35x30 cm), obloZenim SuSkom, sa Zicanom
reSetkom postavljenom odozgo. Cuvane su u Konstantnim ambijentalnim uslovima:
temperatura 232 °C; relativna vlaznost 50-60% i 12-to ¢asovni ciklus svetlo-tama (od 8 h do
20 h). Tokom trajanja eksperimenta, voda i hrana su bile slobodno dostupne (lat. ad libitum).
[strazivanje je uradeno u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja u Republici Srbiji i
odobreno je od strane Eticke komisije za zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Univerziteta u
Beogradu (reSenje broj 61206-2915/2-20, datum izdavanja: 22.09.2020. godine).

3.2. Eksperimentalne grupe

Za potrebe ovog istrazivanja koris¢eno je 56 Zivotinja koje su nasumicno razvrstane u
pet grupa (Tabela 3.1). Fiziolosku kontrolu (FK) su ¢inile intaktne Zivotinje, koje nisu bile
izloZene operativnoj proceduri ili tretmanu hiperbari¢nom oksigenacijom. Kontrolnu grupu
laZzno operisanih Zivotinja - Sham kontrola (SHAM) su cinile Zivotinje koje su prosle ceo
operativni postupak, ali bez potpunog otvaranja lobanje i uklanjanja nervnog tkiva, vec je
samo napravljen rez na kosti lobanje prema koordinatama kraniotomije. Sham + HBO grupu
(SHBO) su ¢inile Zivotinje koje su bile podvrgnute istoj operativnoj proceduri kao i Zivotinje u
grupi Sham, ali su za razliku od njih, posle operativne procedure bile izloZene tretmanu
hiperbari¢ne oksigenacije. Grupu Lezija (L) su cinile Zivotinje kojima je metodom sukcione
ablacije odstranjen deo desnog senzomotornog korteksa prednjeg mozga. Lezija + HBO grupu
(LHBO) su ¢inile Zivotinje, koje su nakon ablacije senzomotornog korteksa, izloZene tretmanu
hiperbari¢ne oksigenacije.

Tabela 3.1. Eksperimentalne grupe.

Grupa FK SHAM SHBO L LHBO
Povreda (ASK) - =¥ ¥ + +
HBO tretman - - + - +

* - napravljen rez na kosti lobanje prema koordinatama kraniotomije, bez uklanjanja tog dela
kosti i povrede nervnog tkiva. Skracenice: fizioloska kontrola (FK); Sham kontrola (SK); Sham +
HBO (SHBO); Lezija (L); Lezija + HBO (LHBO).
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3.3. Model traumatskog oStecenja mozga - hirurska procedura

Pre operacije pacovi su u skladu sa njihovom telesnom masom anestezirani
intraperitonealnom injekcijom Zoletil®50 (Virbac, Karo, Francuska) dozom od 50 mg/kg.
Nakon opuStanja tonusa miSi¢a, Zivotinje su fiksirane u stereotaksickom aparatu (Stelting:
Stoelting Europe, Dablin, Irska, www.stoeltingco.com). Po brijanju glave, skalpelom je
napravljen rez na koZi. Nakon uklanjanja potkoZnog tkiva, utvrdene su koordinate
kraniotomije (Slika 3.1) u odnosu na bregmu i sredi$nju liniju: 2 mm ispred bregme, 4 mm iza
bregme i 4 mm lateralno od sredisnje linije (Brki¢ i sar., 2012), koje su odgovarale poloZaju
desnog senzomotornog korteksa pacova prema anatomskom atlasu (Paxinos i Watson 1998).
Prema navedenim koordinatama stomatoloSkom busilicom napravljen je otvor na lobanji i taj
deo kosti je sklonjen. Tvrda ovojnica je zaseCena sa 3 strane i prebacena preko ivica kosti
lobanje. Nakon toga, pristupilo se hirurSkom odstranjivanju senzomotornog korteksa
prednjeg mozga pacova metodom sukcione ablacije, koja predstavlja usisavanje sive moZdane
mase kroz tanki polipropilenski nastavak pomoc¢u vakuma, sve do pojave bele mase. Posle
prestanka krvarenja, tvrda ovojnica je vrac¢ena na svoje mesto kao i iseCeni deo kosti, koji je
zatim fiksiran uz pomo¢ flastera u istom poloZaju u kome je bio pre operacije. Na kraju, koZa
je uSivena koriS¢enjem hiruskog konca (0, Coated VICRYL®, Violet (Polyglactin 910), Johnson &
Johson Intl, Brisel, Belgija).

LEGENDA:
= MESTO LEZIJE

A -2 MM ISPRED BREGME
B - 4 MM IZA BREGME

C -4 MM LATERALNO OD SREDISNJE LINIJE

Slika 3.1. Shematski prikaz koordinata kraniotomije. Kraniotomija je izvedena koriséenjem
stomatoloske busilice, prema sledec¢im koordinatama: 2 mm ispred bregme, 4 mm iza bregme i 4
mm lateralno od sredisnje linije. Preuzeto i modifikovano prema Paxinos i Watson, 1998.
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3.4. Protokol hiperbaric¢ne oksigenacije

U cilju oporavka Zivotinja i smanjenja moguc¢nosti nastanka barotraume bubne opne,
tek 5h nakon operacije i spontanog budenja iz anestezije, Zivotinje su izloZene prvom
tretmanu u hiperbari¢noj komori (Slika 3.2). Pacovi su izlagani 100% kiseoniku u
hiperbari¢noj komori za Zivotinje (Holywell Neopren, Beograd, Srbija) prema protokolu: 2,5
apsolutne atmosfere (ATA) tokom 60 minuta sa periodima kompresije i dekompresije od po
10 minuta, jednom dnevno tokom 10 uzastopnih dana (Slika 3.3).

Slika 3.2. Hiperbari¢na komora za eksperimentalne Zivotinje. Izgled hiperbari¢ne komore
za male i velike eksperimentalne Zivotinje u Institutu za medicinsku fiziologiju ,Rihard Burijan”.

3.5. Dizajn eksperimenta

Dizajn eksperimenta je prikazan na Slici 3.3. Zivotinje iz svih grupa Zrtvovane su 10.
dana eksperimenta. Izolovani su mozgovi i pripremljeni za dalje analize.
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Wistaralbino Zrtvovanje 10. dana eksperimenta .
~ Uzorkovanje mozga
(n=56)

| I | ! Imunohistohemijska

FK SHAM SHBO L LHBO Holenla

(n=11) (n=11) (n=11) (n=12) (n=11)

Imunofluorescentna

bojenja

PCR

Western blot

5 h nakon HBO tretman: 60 min, 100% O,, 2,5 atmosfere

operacije
HBO

Slika 3.3. Shematski prikaz dizajna eksperimenta i viremenski tok HBO tretmana. Wistar
albino pacovi (n=56) su nasumicno podeljeni u 5 grupa. FK su cinile intaktne Zivotinje, SHAM
Zivotinje kojima je napravljen rez na kosti, SHBO su SHAM Zivotinje koje su jos izloZene tretmanu
hiperbari¢ne oksigenacije, L Zivotinje kojima je izvedena sukciona ablacija senzomotornog
korteksa, LHBO kao L, ali su jos bile izloZene tretmanu hiperbaricne oksigenacije. Protokol
hiperbaricne oksigenacije: pacovi su izlagani 100% kiseoniku u 2,5 apsolutne atmosfere (ATA)
tokom 60 minuta sa periodima kompresije i dekompresije od po 10 minuta, jednom dnevno
tokom 10 uzastopnih dana. 10. dana od pocetka eksperimenta sve Zivotinje su Zrtvovane
dekapitacijom. Nakon dekapitacije, Zivotinjama su izolovani mozgovi, koji su dalje korisé¢eni za
imunohistohemijska i imunofluorescentna bojenja, PCR i Western blot. Skracenice: fizioloska
kontrola (FK); Sham kontrola (SK); Sham + HBO (SHBO); Lezija (L); Lezija + HBO (LHBO);
hiperbaric¢na oksigenacija (HBO); kiseonik (0z), metoda lancane reakcije polimeraze (PCR).
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3.6. Histoloska analiza tkiva

3.6.1. Priprema tkiva za histolosSka bojenja

Nakon Zrtvovanja i disekcije Zivotinja, izolovani su celi mozgovi (Slika 3.4.), koji su
potom fiksirani u 4% paraformaldehidu (PFA) tokom noci na +4 °C. Potom su dehidratisani u
seriji rastvora saharoze rastuce koncentracije: 10%, 20% i 30% (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Nemacka). Na kraju, mozgovi su zamrznuti u izopentanu na -80 °C (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Nemacka) i ¢uvani u zamrzivacu na -80 °C do seCenja.

ASK u desnoj
hemisferi

Slika 3.4. Izolovani mozgovi Zivotinja nakon dekapitacije. Na slici su prikazani izolovani
mozgovi laZno operisanih Zivotinja - Sham (A) i Zivotinja sa ASK (B). Na slici B, mesto lezije je
obelezeno strelicom. Skracenice: sukciona ablacija senzomotornog korteksa (ASK).

Na kriotomu (Leica Instruments, Manhajm, Nemacka) su seceni preseci debljine 25 pm,
koji su lepljeni na Zelatinizirane mikroskopske ploCice (Gerhard Menzel, Thermo Fisher
Scientific, Braun$vajg, Nemacka). Zelatiniziranje podrazumeva potapanje ploc¢ica u 0,5%
rastvor Zelatina (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD) u koji je dodat 0,05% hrom kalijum
sulfat (Sigma-Aldrich, DarmsStadt, Nemacka). PloCice su suSene na sobnoj temperaturi tokom
viSe Casova, nakon ¢ega su ¢uvane u zamrzivacu na -20 °C.

3.6.2. Imunohistohemijska bojenja preseka

Pre pocetka bojenja, ploCice su tokom 20 minuta temperirane na sobnoj temperaturi.
Preseci su aktivirani potapanjem plocica u 0,01 M fizioloski rastvor sa fosfatnim puferom
(engl. phosphate buffer saline, PBS). Sastav koris¢enih pufera i rastvora dat je u Tabeli 3.2.
Demaskiranje antigena je vrseno u vrelom (80 °C) citratnom puferu (pH=6) do njegovog
hladenja. Nakon ispiranja u PBS (sva ispiranja u PBS radena su 3 puta po 5 minuta), blokirana
je endogena peroksidaza potapanjem plocica u 0,3% rastvoru vodonik peroksida (Centrohem,
Beograd, Srbija) u metanolu (Moss Hemoss, Beograd, Srbija) u trajanju od 20 minuta. Nakon
ispiranja u PBS, plocice su inkubirane 1 sat u 5% normalnom magareéem serumu (engl.
normal donkey serum, NDS; Sigma, Minhen, Nemacka) da bi se blokiralo nespecificno
vezivanje sekundarnog antitela. Potom, plocice su inkubirane u rastvoru primarnog antitela
preko no¢i na +4 °C. Spisak koriS¢enih primarnih antitela prikazan je u Tabeli 3.3. Sledeceg
dana, nakon ispiranja u PBS, ploCice su inkubirane 2 sata na sobnoj temperaturi sa
odgovaraju¢im sekundarnim antitelom za koje je vezan enzim peroksidaza rena (HRP). Spisak
koriS¢enih sekundarnih antitela prikazan je u Tabeli 3.4. U cilju detekcije stvorenog
imunokompleksa, a nakon ispiranja u PBS, na preparate je dodat 3,3’-diaminobenzidin (DAB;
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Dako, Glostrup, Danska). HRP katalizuje konverziju hromogenog supstrata DAB u obojeni
produkt ¢ime je omogucena vizualizacija antigen-antitelo kompleksa. Reakcija je prekinuta
ispiranjem u tekucoj i destilovanoj vodi, nakon ¢ega su preseci dehidratisani po 5 min u seriji
alkohola (etanol; Moss Hemoss, Beograd, Srbija): 70%, 96%, 100% i posvetljeni u ksilolu (Moss
Hemoss, Beograd, Srbija). Plocice su montirane medijumom za pokrivanje (DPX, Sigma-
Aldrich, Minhen, Nemacka). Za potvrdu specificnosti dobijenih bojenja, koriS¢eni su kontrolni
preseci koji su prolazili sve navedene korake, osim inkubacije u primarnom antitelu zbog ¢ega
na ovim presecima nije uoceno bojenje. Preseci su analizirani na Carl Zeiss AxioVert
mikroskopu (Axio Observer Microscope Z1, ZEISS, Getingen, Nemacka).

3.6.3. Imunofluorescentna bojenja preseka

Kolokalizacija razlic¢itih Celijskih markera je obavljena primenom dvojnog ili trojnog
imunofluorescentnog bojenja. Pre pocetka bojenja, plo¢ice su 20 minuta temperirane na
sobnoj temperaturi. Preseci su aktivirani potapanjem plocica u 0,01 M PBS (sastav koris¢enih
rastvora i pufera dat je u Tabeli 3.2). Nakon demaskiranja antigena u vrelom 0,1 M citratnom
puferu (pH=6) i ispiranja u PBS, nespecificno vezivanje sekundarnog antitela spreceno je
inkubacijom preparata u 5% rastvoru NDS i 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Nemacka) u trajanju od 1 sata. Preparati su inkubirani u primarnim antitelima tokom no¢i na
+4 °C. Spisak koriS¢enih primarnih antitela prikazan je u Tabeli 3.3. Nakon ispiranja u PBS
plocice su inkubirane 2 h na sobnoj temperaturi sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom
koje je obeleZeno fluorescentnom bojom. Spisak koris¢enih sekundarnih antitela je prikazan u
Tabeli 3.4. Ovaj postupak, od blokiranja nespecificnog vezivanja do inkubacije sa
odgovaraju¢im sekundarnim antitelom, se ponavljao jos$ jednom ili dva puta u zavisnosti da li
je radeno dvojno ili trojno imunofluorescentno bojenje. Jedra Celija su obojena inkubacijom
ploéica u 4',6-diamidin-2-fenilindolu (DAPI; Invitrogen, Njujork, SAD) u trajanju od 25 minuta.
Nakon duzeg ispiranja u PBS (6 puta po 5 minuta), preparati su pokriveni medijumom za
montiranje (Mowiol; Sigma-Aldreich, Stajnhajm, Nemacka). Preseci su analizirani na Carl Zeiss
AxioVert mikroskopu sa AxioCam monohromatskom kamerom na slede¢im uvelicanjima: 5x,
10x, 20x, 40x i 63x. Za Slikanja sa 63x objektivom koriS¢en je ApoTome softver. Kolokalizacija
na Slikama odradena je upotrebom AxioVision Rel. 4.6 programa, koji ide uz Zeiss Axiovert
mikroskop.

3.6.4. Fluoro-zad B bojenje

Za obeleZavanja neurona koji su podlegli procesu degeneracije, radeno je dvojno
imunofluorescentno bojenje fluoro-zadom B (engl. Fluoro-Jade, F]B) i neuronskim nuklearnim
antigenom (engl. neuronal nuclear antigen, NeuN), koji je marker ve¢ine neurona u CNS. FJB
bojenje je radeno metodom koju su uveli Schmued i Hopkins (Schmued i Hopkins, 2000).
Imunofluorescentno bojenje za NeuN je radeno na isti naCin kao u prethodno opisanom
protokolu za imunofluorescentno bojenje. Ukratko, plocice su, nakon blokiranja nespecifi¢cnog
vezivanja sekundarnog antitela i ispiranja u PBS, inkubirane prvo u primarnom (anti-NeuN
antitelo), a potom u odgovaraju¢em sekundarnom antitelu (spisak koris¢enih primarnih i
sekundarnih antitela je dat u Tabeli 3.3. i 3.4). Nakon ispiranja u vodi radeno je F]JB bojenje.
Plocice su inkubirane 5 minuta u 1% rastvoru natrijum-hidroksida (NaOH), a zatim po 2
minuta u 80% rastvoru etanola, pa u destilovanoj vodi. Potom su preparati inkubirani 5
minuta u 0,06% rastvoru kalijum-permanganata (KMnO4), nakon ¢ega su ispirani 2 minuta u
destilovanoj vodi. Neuroni u procesu degeneracije su obeleZeni tokom 20 minuta inkubacije
plocica u 0,0004% rastvoru FJB. Preseci su zatim ispirani u destilovanoj vodi 3 puta po 2
minuta. Plo¢ice su 5 minuta suSene na 50 °C, prosvetljene u ksilolu i montirane sa DPX.
Obojeni preseci su montirani i analizirani na Carl Zeiss AxioVert mikroskopu.
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pufera KkoriS¢enih u imunohistohemijskim i

imunofluerescentnim bojenjima.

Naziv Sastav i proizvodac
40 g paraformaldehida (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD)
4% PFA 500 ml dH20 500 ml 0,2 M fosfatnog pufera

1 M NaOH (Merck, Darmstadt, Nemacka)
pH 7,4

0,2 M fosfatni pufer

0,2 M NaH;PO4 (Alkaloid AD, Skoplje, Makedonija)
0,2 M NazHPO4 (Superlab, Beograd, Srbija)
pH 7,4

PBS

8,7 g NaCl (Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija)
50 ml 0,2 M fosfatnog pufera
dopunjeno do 11 dejonizovanom vodom

Citratni puffer

1 g limunske kiseline (Lachema, Neratovice, Ce$ka)
6,10 g Tri-Na-citrata (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
500 ml dH20

pH6

Rastvor moviola

9,6 g moviola (Sigma-Aldrich CHEMIE, Stajnhajm, Nemacka)
24 ml glicerola (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD)

Tabela 3.3. Primarna antitela koris¢ena za imunohistohemijsko (IH) i
imunofluorescentno bojenje (IF) i western blot (WB).

Antitelo Poreklo RazblaZenje Proizvodac
DCX koza 1:200 IH, IF  Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz,
1:500 WB Kalifornija, SAD
GFAP zec 1:500 IF DAKO, Glostrup, Danska
Nestin mis 1: 100 IF Sigma Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD
NeuN mis 1:200 IF Milipore, Burlington, Masacusets, SAD
SMI32 mis 1:1000 IF BioLegend, San Dijego, SAD
MAP1b koza 1:200 IF Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz,
Kalifornija, SAD
IL-10 koza 1:100 IF Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz,
Kalifornija, SAD
ED1 mis 1:100IF Abcam, Kembridz, Masacusets, SAD
TNF-a koza 1:100 IF Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz,
Kalifornija, SAD
3-tubulin koza 1:2000 WB  Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz
Kalifornija, SAD
TUJ1 mis 1:400 IF Abcam, Kembridz, Masacusets, SAD
Ki67 zec 1:100 Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornija,

SAD
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Tabela 3.4. Sekundarna antitela koriS¢ena za imunohistohemijska (IH) i
imunofluorescencentna (IF) bojenja i western blot (WB).

Usmereno Konjugovano Poreklo Proizvodac RazblaZenje
protiv koze HslgP Magarac Santa Cruz 1:200 IH
1:5000 WB
protiv zeca HRP Magarac Santa Cruz 1:5000 WB
protiv misa HRP Magarac Dako 1:3000 WB
protiv koze Alexa Flour 488 Magarac Invitrogen 1:200 IF
protiv koze Alexa Flour 555 Magarac Invitrogen 1:200 IF
protiv zeca Alexa Flour 488 Magarac Invitrogen 1:200 IF
protiv zeca Alexa Flour 555 Magarac Invitrogen 1:200 IF
protiv misa Alexa Fluor 488 Magarac Invitrogen 1:200 IF
protiv misa Alexa Fluor 555 Magarac Invitrogen 1:200 IF

3.6.5. Analiza mikroskopskih preparata
Kvantifikacija éelija

Kvantifikacija obojenih ¢elija nakon imunohistohemijskih i imunofluorescentnih
bojenja je radena na 3 nasumicno izabrana koronalna preseka u nivou hipokampusa, tj. oko
3,5 mm kaudalno od bregme (Bregma -3,5 mm, Slika 3.5.) za svaku Zivotinju.

Brojanje Celija

Kvantifikacija DCX imunoreaktivnih Celija je izvedena u subgranularnoj zoni
unutrasnje i spoljadnje ivice desnog dentatnog girusa (MooN i sar., 2014) kao Sto je obeleZeno
na Slici 3.5. Celije su kvantifikovane na 3 preseka DG po Zivotinji (n=6, osim u grupi L n=7).

Mikrografije su snimane mikroskopom Carl Zeiss AxioVert (Zeiss, Gottingen, Nemacka)
pod istim uslovima na uveli¢anju 40x. DCX-pozitivne ¢elije su ru¢no prebrojane od strane dva
nezavisna posmatraca koji nisu znali iz koje grupe Zivotinja preparat potiCe. ImageJ open
source softver (National Institutes of Health, SAD; http://imagej.nih.gov/ij/download.html) je
koriS¢en za utvrdivanje duZine subgranularne zone (obeleZena crvenom linijom na Slici 3.5).
Broj obeleZenih ¢elija je izrazen po 1 mm duzine subgranularne zone.

Pored DCX-pozitivnih celija, Ki67-pozitivne i DCX/Ki67-pozitivne celije su, takode,
kvantifikovane duz cele subgranularne zone dentatnog girusa na 3 preseka po Zivotinji (n=6)
u svim ispitivanim grupama. Dva nezavisna posmatraca su ru¢no prebrojala jednostruko i
dvostruko pozitivne celije na odgovaraju¢im kanalima Adobe Photoshop Creative Cloud
(version 14). Na osnovu prebrojanih Celija izra¢unati su i prikazani procenti jednostruko i
dvostruko pozitivnih Celija.

Sa ciljem kvantifikacije Ki67-pozitivnih celija po vidnom polju pod uveli¢anjem 5x dva
nezavisna posmatraca su rucno prebrojala Ki67-pozitivne Celije u korteksu oko mesta lezije
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na 3 preseka po Zivotinji (n=5) u grupama L i LHBO u Adobe Photoshop Creative Cloud (version
14).

Slika 3.5. Koronalni presek mozga na 3,5 mm kaudalno od bregme u nivou
hipokampusa. Reprezentativna mikrografija koronalnog preseka mozga nakon
imunohistohemijskog bojenja na DCX. U DG hipokampusa uocavaju se DCX pozitivne Ccelije
lokalizovane u SGZ. Ove Celije su brojane posebno za spoljasnju i unutrasnju ivicu DG (obeleZeno
crvenom linijom). Broj éelija je iskazan po 1 mm duZine SGZ koja je na slici oznacena crvenom
linijom. Skala 100 um. Skracenice: dablkortin (DCX), subgranularna zona (SGZ), dentatni girus
(DG).

Merenje intenziteta fluorescentnog bojenja

Neobradene imunofluorescentne mikrografije su snimane mikroskopom Carl Zeiss
AxioVert uvek pod istim uslovima sa objektivom uvelicanja 20x. Kvantifikacija NeuN
imunoreaktivnih Celija je uradena u regionima od interesa veli¢ine 180 x 180 piksela (Slika
3.6, umetnuti deo), koji su definisani unutar spoljasnje i unutrasnje ivice desnog dentatnog
girusa, 3 preseka zone od interesa po Zivotinji (6 Zivotinja po grupi, osim u grupi L 7). Nakon
konverzije mikrografije regiona od interesa u osmobitnu sliku, analiza je nastavljena u Image/
open-source softveru. Slike su dalje koriS¢ene za merenje gustine integrisane fluorescence
(engl. integrated fluorescence density, IFD). IFD je izracunat odvojeno za unutrasnju i
spoljasnju ivicu dentatnog girusa.
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spoliah‘ia ivica DG

Slika 3.6. Kvantifikacija intenziteta NeuN fluorescence. Beli kvadrat pokazuje region od
interesa cija konvertovana mikrografija u osmobitnu sliku je prikazana kao umetnuti deo u
levom gornjem uglu. Objasnjenje u tekstu. Skala 100 um. Skracenice: dentatni girus (DG).

Rekonstrukcija neurona

U cilju graficke obrade pojedinatnih, odabranih neurona, koji su smeSteni u
subgranularnoj zoni DG uz spoljasnju ivicu granularnog sloja, napravljene su mikrografije pod
uveli¢anjem 40x. Analizirano je ukupno 5 neurona po Zivotinji u FK, L. i LHBO grupi (n=6, osim
u L grupi n=7). Mikrografije su nakon obrade u Image] open-source softveru pretvorene u
binarne slike (Slika 3.7). Izbrojan je broj tacaka granjanja, broj dendritskih terminala i
segmenata u cilju procene dendritske arborizacije u svakom pojedina¢nom neuronu.
Pretvaranja binarne slike u skeletonizovanu vrseno je uz pomo¢ alata, koji se zove engl.
Measure Skeleton Length u Image] open-source softveru. Nakon pretvaranja binarne slike u
skeletonizovanu uz pomo¢ ovog alata izmerena je ukupna duZina dendrita. Prose¢na duZina
segmenta je izracunata kao odnos izmedu ukupne duZine dendrita i broja segmenata (Puskas i
sar., 2015).

Slika 3.7. Binarna slika neurona subgranularne zone dentatnog girusa. Za analizu
dendritske arborizacije, reprezentativne mikrografije neurona odgovarajuéih grupa su
pretvorene u binarne slike u Image] open-source softveru. Pretvaranja binarne slike u
skeletonizovanu vrseno je uz pomo¢ Measure Skeleton Length u Image] open-source softveru.
Odredivani su slede¢i parametri: broj tacaka grananja, broj dendritskih terminala i segmenata,
kao i ukupna duZina dendrita i prosecna duZina segmenta. Uvelicanje 40x.
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Kvantifikacija astrocita

Kvantifikacija prose¢ne duzine nastavaka po astrocitu je uradena na reprezentativnim
mikrografijama napravljenim pod uveliCanjem 63x. Fluorescentne mikrografije GFAP-
pozitivnih astrocita pretvorene su u skeletonizovane slike u ImageJ open-source (Marques i
sar., 2023).

Slika 3.8. Reprezentativna mikrografija astrocita ispod mesta lezije u L grupi. Za analizu
prosec¢ne duZine nastavaka po astrocitu mikrografije su prvo obradene u Image] programu
primenom MaxEnthropy algoritma, a zatim pretvorene u skeletonizovane slike. Odredivana je
prosec¢na duZina nastavaka po astrocitu. Uveli¢anje 63x.

3.7. Analiza genske ekspresije

3.7.1. Priprema tkiva za analizu genske ekspresije

[z svake grupe Zivotinja po 3 mozga je izdvojeno za analizu genske ekspresije. Nakon
dekapitacije i izolacije mozgova, izolovano je moZdano tkivo 2 mm oko ivica lezije i zaledeno u
tetnom azotu na -80 °C. U grupama kod kojih nema lezije (FK, SK, SHBO) izolovano je
moZdano tkivo sa dela korteksa koji odgovara koordinatama lezije.

3.7.2. Izolacija ribonukleinske kiseline (RNK)

Izolovani delovi tkiva su izmereni, iseckani i homogenizovani na ledu u TRIzol
reagensu (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Voltam, MasaCusets, SAD) u zapreminskom
odnosu 1:10 (1 ml TRIzola na 100 mg tkiva). Nakon 5 minuta inkubacije u toku koje dolazi do
liziranja cCelija, koriS¢ena je fenol-hloroform metoda izolacije RNK (Rio i sar., 2010). Uzorcima
je dodat hloroform (Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija) u zapreminskom odnosu 1:5 (0,2 ml
hloroforma na 1 ml TRIzola). Uzorci su zatim centrifugirani na +4 °C tokom 15 minuta pri
brzini 12 000 x g. Dobijaju se tri faze. Donja faza sadrzi DNK, srednja proteine, a gornja,
vodena faza koja sadrzi RNK izdvojena je u novu mikrotubu. Uzorci su vorteksovani po
dodatku izopropanola (Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija) u zapreminskom odnosu 1:1, pa
skladiSteni na temperaturi -20 °C tokom no¢i. Slede¢eg dana su uzorci centrifugirani na +4 °C
tokom 15 minuta pri brzini 12 000 x g. Dobijeni talog sadrzi RNK. Talog je dva puta po 5
minuta centrifugiran na temperaturi +4 °C i pri brzini 7 500 x g u 75% rastvoru etanola u vodi
tretiranoj dietil-pirokarbonatom (DEPC, 0,0001% DEPC u dejonizovanoj vodi, autoklavirano),
koji je inhibitor RNKaze. Nakon odlivanja supernatanta, talog je prosuSen na vazduhu i
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rastvoren u UltraPure vodi (Invitrogen, Njujork, SAD). Koncentracija RNK odredena je
spektrofotometrijski merenjem apsorbance na talasnoj duZini od 260 nm. Za svaki uzorak
odredivan je stepen Cisto¢e pomocu odnosa apsorbanci na talasnim duZinama od 260 i 280
nm, odnosno 260 i 230 nm. Vrednosti odnosa apsorbanci izmedu 1,8 i 2,0 ukazuju da uzorci
nisu kontaminirani proteinima i drugim organskim jedinjenjima.

3.7.3. Sinteza komplementarne dezoksiribonukleinske kiseline (cDNK)

Za sintezu komplementarne DNK (cDNK) metodom reverzne transkripcije koriscen je
komplet ,High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Voltam, Masacusets, SAD). Pre reverzne transkripcije uzorci su tretirani DNazom I
(Sigma-Aldrich, DarmStadt, Nemacka). cDNK je sintetisana prema slede¢em protokolu: uzorku
koji sadrZzi 1 ug RNK do 10 pl zapremine dodata je UltraPure voda, a do 20 pl zapremine
Master Mix smeSa reagenasa (Tabela 3.5). Zatim, uzorci su izlagani termalnom ciklusu: 25 °C
tokom 10 minuta, 37 °C tokom 2 satai 85 °C tokom 5 minuta.

Tabela 3.5. Sastav Master Mix smeSe po uzorku.

Reagens Zapremina (ul)
25x dNTP (100 mM) 0,8

10x nasumicni prajmeri 2

Enzim MultiScribeTM reverzna transkriptaza 1

10x pufer za reverznu transkripciju 2
UltraPure voda 472

3.7.4. Metoda lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (real time RT-PCR)

Nivo genske ekspresije Dcx odreden je na aparatu ,QuantStudioTM 3 Real-time PCR
System” (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) u 10x
razblaZenim uzorcima cDNK. Naime, nivo genske ekspresije je odredivan koris¢enjem SYBR
Green metode, koja se zasniva na obelezavanju umnoZene ciljne sekvence u cDNK
fluorescentnom bojom. Dobijeni rezultati su analizirani QuantStudio™ Design and Analysis
softverom koriS¢enjem Ct vrednosti i vrednosti praga fluorescentnog signala. Sastav smese
uzorka je prikazan u Tabeli 3.6.

Tabela 3.6. Sastav reakcione smesSe uzorka.

Hemikalija Zapremina
()

cDNK 2

QTM SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem, Foster City, CA, SAD) 5

UltraPure voda (Invitrogen, Karlsbad, CA, SAD) 2

Sense prajmer za gen od interesa (Invitrogen GMBH, Karlsrue, Nemacka) 0,5

Antisense prajmer za gen od interesa (Invitrogen GMBH, Karlsrue, Nemacka) 0,5
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Neophodni uslovi za odvijanje lan¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu su:
aktivacija ,hot start” enzima Taq polimeraze, vezivanje prajmera za DNK, elongacija
sintetisane DNK i merenje fluorescentnog signala. Aktivacija Taq polimeraze je radena tokom
10 minuta na 95 °C i pracena je sa 40 termalnih ciklusa. Vezivanje prajmera za DNK lanac je
vrSeno tokom 30 sekundi na odredenoj temperaturi optimalnoj za svaki prajmer. Elongacija
sintetisane DNK je radena tokom 5 sekundi na 72 °C. Merenje dobijenog florescentnog signala
je izvodeno na 72 °C tokom 5 sekundi.

Lista koriS¢enih prajmera prikazana je u Tabeli 3.7. Nivo genske ekspresije Dcx je
izraZen u odnosu na nivo ekspresije CycA, kontrolnog gena ¢ija se ekspresija nije promenila
tokom eksperimentalnih procedura. Za odredivanje nivoa ekspresije DCX koriS¢ena je 2-ACt
metoda racunanja. Metoda lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu uradena je za gen
od interesa sa 3 uzoraka po eksperimentalnoj grupi.

Tabeli 3.7. Lista kori$¢enih prajmera.

Prajmer Sekvence 5’'— 3’
CycA fAGCATGTGGTCTTTGGGAAGGTG
r CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC
Dcx fTAAATTGTGCCCTGGCTGAC
r TGTCATGGAAAGCCACAGAA

3.8. Detekcija proteina od interesa - Western blot

Za otkrivanje prisustva proteina od interesa u izolovanim uzorcima koristi se Western
blot metoda (engl. western blot, WB) u kojoj je moguce da se na osnovu jaCine dobijenog
signala odredi nivo ekspresije pracenog proteina u razli¢itim uzorcima/grupama.

3.8.1. Priprema tkiva za analizu ekspresije proteina

Nakon Zrtvovanja i dekapitacije Zivotinja, iz svake eksperimentalne grupe su izdvojena
po 2 mozga (Zhou i sar, 2013). Za dalje analize izolovani su hipokampusi i zaledeni u tecnom
azotu na -80 °C. U grupama kojima nije uradena ASK (FK, SK, SHBO) izolovan je deo korteksa
koji odgovara koordinatama lezije. Tkivo je mehanicki usitnjeno i homogenizovano u 10 ml
RIPA pufera, kome je dodat proteazni i fosfatazni inhibitor (Pierce™ Protease and Phosphatase
Inhibitor Mini Tablets, Thermo Scientific, Rokfold, Ilinois, SAD), a uzorci su ¢uvani na - 80 °C.

3.8.2. Odredivanje ukupne koncentracije proteina u uzorku

Koncentracija proteina u homogenizovanim uzorcima hipokampusa ili korteksa
prednjeg mozga je odredena metodom po Pirsu (engl. Pierce). Ova metoda se se zasniva na
osobini bicinhoninske kiseline da detektuje Cul* koji nastaje redukcijom Cu?* u prisustvu
proteina u alkalnoj sredini. KoriS¢en je komercijalni set Micro BCA™ Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Rokford, Ilinois, SAD). Metoda je radena na mikrotitarskoj ploci sa
96 bunarica. Reakciona smesSa se sastojala od 10 pl uzorka, 115pul ddH20 i 125 pl boje. U
kontrolnim bunari¢ima umesto uzorka sipana je destilovana voda. Razvijanje boje se odvijalo
u vodenom kupatilu na +37 °C u trajanju od 2 h. Apsorbance su ocitane na ELISA ¢itacu na
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talasnoj duZini od 570 nm. Standardna kriva je konstruisana na osnovu srednje apsorbance
standarda govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum albumin, BSA), koji je sastavni
deo komercijalnog seta. Sva preracunavanja su vrSena u Excel, MS Office. Koncentracija
proteina prisutnih u homogenizovanim uzorcima korteksa prednjeg mozga i hipokampusa
svedena je na 2 pg/ul u 1% RIPA puferu, kako bi zapremine svih uzoraka, koji se nalivaju na
gel, bile jednake.

3.8.3. Elektroforetsko razdvajanje proteina

Za elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj teZini koris¢en je mini
sistem za elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija,
SAD). Razdvajanje je izvedeno u poliakrilamidnom gelu sa natrijumdodecil sulfatom (engl.
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE; Sigma-Aldrich,
DarmsStadt, Nemacka). Koris¢eni su 10% gel za razdvajanje i 4% gel za koncentrovanje, ¢iji su
sastavi prikazani u Tabeli 3.8. Uzorci su pripremljeni u 2x koncentrovanom puferu za uzorke
(2x Laemmli Sample Buffer; Bio Rad, Hercules, Kalifornija, SAD) u odnosu 1:1, uz dodatak 5%
B-merkaptoetanola (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD). Proteini su denaturisani u
kljucaloj vodi u trajanju od 5 min, nakon ¢ega su jednake koli¢ine proteina nanoSene na gel. U
svaki od bunaric¢a naliveno je po 20 pl uzorka (ukupno 20 pg proteina po bunari¢u). Kao
standard za odredivanje molekulske teZine koriS¢en je obojeni marker PageRulerTM
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, llnus, Litvanija). Elektroforeza se odvijala pod
konstantnim naponom (100 V/120 V) na sobnoj temperaturi u puferu za elektroforezu, ¢iji je
sastav prikazan u Tabeli 3.9.

Tabela 3.8. Gelovi koriSceni u elektroforetskom razdvajanju proteina.

Naziv Sastav Proizvodac

30% bisakrilamid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
Gel za 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 Serva Electrophoresis GmbH, Hajdelberg,
koncentrovanje 109 SDS Nemacka

10% amonijum persulfat  Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
1% tetrametiletilendiamin Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka

30% bisakrilamid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
Gel za 1,5 M Tris pH 8,8 Serva Electrophoresis GmbH, Nemacka
razdvajanje 10% SDS Sigma-Aldrich, Darms&tadt, Nemacka

10% amonijum persulfat  Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
1% tetrametiletilendiamin Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka

Skracenice: natrijumdodecil sulfat (SDS).
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Tabela 3.9. Puferi i rastvori koriS¢eni tokom Western blot.

Naziv Sastav Proizvodac
192 mM glicin Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka

Running pufer 25 mM Tris pH 8,3 Serva Electrophoresis GmbH, Nemacka
0,1% SDS Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
20% methanol Moss Hemos, Beograd, Srbija

Transfer pufer 192 mM glicin Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
25 mM Tris pH 8,3 Serva Electrophoresis GmbH, Nemacka
50 mM Tris Serva Electrophoresis GmbH, Nemacka

TBST 150 mM NaCl Zorka Pharma-Hemija, Sabac, Srbija
0,5% Tween 20 Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka

Podesiti pH 7,4
Za 100 ml radnog rastvora:
Luminol 1 ml luminola Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka
0,44 ml p-kumarinske
kiseline u DMSO
10 ml 1M Tris-HCI, pH 8,5
88,6 ml Mili-Q H20

Skracenice: Tris pufer sa dodatkom Tween 20 (TBST)

3.8.4. Transfer proteina sa gela na membranu

Proteini razdvojeni na osnovu molekulske mase prebacuju se na membranu.
Poliviniliden-fluoridna membrana (engl. polyvinylidene fluoride, PVDF; Merck Millipore,
Darmstadt, Nemacka) se prvo aktivira potapanjem u metanol 20 s, ispere u dejonizovanoj
vodi 2 min, nakon ¢ega se do upotrebe drZi u puferu za transfer (sastav prikazan u Tabeli 3.9).
Za transfer proteina je koriS¢en sistem Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad,
SAD). Transfer proteina se odvijao sat vremena na sobnoj temperaturi na konstantnom
naponu od 100 V.

3.8.5. Imunoblot analiza

Nakon transfera koji je potvrden bojenjem membrana u Ponceau S (Cell Signalling
Technology, Masacusets, SAD), membrane su ispirane, 3 puta po 10 minuta, u TBST puferu
(Tris-buffer saline Tween-20, sastav pufera naveden u Tabeli 3.9), a zatim inkubirane 1 h u
rastvoru 5% BSA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemacka). Inkubacija sa primarnim antitelima se
odvijala tokom no¢i na +4 °C, nakon €ega su membrane isprane 3 puta po 10 minuta u TBST i
inkubirane 2 h na sobnoj temperaturi sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom obelezZenim
HRP. Spisak koris¢enih primarnih i sekundarnih antitela i njihova razblaZenja dati su u
Tabelama 3.3. i 3.4. Potom membrane su ispirane 3 puta po 10 minuta u TBST i stavljene 2
minuta u radni rastvor luminola (sastav radnog rastvora Tabela 3.9.). Membrane su slikane
pomocu iBright CL1500 Imaging System (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD).

Trake za svako antitelo su odabrane prema ocekivanoj molekulskoj teZini navedenoj u
uputstvu proizvodaca antitela. Kvantifikacija traka je uradena u Image] softveru
denzitometrijskom metodom na osnovu 3 nezavisna eksperimenta. Kvantifikovani signali su
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normalizovani prema optickoj gustini signala B-tubulina. Vrednosti su prikazane kao
aritmeticka sredina * standardna devijacija.

3.9. Statisticka analiza

Za statisticku analizu podataka koriS¢en je SPSS (engl. Statistical Package for the Social
Sciences; IBM, version 22.0, Armonk, Njujork, SAD). Normalnost raspodele podataka testirana je
upotrebom Shapiro-Wilk testa. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Statisticka znacajnost razlike izmedu eksperimentalnih grupa za parametre
imunohistohemijske i imunoblot analize, kao i RT-PCR u zavisnosti od broja ispitivanih grupa
odredena je jednostrukom ANOVA sa odgovaraju¢im post-hoc testom (engl. Tukey’s multiple
comparison test) i t-testom za nezavisne uzorke. Razlike unutar grupa su ispitivane
upotrebom t-testa za nezavisne uzorke. Statisticki znacajne vrednosti su smatrane kada je
p<0,05, a visoko statisticki znacajne ako je p<0,01 i p<0,001.
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Rezultati

Prema postavljenim ciljevima istrazivanja ispitivan je uticaj hiperbari¢ne oksigenacije
(HBO) na aktivaciju glijskih c¢elija (mikroglije i astrocita) i regenerativnhe procese u
kortikalnom tkivu oko mesta povrede. Pored toga, ispitivan je i uticaj ablacije senzomotorne
kore prednjeg mozga pacova (ASK) i HBO tretmana na procese neurogeneze u neurogenim
zonama mozga adultnih pacova (SVZ, subventrikularna zona oko lateralnih komora i
hipokampus).

4.1. Uticaj ASK i HBO tretmana na prisustvo i aktivnost mikroglije oko mesta povrede

Za obelezavanje aktiviranih cCelija mikroglije koriS¢eno je antitelo ED1 (zelena
fluorescencija). S obzirom da postoje dva tipa aktivirane mikroglije: proinflamatorni (M1) i
antiinflamatorni (M2), identifikacija tipa aktivirane ED1-pozitivne mikroglije je uradena na
osnovu ekspresije citokina TNF-a i IL-10. Naime, mikroglija koja eksprimira proinflamatorni
citokin TNF-a predstavlja M1, a ona koja eksprimira antiinflamatorni citokin IL-10 predstavlja
M2 tip. Promene u ekspresiji ovih markera proinflamatornog (TNF-q, crvena flourescencija) i
antiinflamatornog odgovora (IL-10, crvena flourescencija) pracene su primenom specificnih
antitela.

4.1.1. ASK dovodi do aktivacije mikroglije oko mesta povrede dok HBO tretman
podstice promenu fenotipa mikroglije od M1 - proinflamatornog ka M2-
antiinflamatornom tipu

Deset dana nakon ASK, u Sirokom regionu oko mesta povrede zapaza se veliki broj
ED1-pozitivnih mikroglijskih Celija (zelena fluorescencija, Slike 4.1.A,G). Bojenje na TNF-a
pokazalo je prisustvo ovog citokina u korteksu, narocito oko mesta lezije (crvena
fluorescencija, Slika 4.1.B). Preklapanje ispitivanih markera potvrdilo je prisustvo ED1/TNF-
a-pozitivnih cCelija (Zuto, Slika 4.1.C), uz samu ivicu lezije, koje pripadaju proinflamatornom
M1 tipu aktivirane mikroglije. U isto vreme deset dana nakon povrede pracena je i ekspresija
IL-10 (crvena flourescencija, Slika 4.1.H). Koekspresija ED1 i IL-10 (Zuto, Slika 4.1.1) pokazuje
da je antiinflamatorni tip ED1/IL-10-pozitivhe mikroglije prisutan oko mesta povrede, ali u
manjoj meri nego proinflamatorni tip (Slika 4.1.C).

Sa druge strane, nakon 10 uzastopnih HBO tretmana na presecima mozgova Zivotinja,
koje pripadaju LHBO grupi, primecuje se da su ED1-pozitivne mikroglijske ¢elije (zelena
fluorescencija, Slike 4.1.D,]) uglavhom ograniCene na region oko mesta povrede. Ekspresija
TNF-a uocava se samo u delu korteksa, u uskom regionu oko mesta lezije (crvena
fluorescencija, Slika 4.1.E). Istovremeno, zapaza se povetana ekspresija IL-10 oko mesta
povrede (crvena fluorescencija, Slika 4.1.K). Prisustvo ED1/TNF-a-pozitivnih celija (Zuto,
Slika 4.1.F) bilo je zanemarljivo u odnosu na ED1/IL-10-pozitivne Celije (Zuto, Slika 4.1.L), Sto
ukazuje na dominantno prisustvo antiinflamatornog M2 tipa mikroglije nakon HBO tretmana.
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Slika 4.1. Deset uzastopnih HBO tretmana podstice promenu polarizacije mikroglije u
smeru antiinflamatornog (M2) tipa. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog
bojenja mikroglije (ED1, zeleno) i TNF-a (crveno) u korteksu operisanih (A-C) i LHBO (D-F)
Zivotinja, odnosno mikroglije (ED1, zeleno) i IL-10 (crveno) u korteksu operisanih (G-1) i LHBO
(J-L) Zivotinja. Celije mikroglije deset dana nakon povrede vise eksprimiraju TNF-a (ED1/TNF-a-
pozitivne Celije, Zuto, C) u odnosu na IL-10 (ED1/IL-10-pozitivne Celije, Zuto, I), Sto govori u
prilog polarizacije mikroglije u smeru M1 (proinflamatornog tipa). Nakon HBO tretmana,
dominantno je prisustvo M2 antiinflamatornog tipa (ED1/IL-10-pozitivne Celije, Zuto, L) u
odnosu na M1 proinflamatorni tip (ED1/TNF-a-pozitivne Celije, Zuto, F). * - mesto lezije.
Uvelic¢anje 10x. Skracenice: lezija (L); lezija+HBO (LHBO).
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4.2. Uticaj ASK i HBO tretmana na fenotip i morfologiju astrocita oko mesta povrede

Za proucavanje morfologije astrocita, radeno je fluorescentno bojenje sa antitelima na
GFAP (marker astrocita, zelena imunofluorescencija). U fizioloSkim uslovima u korteksu
velikog mozga prisutni su protoplazmati¢ni astrociti malog celijskog tela i brojnih, tankih
citoplazmatskih nastavaka. Nakon povrede mozga dolazi do astroglioze, astrociti postaju
reaktivni i menjaju morfologiju, povecavaju telo, a nastavci su im zadebljali. Imaju¢i u vidu da
reaktivni astrociti mogu da ispolje dva fenotipa: A1 (neurotoksi¢ni) i A2 (neuroprotektivni), u
ovom istraZzivanju identifikacija tipa astrocita je uradena na osnovu prisutne ekspresije
antiinflamatornog citokina IL-10 (marker A2 tipa astrocita, crvena imunoflourescencija).

4.2.1. HBO tretman podstice polarizaciju astrocita u smeru antiinflamatornog A2
fenotipa astrocita nakon ASK

Desetog dana nakon ASK oko mesta povrede uocava se astroglioza i prisustvo
mnogobrojnih reaktivnih astrocita, koji pojacano eksprimiraju GFAP (Slika 4.2.A,C).
Morfologija ovih ¢elija je promenjena u odnosu na protoplazmati¢ne astrocite u kontrolnoj
grupi. Naime, reaktivni astrociti su celije velikog tela i zadebljalih nastavaka (Slika 4.2.A,C).
Dvojno fluorescentno bojenje sa antitelima na GFAP i antiinflamatorni citokin IL-10 (Slika
4.2.C) pokazalo je da su oko mesta lezije prisutni GFAP-pozitivni, IL-10-negativni astrociti
(Slika 4.2.A-C), dok su astrociti dalji od mesta povrede bili GFAP/IL-10-pozitivni (Slika 4.2.A-C
insert). Astrociti u L grupi, neposredno uz mesto povrede, imaju pretezno proinflamatorni
fenotip. Neposredno ispod mesta lezije astrociti su organizovani u vidu astroglijalnog oZiljka,
koji predstavlja kompaktnu granicu oko mesta povrede. Ovi astociti su izduZeni, isprepletanih
nastavaka i postavljeni paralelno u odnosu na samu leziju. Sa udaljavanjem od mesta lezije
astrociti pokazuju razgranatu morfologiju (Slika 4.2.A) i povecavaju ekspresiju IL-10 (Slika
4.2.B,C).

Sa druge strane deset HBO tretmana nakon ASK daje drugaciju sliku. GFAP bojenje
pokazuje prisustvo brojnih reaktivnih astrocita oko mesta povrede (Slika 4.2.D), ali su ove
¢elije razgranate, zvezdaste morfologije. Takode, uocena je jaca imunoreaktivnost na IL-10 u
Sirokom regionu oko mesta lezije (Slika 4.2.E). Dominantno je prisustvo astrocita koji
ispoljavaju antiinflamatorni GFAP/IL-10-pozitivni fenotip (Zuto, Slika 4.2.F). Dobijeni rezultati
ukazuju da HBO tretman menja morfologiju astrocita uocenu u glijalnom oziljku kod L grupe,
kao i da podstice polarizaciju astrocita u smeru antiinflamatornog, A2 tipa.
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Slika 4.2. HBO tretman favorizuje A2 tip astrocita nakon ASK. Reprezentativne
mikrografije imunofluorescentnog bojenja astrocita (GFAP, zeleno) i IL-10 (crveno) u korteksu
operisanih (A-C) i LHBO tretiranih (D-F) Zivotinja. GFAP-pozitivni astrociti oko mesta lezije u
grupama lezija (A) i LHBO (D). Razlikovanje neurotoksicnog (A1) od neuroprotektivnog (AZ2)
tipa astrocita je vizualizovano pomocu IL-10 u grupama L (B) i LHBO (E). Koekspresija oba
markera je pokazala da je A2 tip astrocita dominantno prisutan na presecima Zivotinja koje
pripadaju LHBO grupi. Na ve¢em uvelicanju (insert), primecuju se morfoloske razlike astrocita u
L i LHBO grupi. * - mesto lezije. Uvelicanje: 10x, insert 63x. Skracenice: lezija (L); lezija+HBO
(LHBO).

4.2.2. Morfometrijska analiza astrocita

S obzirom da su uocCene razlike u morfologiji astrocita u ovim grupama,
morfometrijskom analizom odredena je prosecna duZina nastavaka po astrocitu.

Protoplazmaticni astrociti u kontrolnoj grupi se karakteriSu miruju¢om morfologijom,
imaju malo telo i tanke, razgranate nastavke (Slika 4.3.A). Nasuprot tome, reaktivni astrociti
prisutni u glijalnom oziljku u L grupi imaju veliko telo i jako dugacke, debele nastavke (Slika
4.3.B). Sa druge strane, reaktivni astrociti LHBO grupe (Slika 4.3.C) imaju manja tela u odnosu
na reaktivne astrocite L grupe, a veca tela u odnosu na astrocite koji pripadaju kontrolnoj
grupi. Takode, astrociti LHBO grupe imaju razgranatije nastavke, koji po duzini podsec¢aju na
astrocite kontrolne grupe.

Kvantifikacija dobijenih rezultata za prose¢nu duZinu nastavaka astrocita prikazana je
na grafiku (Slika 4.3.D). U poredenju sa FK (3,83%#1,20 pm, beli stubi¢), ASK je izazvala
statisticki znacajan (p<0,001) porast (za 59,81%) u prosecnoj duzini nastavaka po astrocitu
ASK (9,53%2,10 pum, crni stubi¢). Reaktivni astrociti u LHBO grupi imaju statisticki znacajno
manje vrednosti (4,42+1,92 pm, sivi stubi¢) prosecne duZine nastavaka po astrocitu u odnosu
na reaktivne astrocite u L grupi. Sa druge strane, ne postoji statisticki znacajna razlika
vrednosti proseCne duzine nastavaka po astocitu izmedu FK i LHBO grupe (p=0,764).
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Ovi podaci ukazuju da HBO tretman sprecava znacajno menjanje morfologije astrocita

nakon ASK.
FK
A & B \ &3
- ' L. (
\ - g
‘s N ” ) P4
- 4 . . N
. . ) \‘ “.'
~ l '- \.‘ A ' )
’j./ s x
.l s P
: S LA ,
b L - -
G, he A
LHBO
C » D oOFK @ LHBO
e . :
2 K "
7IN  SHE
S NN ; 3
- { ° . 20
* 4 . i §
‘, : ‘r F g%
Q.
: _rf ‘ 2 g; #
% 3 y E“
P 4 an
N el “" } g.‘ [
5 ¥ 5 ¢
S )
‘ : ' g
; E E‘

Slika 4.3. HBO tretman omogucava ocuvanje morfologije astrocita nakon ASK.
Reprezentativne mikrografije GFAP-pozitivnih astrocita u korteksu na koronalnim presecima
kontrolnih (A), operisanih (B) i HBO tretiranih (C) Zivotinja. (D) Kvantifikacija prosecne duZine
nastavaka astrocita pokazala je promenu morfologije ovih Ccelija nakon ASK. Vrednosti su
predstavljene kao aritmeticka sredina * standardna devijacija. Nivo znacajnosti je ispitivan
jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom (* p<0,001 FK vs. L, # p<0,001 LHBO vs. L).
Uvelic¢anje 63x. Skracenice: fizioloska kontrola (FK); lezija (L); lezija+HBO (LHBO).
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4.3. Uticaj ASK i HBO tretmana na procese neurogeneze i neuroregeneracije oko mesta
povrede i u SVZ

4.3.1. Neuralni odgovor na HBO tretman nakon ASK

Da bismo ispitali neuralni odgovor na 10 sukcesivnih HBO tretmana nakon ASK,
koristili smo nestin (zelena florescencija), marker neuralnih stem ¢elija (NSC) i IL-10 (crvena
flourescencija), za koji je pokazano da, osim toga Sto je antiinflamatorni citokin, reguliSe i
proces adultne neurogeneze. Pratili smo ekspresiju navedenih markera u delu korteksa oko
mesta povrede, kao i u SVZ lateralnih komora (mesto adultne neurogeneze).

Kao $to je i prethodno pokazano, ASK povecava ekspresiju IL-10 oko mesta povrede
(Slika 4.4.B). Takode je uocena i ekspresija nestina u istom regionu (Slika 4.4.C).
Koekspresijom ovih markera pokazano je prisustvo brojnih nestin/IL-10-pozitivnih ¢elija u
korteksu oko mesta lezije (Slika 4.4.A). U isto vreme, u SVZ prisutan je veliki broj IL-10-
pozitivnih, ali nestin-negativnih celija. (Slika 4.4.A-C).

Tretman HBO nakon ASK povecava ekspresiju i IL-10 (Slika 4.4.E) i nestina (Slika
4.4.F), kao i broj nestin/IL-10-pozitivnih neuralnih stem celija oko mesta lezije u odnosu na L
grupu. U SVZ uocava se ekspresija IL-10 (Slika 4.4.E) i nestina (Slika 4.4.F). Rostralni
migratorni put (RMP), koji se sastoji od nestin/IL-10-pozitivnih Celija se proteZe od SVZ do
mesta lezije (Slika 4.4.D-F).

Na ve¢em uvelicanju se posebno dobro vidi da nakon HBO (Slika 4.5.G-L), dolazi do
povecane koekspresije nestina i IL-10 oko mesta lezije u odnosu na L grupu (Slika 4.5.A-F).
Povecan broj nestin/IL-10-pozitivnih neurona prisutan je u i subventrikularnoj zoni u LHBO
grupi (Slika 4.5.M-0). Takode, u LHBO grupi se primecuje poveéano prisustvo pojedinacnih
neuralnih stem celija, koje su nestin/IL-10-pozitivne, izmedu RMP i mesta lezije (Slika
4.5.G,M) u odnosu L grupu (Slika 4.5.A,D) Sto ukazuje da tretman sa HBO nakon ASK moZe da
podstakne endogene NSC da migriraju u region oko mesta povrede, kao i da IL-10 ima
znacajnu ulogu u regulaciji ovog procesa.
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Slika 4.4. HBO dovodi do povecane ekspresije IL-10 i nestina oko mesta lezije i u
subventrikularnoj zoni (SVZ). Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja
nestina (zeleno) i IL-10 (crveno) u korteksu operisanih (A-C) i LHBO tretiranih (D-F) Zivotinja.
(A-C) IL-10-pozitivne i nestin-negativne neuralne stem Celije prisutne su u SVZ nakon ASK.
Takode, oko mesta lezije nakon ASK prisutan je veliki broj i nestin/IL-10-pozitivnih Celija. (D-F)
Tretman HBO nakon ASK povecao je broj nestin/IL-10-pozitivnih neuralnih stem Celija oko
mesta lezije i u SVZ. Nestin/IL-10-pozitivne Celije formiraju migratorni put, koji se proteZe od
SVZ do mesta lezije. * - mesto lezije. Uvelicanje 10x. Skracenice: lezija (L); lezija+HBO (LHBO),
SVZ (subventrikularna zona).
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Slika 4.5. Hiperbaricnom oksigenacijom podstaknut neuralni odgovor nakon AKS.
Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja nestina (zeleno) i IL-10 (crveno) u
korteksu operisanih (A-F) i LHBO tretiranih (G-0) Zivotinja. Poveé¢ano prisustvo nestin/IL-10-
pozitivnih neurona oko mesta lezije (G-L) u odnosu na L grupu (A-F). U LHBO grupi je poveéana
koekspresija nestina i IL-10 u subventrikularnoj zoni (M-0). Nasuprot L grupi (A,D), u LHBO
grupi se primecuje poveéano prisustvo pojedinacnih nestin/IL-10-pozitivnih neuronalnih stem
Celija izmedu rostralnog migratornog puta i mesta lezije (G,M). * - mesto lezije. Uvelicanje: 20x
(A-C,G-1), 40x (D-F, J-0). Skracenice: subventrikularna zona (SVZ).
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4.3.2. Hiperbari¢na oksigenacija dovodi do regeneracije povredom osStecenih
neurofilamenata

Za ispitivanje citoskeletnih promena u neuronima nakon ASK i HBO tretmana koristili
smo imunofluorescentno bojenje na nefosforilisane lance neurofilamenata (marker SMI32)
(obelezava cCelijska tela neurona i dendrite prvenstveno piramidalnih neurona III, V i VI sloja
korteksa). Takode, koristili smo i protein povezan sa mikrotubulama (engl Microtubule-
Associated Protein 1b, MAP1b), za koji se zna da je neophodan za razvoj i regeneraciju aksona.

Medu kontrolnim grupama nisu bile primecene razlike nakon primenjenog dvojnog
bojenja citoskeletnih proteina. Za poredenje sa promenama uocenim u L i LHBO grupi
prikazani su rezultati SHAM kontrolne grupe Zivotinja. U kontroli bojenje na SMI32 uocavaju
se tanka, ravna vlakna u neuritima i tanak sloj oko tela nervnih ¢elija (zelena fluorescenca,
Slika 4.6.A,C). Isti obrazac bojenja pokazan je i sa MAP1b (crvena fluorescenca, Slika 4.6.A,B).

Nakon povrede dolazi do oSteCenja i fragmentacije aksona neurona (Slika 4.6.D-G,
strelice). Na presecima je prisutan prekid kontinuiteta aksona (Slika 4.6.E-G, glava stelice). Sa
druge strane, pod uticajem HBO primeceno je smanjeno oSteCenje aksona i prisustvo
regeneracije nastavaka (Slika 4.6.H-K, strelice). Takode, nakon HBO tretmana uocen je
povecan broj MAP1b/SMI32-pozitivnih ¢elija (Slika 4.6.H, I).
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Slika 4.6. HBO dovodi do regeneracije povredom oSte¢enih nastavaka neurona.
Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja SMI32 (zeleno) i MAP1b (crveno) u
korteksu kontrolnih (A-C), operisanih (D-G) i LHBO tretiranih (H-K) Zivotinja. (A-C) Ekspresija
SMI32 i MAP1b u neuritima i Celijskim telima neurona u korteksu SHAM Zivotinja. (D) Deset
dana nakon povrede oko mesta lezije uocavaju se neuroni sa ostecenim aksonima (strelice) i
narusen kontinuitet aksona (E-F). (H-K) Deset sukcesivnih HBO tretmana smanjuje ostecenja
nastavaka. Pravougaonici na slikama D i H obeleZavaju mesta prikazana na vecem uveli¢anju.
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Uvelicanje: 20x (A-D, H), 40 (E-G, I-K). Skracenice: lezija (L); lezija+HBO (LHBO); SHAM kontrola
(SHAM).

4.3.3. Ekspresija Dcx gena nakon 10 uzastopnih tretmana hiperbaricnom
oksigenacijom

U cilju ispitivanja procesa neurogeneze u korteksu nakon HBO tretmana ispitivana je
ekspresija Dcx, markera adultne neurogeneze (Grafikon 4.1). Kako prilikom
imunohistohemijskih i imunofluorescentnih analiza nije uocena razlika izmedu kontrolnih
grupa, sva genska ispitivanja su uradena u odnosu na SHBO kontrolnu grupu. Ekspresija Dcx
gena je statisticki znacajno manja u eksperimentalnim grupama u odnosu na SHBO (* p<0,05
SHBO vs. L, # p<0,05 SHBO vs. LHBO). U LHBO grupi nije pokazana statisticki znacajna razlika
u ekspresiji gena od interesa u odnosu na L grupu desetog dana nakon povrede (p=0,860).
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Grafikon 4.1. Ekspresija Dcx gena u ispitivanim grupama. Ekspresija Dcx je smanjena u L i
LHBO grupi u odnosu na SHBO. Statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa i
eksperimentalnih (* p<0,05 SHBO vs. L, # p<0,05 SHBO vs. LHBO). Skracenice: dablkortin (DCX);
SHAM kontrola (SHAM); Lezija (L); lezija+HBO (LHBO).

4.3.4. HBO tretman povecava proliferaciju celija i maturaciju nezrelih neurona nakon
povrede mozga

Da bismo kvantifikovali broj ¢elija koje proliferiSu koristili smo marker proliferacije
Ki67 (crvena fluorescencija), a za vizualizaciju neuroblasta dvojno smo obojili ove preparate
koriste¢i uz Ki67 i marker DCX (zelena fluorescencija).

Buduc¢i da kod sve tri kontrolne grupe: FK, SHAM i SHBO nije bilo razlike u ekspresiji
DCX proteina, prikazani su rezultati samo za SHAM grupu, koja je koris¢ena kao kontrola i u
analizi ekspresije Dcx gena. U korteksu se uocavaju samo sporadicne DCX-pozitivne (zelena
fluorescenca, Slika 4.7. A,C) i Ki67-pozitivne Celije (zelena fluorescenca, Slika 4.7. B,C).

ASK povecava proliferaciju Celija u korteksu oko mesta povrede (crvena fluorescenca,
Slika 4.7.D,E). Takode, u korteksu Zivotinja L grupe prisutne su i brojne DCX-pozitivne Celije
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oko mesta lezije (zelena fluorescenca, Slika 4.7.D,F). Preklapanje ova dva markera najvece je u
SVZ i RMP.

U LHBO grupi dolazi do povecanja ukupnog broja Ki67-pozitivnih Celija (crvena
fluorescenca, Slika 4.7.G,H) u odnosu na L grupu Sto je pokazano i kvantifikacijom broja ¢elija
u ove dve eksperimentalne grupe. Naime, HBO tretman statisticki znacajno povecava broj
Ki67-pozitivnih Celija (778.8+123.94) (L vs. LHBO p<0,001), dvostruko u odnosu na broj celija
uocen u L grupi (357,6£61.17) (Slika 4.7.]). Ove ¢Celije mogu odgovarati mikrogliji, astrocitima
i neuroblastima. Pracenje DCX imunofluorescence pokazalo je povetanu ekspresiju ovog
proteina u ispitivanim regionima (zelena fluorescenca, Slika 4.7.G,I). Preklapanje koriS¢enih
markera (Ki67/DCX-pozitivne Celije) je najviSe uocljivo u SVZ i migratornom putu, Sto govori
u prilog postojanju neuroblasta u tom regionu (Zuto, Slika 4.7. G).
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Slika 4.7. Efekat ASK i HBO tretmana na broj Ki67- i DCX-pozitivnih celija u korteksu i
SVZ. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja DCX (zeleno) i Ki67 (crveno)
kod kontrolnih (A-C), operisanih (D-F) i LHBO tretiranih (G-1) Zivotinja. (A-C) U kontrolnim
grupama uoceno je prisustvo malog broja neuroblasta. (D-F) ASK povecava broj Ki67-pozitivnih
celija u korteksu oko mesta lezije gde se uocavaju DCX-pozitivne i Ki67-pozitivne Celije. (G-1) U
LHBO grupi dolazi do poveéanja broja Ki67-pozitivnih Celija u odnosu na L grupu. Pored toga, u
sirokom regionu oko mesta povrede zapaZa se izrazito poveéanje DCX imunoreaktivnosti.
Preklapanje Ki67 sa DCX imunofluorescencom (Zuto) je dominantno u SVZ i migratornom putu,
kao i oko mesta povrede. (J) Nakon HBO tretmana dolazi do statisticki znacajnog dvostrukog
povecanja broja Ki67-pozitivnih Celija (L vs. LHBO p<0,001) u odnosu na broj Celija koji je uocen
u L grupi. * - mesto lezije. Uvelicanje 5x. Skracenice: fizioloska kontrola (FK); lezija (L);
lezija+HBO (LHBO); rostralni migratorni put (RMP); SHAM kontrola (SHAM); SHAM + HBO
(SHBO), subventrikularna zona (SVZ).

Budud¢i da u korteksu kontrolnih grupa Zivotinja nisu primec¢ene DCX/Ki67-pozitivne
¢elije u daljoj analizi poredenje je radeno izmedu L i LHBO grupe.

Na veem uvelicanju oko mesta povrede nakon ASK se uocava mali broj DCX-
pozitivnih, mladih, bipolarnih neurona (Slika 4.8.A,C, strelice) sa malim telima i tankim
nastavcima (Slika 4.8.A,C, insert). Nakon HBO tretmana broj ovih DCX-pozitivnih mladih
unipolarnih i bipolarnih neurona oko mesta lezije se znacajno povecava (Slika 4.8.D,F,
strelice). Ovi neuroni imaju mnogo krupnija tela i duZe nastavke (Slika 4.8.D,F, insert).

U SVZ nakon ASK na pocetku migratornog puta uocava se veliki broj okruglih
progenitorskih ¢elija koje su gusto napakovane u ,grozdastu” strukturu (Slika 4.8.G-I). Neki od
ovih progenitora su samo DCX-pozitivni (zeleno), a neki su DCX/Ki67-pozitivni (Zuto), dok je
veci broj njih samo Ki67-pozitivan (crveno, Slika 4.8.G-I, crveni vrh strelice). Nakon 10 HBO
tretmana u SVZ na pocetku migratornog puta (Slika 4.8.J-L) broj progenitora koji su
DCX/Ki67-pozitivni (Zuto) je povecan. Medutim, ono $to je posebno vazno zapaZanje je da se
ve¢ na samom pocetku puta uocava veliki broj mladih DCX-pozitivnih neurona (zeleno), koji
se odvajaju od puta. Vecina od njih je unipolarna, ali ima i bipolarnih, pa ¢ak i multipolarnih
(Slika 4.8.],L, strelice).

Dobijeni rezultati ukazuju da HBO tretman ne samo da povecava proliferaciju ¢elija,
ve¢ povecava neurogenezu oko mesta povrede i ubrzava maturaciju progenitora neurona u
SVZ i migratornom putu od SVZ do mesta povrede.
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Slika 4.8. HBO tretman povecava broj nezrelih neurona oko mesta povrede i ubrzava
njihovu maturaciju u SVZ. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja DCX
(zeleno) i Ki67 (crveno) kod operisanih (A-C, G-1) i LHBO tretiranih (D-F, J-L) Zivotinja. (A-C)
Nakon ASK u korteksu se uocava prisustvo DCX-pozitivnih, bipolarnih neurona manje velicine
(strelice, insert). (D-F) Nakon HBO tretmana prisutno je vise mladih DCX-pozitivnih unipolarnih i
bipolarnih neurona (strelice). (G-1) U SVZ, nakon ASK, prisustne su gusto napakovane okrugle
progenitorske Celije. Jedan deo ovih progenitora je samo DCX-pozitivan (zeleno), drugi
DCX/Ki67-pozitivan (Zuto), a najveci deo samo Ki67-pozitivan (crveni vrh strelice). (J-L) Nakon
10 HBO tretmana povecano je prisustvo DCX/Ki67-pozitivnih (Zuto) progenitora. U LHBO grupi
prisutni su mladi DCX-pozitivni neuroni (zeleno, ],L), koji se odvajaju od RMP. Uvelicanje: 40x.
Skracenice: lezija (L); lezija+HBO (LHBO).
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4.4. Uticaj ASK i HBO tretmana na adultnu neurogenezu u hipokampusu

4.4.1. ASK dovodi do degeneracije neurona u granularnom sloju DG hipokampusa

Da bismo okarakterisali smrt neurona u DG i odredili lokaciju ¢elija koje podlezu
degeneraciji, Kkoristili smo dvostruko imunofluorescentno bojenje za FJB (marker
degenerisanih neurona; Slika 4.9.A,D - zelena fluorescencija) i NeuN (marker zrelih neurona;
Slika 4.9.B,E - crvena fluorescencija). S obzirom da je granularni sloj DG podeljen na trecine:
spoljasnju (ST), srednju (SrT) i unutrasnju (UT), ispod koje je subgranularna zona gde se
nalaze neuralne stem Celije, pratili smo uticaj ASK na degeneraciju neurona preko distribucije
F]B-pozitivnih neurona u ovim specificnim podslojevima.

Nakon analize dobijenih Slika FJB i NeuN bojenjem, u FK nisu uoceni neuroni koji su
podlegli degeneraciji ni u jednom regionu DG (Slika 4.9.A-C). Nasuprot tome, ASK je izazvala
intenzivhu neurodegeneraciju u DG (Slika 4.9.D-F) na koju ukazuje povecanje F]B-
imunoreaktivnosti (Slika 4.9.D,F). Pokazana je specificna distribucija F]B- i NeuN-pozitivnih
neurona u SGZ i podslojevima DG (Slika 4.9.D-F). Preklapanje ova dva markera (Slika 4.9.F,
Zuto), pokazalo je da su cCelije koje degeneriSu upravo neuroni i omogucilo njihovu lokalizaciju
prevashodno u unutrasnjoj i srednjoj trecini granulanog sloja. Takode, prisustvo ovih neurona
je pokazano i u SGZ. Sa druge strane, F]JB/NeuN-pozitivni neuroni su retko videni u spoljnoj
tre¢ini granulanog sloja DG. Mali broj F]JB/NeuN-pozitivnih neurona je pronaden u
molekularnom sloju DG i u hilusu (Slika 4.9. F).

Na osnovu ovih rezultata zakljuteno je da ASK pokazuje specifican uticaj na DG
uzrokujudi Celijsku smrt neurona pretezno u unutrasnjoj trecini granularnog sloja i u SGZ DG
hipokampusa.

Slika 4.9. ASK indukuje smrt neurona pretezno u unutrasnjoj i srednjoj trecini
granularnog sloja i u subgranulanoj zoni dentatnog girusa. Reprezentativne mikrografije
imunofluorescentnog bojenja nervnih Celija (NeuN, crveno), jedara (DAPI, tamno plavo) i ¢elija u
degeneraciji (FJB, zeleno) u DG hipokampusa kontrolnih (A-C) i operisanih (D-F) Zivotinja. (4, C)
U FK, F|B bojenje je bilo slabo, a samim tim F|B-pozitivne Celije su bile retko prisutne. (B, E)
Ekspresija NeuN u neuronima granularnog sloja DG u grupama FK i L. (D) Poveéana FJB-
imunoreaktivnost nakon ASK ukazuje na povecanu Celijsku degeneraciju. Kolokalizacija ova dva
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bojenja prikazana je na (C) i (F) zajedno sa DAPI bojenjem koje je omogucdilo vizualizaciju
jedara. (F) Preklapanje sva tri bojenja (Zuto) potvrdilo je da su upravo neuroni Celije koje
podleZu degeneraciji. Naglasena FJB-imunoreaktivnost nakon ASK (D, F) je najvise zastupljena u
unutrasnjoj i srednjoj trecini granularnog sloja i SGZ, sto ukazuje da su neuroni ovih regiona
narocito osetljivi na povredu. FJB/NeuN-pozitivni neuroni su retko prisutni u molekularnom
sloju DG i u hilusu. Skala 50um. Skracenice: dentatni girus (DG), fizioloska kontrola (FK); lezija
(L); molekularni sloj (MS); granuarni sloj (GS); spoljna (ST), srednja (SrT) i unutrasnja trecina
(UT) granularnog sloja; subgranularna zona DG (SGZ); fizioloska kontrola (FK); lezija (L).

4.4.2. HBO tretman sprecava gubitak neurona izazvan ASK u granularnom sloju DG

U cilju provere efekta HBO tretmana na uoceni gubitak granularnih neurona u DG
hipokampusa izazvan ASK, uradeno je imunofluorescentno bojenje na NeuN. Potom je
odreden intenzitet NeuN bojenja za i unutrasnju i spoljasnju ivicu DG (opis metode je dat u
poglavlju Materijal i metode, 3.6.5. Analiza preparata).

Ekspresija NeuN proteina kod kontrolnih grupa

U sve tri kontrolne grupe FK (Slika 4.10.A), SHAM (Slika 4.10.B) i SHBO (Slika 4.10.C)
nije doSlo do gubitka NeuN-pozitivnih neurona DG. Odredene su vrednosti intenziteta NeuN
fluorescencije za unutrasnju i spoljasnju ivicu DG u svakoj grupi i dobijeni rezultati su
prikazani na grafiku (Slika 4.10.D). Kvantifikacija intenziteta fluorescencije (arbitrarne
jedinice, AU) unutrasnje (147,95+10,77) i spoljasnje ivice (148,56+9,99) u SHAM kontroli,
unutrasnje (150,38+11,82) i spoljasnje ivice (143.80+£3.03) u SHBO grupi, kao i unutrasnje
(159,21+6,18) i spoljasnje ivice (153,79+4,56) u FK grupi nije polazala statisticki znacajnu
razliku (unutrasnja ivica: FK vs. SHAM p=0,206; FK vs. SHBO p=0.430; SHAM vs. SHBO
p=0,989; spoljasnja ivica: FK vs. SHAM p=0,718; FK vs. SHBO p=0,147; SHAM vs. SHBO
p=0,783).

U FK grupi, kvantifikacija (Slika 4.10. beli stubi¢i) intenziteta fluorescencije izmedu
unutrasnje (159,2146,18) i spoljasnje ivice (153,79%4,56) DG nije pokazala statisticki
znacajnu razliku (p=0,114). Shodno tome, sva poredenja dobijenih vrednosti u drugim
grupama su napravljena u odnosu na intenzitet fluorescencije unutrasnje ivice DG
hipokampusa FK grupe.
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Slika 4.10. Ekspresija NeuN proteina u unutrasnjoj i spoljasnjoj ivici DG hipokampusa
kontrolnih Zivotinja. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja nervnih Celija
(NeuN, crveno) u DG. Ekspresija NeuN u granularnom sloju DG hipokampusa FK (A), SHAM (B) i
SHBO (C) Zivotinja. (D) Intenzitet fluorescencije (arbitrarne jedinice, AU) kvantifikovan je u

horizontalne linije). Vrednosti intenziteta fluorescencije u kontrolnim grupama nisu pokazale
statisticki znacajne razlike. Vrednosti su predstavljene kao aritmeticka sredina * standardna
devijacija. Nivo znacajnosti unutar grupe je ispitivan upotrebom T testa za nezavisne uzorke.
Nivo znacajnosti izmedu grupa je ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom.
Skala 50 um (A-C). Skracenice: fizioloska kontrola (FK); SHAM kontrola (SHAM); SHAM + HBO
(SHBO); dentatni girus (DG).
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Uticaj HBO tretmana na ekspresiju NeuN u DG nakon ASK

U poredenju sa FK (Slika 4.11.A), ablacija korteksa izazvala je znaCajan gubitak NeuN-
pozitivnih neurona (Slika 4.8.B, vrhovi strelica) u granularnom sloju DG. Medutim, 10
uzastopnih HBO tretmana smanjilo je gubitak neurona nakon ASK (Slika 4.11.C).

UoCeno smanjenje ekspresije NeuN nakon povrede mozga moZe da ukaZe na
degeneraciju neurona u hipokampusu glodara. Stoga je kvantifikovan intenzitet NeulN
imunofluorescencije u unutrasnjoj (suprapiramidalnoj) i spoljasnjoj (infrapiramidalnoj) ivici
DG hipokampusa (Slika 4.11.D) na koronalnim presecima mozgova Zivotinja FK, L i LHBO
grupe. Dobijeni rezultati su prikazani na grafiku (Slika 4.11.E). ASK je izazvala znacajno
smanjenje (za 41,85%, p<0,001) intenziteta fluorescencije (92,59+9,25, Slika 4.11.E, crni
stubi¢) unutrasnje ivice DG u poredenju sa FK (159,21+6,18, Slika 4.11.E, beli stubic).
Medutim, nakon 10 tretmana HBO, neurodegeneracija koja je indukovana ASK bila je
statisticki znacajno manje izrazena (za 11,49%, p<0,01) (140,93+3,92, sivi stubi¢) u odnosu
na FK.

Smanjenje intenziteta fluorescencije u spoljasnjoj ivici DG nakon ASK je bilo manje
izraZeno u odnosu na ono uoceno u unutrasnoj ivici, ali i dalje statisticki znacajno (za 26,02%,
p<0,001) (117,78+9,52, Slika 4.11.E, crni stubi¢) u odnosu na FK (159,21+6,18, Slika 4.11.E,
beli stubi¢). Sa druge strane, u LHBO grupi, efekat ASK je umanjen HBO tretmanom (za
9,04%), ali vrednost intenziteta fluorescencije (144,82+5,02) (Slika 4.11.E, sivi stubi¢) nije se
statisticki znacajno razlikovala izmedu LHBO i FK grupe (p=0,227).

Tumaceni zajedno, ovi rezultati sugeriSu da ASK, sude¢i po znacajnom gubitku
ekspresije NeuN, izaziva izrazeno propadanje neurona u unutrasnjoj i spoljasnjoj ivici DG.
Nasuprot tome, HBO skoro u potpunosti sprecava smanjenje ekspresije NeuN.
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SLIKA 4.11. Efekat ASK i HBO tretmana na ekspresiju NeuN u granularnom sloju DG
hipokampusa. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja nervnih Celija
(NeuN, crveno) u DG. (A) Ekspresija NeuN u granularnom sloju DG hipokampusa FK Zivotinja.
(B) Gubitak NeuN-pozitivnih granularnih neurona (vrhovi strelica) nakon ASK zapaZen je u
granularnom sloju DG. (C) Nasuprot tome, HBO tretman je smanjio gubitak NeuN-pozitivnih
neurona indukovan ASK. (D) Reprezentativna mikrografija imunofluorescentnog bojenja
koronalnog preseka mozga u nivou povrede senzomotornog korteksa. Uocava se ekspresija
NeuN u hipokampusu i DG ispod mesta lezije. (E) Intenzitet fluorescencije (arbitrarne jedinice,
AU) kvantifikovan je u unutrasnjoj i spoljasnjoj ivici FK (beli stubi¢i), L (crni stubici) i LHBO (sivi
stubi¢i). Nakon ASK, dolazi do statisticki znacajnog smanjenja intenziteta signala u odnosu na
FK u unutrasnjoj, kao i u spoljasnjoj ivici DG hipokampusa. Nakon HBO tretmana intenzitet
fluorescencije je bio slican FK. Vrednosti su predstavljene kao aritmeticka sredina # standardna
devijacija. Nivo znacajnosti je ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom. (*
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p<0,001 FK vs. L, # p<0,001 L vs. LHBO). Skala 50 um (A-D). Skracenice: fizioloska kontrola (FK);
lezija (L); lezija+HBO (LHBO); dentatni girus (DG).

4.4.3. Identifikacija neurona koji prolaze kroz proces degeneracije u DG hipokampusa
nakon ASK

S obzirom da su brojni FJB-pozitivni neuroni otkriveni u SGZ, gde se nalaze NSC,
uradena je identifikacija F]B-pozitivnih Celija.

4.4.3.1. HBO sprecava gubitak novonastalih DCX-pozitivnih nezrelih neurona u
granularnom sloju DG hipokampusa nakon ASK

Pra¢en je broj DCX-pozitivnih neurona u granularnom sloju DG hipokampusa i to
nezavisno u spoljasnjoj i unutrasnjoj ivici DG (opis metode je dat u poglavlju Materijal i
metode, 3.6.5. Analiza preparata).

Kvantifikacija DCX-pozitivnih ¢elija kod kontrolnih grupa

U poredenju sa FK (Slika 4.12.A), u SHAM (Slika 4.12.B) i SHBO (Slika 4.12.C) grupi nije
doslo do gubitka DCX-pozitivnih neurona. Izbrojane su DCX-pozitivne Celije u spoljasnjoj i
unutrasnjoj ivici DG tri kontrolne grupe. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 4.9.D gde je
uocljivo da nema statisticki znacajnih razlika (unutrasnja ivica: FK vs. SHAM: 114+10,31 vs.
106+9,07, p=0,582; FK vs. SHBO: 114+10,31 vs. 103+8,22, p=0.323; SHAM vs. SHBO: 106+9,07
vs. 103+8,22, p=0,991; spoljasnja ivica FK vs. SHAM: 120+5,14 vs. 113+5.11, p=0,520; FK vs.
SHBO: 120+5,14 vs. 10949,91, p=0,169; SHAM vs. SHBO: 113+5.11 vs. 109+9,91, p=0,945)
medu ispitivanim kontrolnim grupama, pa su sva poredenja u daljim analizama radena u
odnosu na FK grupu i to njenu unutrasnju ivicu. Naime, broj DCX-pozitivnih celija u
unutras$njoj (114+10,31) i spoljasnjoj (120+5,14) ivici DG kod FK grupe nije se statisticki
znacajno razlikovao (p=0,191), pa su poredenja broja DCX-pozitivnih Celija operisanih i HBO
tretiranih Zivotinja napravljena u odnosu na unutrasnju ivicu DG FK Zivotinja (Slika 4.12.D,
beli stubic).
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Slika 4.12. Broj DCX-pozitivnih ¢elija u unutrasnjoj i spoljasnjoj ivici DG hipokampusa
kontrolnih Zivotinja. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja nezrelih
nervnih Celija (DCX, zeleno) u DG hipokampusa na koronalnim presecima Zivotinja FK (A), SHAM
(B) i SHBO (C) grupa. Kvantifikacija DCX-pozitivnih celija po mm duZine SGZ kod sve tri
kontrolne grupe nije pokazala statisticki znacajnu razliku u broju ovih Celija. Vrednosti su
predstavljene kao aritmeticka sredina # standardna devijacija. Nivo znacajnosti unutar grupe je
ispitivan upotrebom t-testa za nezavisne uzorke. Nivo znacajnosti izmedu grupa je ispitivan
jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom. Skala 100 um (A-C). Skracenice: fizioloska
kontrola (FK); SHAM kontrola (SHAM); SHAM + HBO (SHBO); dentatni girus (DG).
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Uticaj HBO tretmana na broj DCX-pozitivnih ¢elija u DG nakon ASK

U fizioloSkim uslovima intenzivna ekspresija DCX videna je u ¢elijama u SGZ unutrasnje
i spoljasSnje ivice DG, kao i u hilusu (Slika 4.13.A). Na ve¢em uveli¢anju (Slika 4.13.4, insert)
uoceno je da DCX-pozitivni neuroni imaju razgranate dendrite (vrhovi strelica), koji se
prostiru kroz granularni sloj, od SGZ do molekularnog sloja. DCX-pozitivne celije uo¢ene u
hilusu najverovatnije su progenitori i korpaste Celije.

Poredenjem sa FK grupom (Slika 4.13.A) ekspresija DCX je vidno smanjena nakon ASK
narocito u unutrasnjoj ivici DG (Slika 4.13.B).

Kvantifikacija dobijenih rezultata prikazana je na grafiku (Slika 4.13.D). U poredenju sa
FK (114+10,31, beli stubi¢), ASK je izazvala statisticki znacajan (p<0,001) gubitak DCX-
pozitivnih nezrelih neurona, narocito u unutrasnjoj ivici (za 50,90%) (56+11,03, crni stubi¢).
U manjoj meri, ali ipak statisti¢ki znacajno (za 38,90%, p<0,001), ASK je dovela do gubitka
DCX-pozitivnih neurona i u spoljasnjoj ivici DG (70+10,58, crni stubic).

Medutim, 10 uzastupnih HBO tretmana sprecilo je gubitak novonastalih nezrelih DCX-
pozitivnih neurona u SGZ nakon ablacije korteksa (Slika 4.13.C). Broj DCX-pozitivnih neurona
u unutrasnjoj (116+11,48) i spoljasnjoj (118+5,63) ivici DG hipokampusa (Slika 4.13.D, sivi
stubi¢i) je bio sli¢can broju DCX-pozitivnih neurona u FK.

Ovi podaci ukazuju da su novonastali neuroni posebno ranjivi na ASK, dok je HBO
tretman sprecio ove efekte ASK i zaStitio novonastale neurone.
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Slika 4.13. HBO sprecava gubitak DCX-pozitivnih novonastalih, nezrelih neurona u SGZ
DG hipokampusa nakon ASK. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja
nezrelih nervnih Celija (DCX, zeleno) u DG hipokampusa na koronalnim presecima kontrolnih
(A), operisanih (B) i HBO tretiranih (C) Zivotinja. (A) Na mikrografiji FK Zivotinja videna je
intenzivna ekspresija DCX u Celijama SGZ unutrasnje i spoljasnje ivice DG. Na ve¢em uvelicanju
(insert), primecuje se da novostvoreni, nezreli DCX-pozitivni neuroni imaju razgranate dendrite
(vrhovi strelica), koji se prostiru se od SGZ do molekularnog sloja. Pored toga, DCX-
imunoreaktivnost je prisutna u progenitorima i kosarastim ¢elijama (4, insert) u hilusu. (B) ASK
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je smanjila ekspresiju DCX, smanjenje imunofluorescencije je narocito izraZeno u unutrasnoj ivici
DG ispod mesta lezije (zvezdica). (C) Posle 10 HBO tretmana nakon ASK, nivo ekspresije DCX bio
je slican FK. (D) DCX-pozitivni neuroni kvantifikovani su u unutrasnoj i spoljasnoj ivici DG
hipokampusa. Vrednosti su predstavljene kao aritmeticka sredina * standardna devijacija. Nivo
znacajnosti je ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom (* p<0,001 FK vs. L, #
p<0,001 FK vs. LHBO). Skala 100 um (A-C). Skracenice: fizioloska kontrola (FK); lezija (L);
lezija+HBO (LHBO); dentatni girus (DG); subgranularna zona (SGZ); molekularni sloj (MS).

4.4.3.2. HBO tretman sprecava ASK degeneraciju dendrita nezrelih DCX-pozitivnih
neurona u SGZ

Analiza mikrografija pojedinacnih neurona nije pokazala morfoloske razlike izmedu
neurona kontrolnih grupa (Slika 4.14).

K SHAM SHBO

Slika 4.14. Rekonstruisani neuroni kontrolnih grupa. Rekonstruisani neuroni u FK (A)

SHAM (B) i SHBO (C). Uvelicanje: 63x. Skracenice: fizioloska kontrola (FK); SHAM kontrola
(SHAM); SHAM + HBO (SHBO).

U poredenju sa FK, u SHAM i SHBO grupi nije doslo do statisticki znac¢ajnih promena u
ukupnoj duZzini dendrita, prosecnoj duZini segmenata i broju tacaka grananja (p>0,05), pa su
sva poredenja u daljim analizama radena u odnosu na neurone FK grupe (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Broj tacaka grananja, ukupna duzina dendrita i prosecna duZina segmenta u DCX
pozitivnim neuronima FK, L i LHBO grupe.

p
FK SHAM SHBO FKvs.SHAM FKvs.SHBO SHAM vs. SHBO
UDD 260,81+24,59270,63+11,64256,97+25,46 0,940 0,998 0,827
PDS 18,80+1,68 19,72+1,32 19,30+1,55 0,976 0,998 0,999
TG 6,64%0,96 6,53+0,29 6,14+0,36 0,997 0,529 0,737

Sve vrednosti su prikazane kao artimeticka sredina # standardna devijacija. Nivo znacajnosti je
ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom. Skracenice: ukupna duZina dendrita u
um (UDD); prosecna duZina segmenta u um (PDS); tacke grananja (TG); fizioloska kontrola
(FK); SHAM kontrola (SHAM); SHAM + HBO (SHBO).

Analiza svetlosnih mikroskopija koronalnih preseka potvrdila je znac¢ajan gubitak DCX-
pozitivnih €elija u unutrasnoj ivici DG ispod mesta lezije (Slika 4.15.D) u poredenju sa FK
(Slika 4.15.A), kao sto je uoceno i nakon fluorescentnog bojenja. Takode, ASK je dovela do
morfoloSkih promena nezrelih neurona u SGZ i unutrasnje i spoljasnje ivice (Slika 7.15.E,F).
Reprezentativne mikrografije DG napravljene pod ve¢im uveli¢anjima su otkrile da su dendriti
DCX-pozitivnih neurona u SGZ bili oSte¢eni nakon ASK i da su pretrpeli znacajne morfoloske
promene. Naime, ASK je izazvala ekstremno smanjenje dendritske kompleksnosti SGZ
neurona, koje se manifestovalo skracenjem duZine dendrita i smanjenjom dendritskom
arborizacijom (Slika 4.15.E,F) u odnosu na neurone FK (Slika 4.15.B,C).

HBO tretman sprecava morfoloSke promene neurona koje su izazvane ASK (Slika
4.15.G,H, I). Nezreli neuroni u LHBO grupi morfoloski podse¢aju na neurone koji su
karakteristicni za FK.
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Slika 4.15. HBO tretman sprecava degeneraciju dendrita nezrelih DCX-pozitivnih
neurona u SGZ nakon ASK. Reprezentativne mikrografije imunohistohemijskog bojenja
nezrelih nervnih Celija (DCX) u DG hipokampusa na koronalnim presecima kontrolnih (A,B),
operisanih (D,E) i HBO tretiranih (G,H) Zivotinja. (A,B) Na kontrolnim presecima, DCX-pozitivni
nezreli neuroni se nalaze u SGZ i njihovi dendriti se granaju u unutrasnjoj i srednjoj trecini
granularnog sloja sve do molekularnog sloja. (C) Rekonstruisani neuron u FK. (D,E) ASK dovodi
do gubitka neurona u unutrasnjoj ivici DG. (E) Vece (40x) uveli¢anje SGZ u spoljasnjoj ivici DG
pokazuje znacajne morfoloske promene neurona, koje se manifestuju smanjenjem dendritske
arborizacije. (F) Rekonstruisani neuron nakon ASK. (GH) HBO treman Stiti DCX-pozitivne
neurone i sprecava degeneraciju dendrita. (I) Rekonstruisani neuron nakon HBO tretmana.
Pravougaonici na slikama A, D i G obeleZavaju mesta prikazana na veéem uvelicanju. Skale:
(A,B,D,E,G,H)-50um. Skracenice: dentatni girus (DG).
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Da bi se uporedili uoCeni efekti ASK i HBO na arborizaciju dendrita, odredene su
ukupne duZine dendrita, prosecne duZine segmenata i broj taCaka grananja neurona
smesStenih u spoljasnjoj ivici DG (Tabela 4.2). U L grupi je znacajno smanjena ukupna duZina
dendrita (za 43,16%, p<0,001) i broj tataka grananja (za 60,54%, p<0,001) i samim tim
povecana prosecna duzina segmenta (za 35,43%, p<0,001) u odnosu na FK. Ovi rezultati su
pokazali dramati¢no smanjenje dendritske arborizacije nezrelih neurona u SGZ nakon ASK.

U LHBO grupi, u poredenju sa FK, ukupna duzina dendrita je takode smanjena, ali u
manjem obimu (za 17,92%, p<0,05). U ovoj grupi smanjen je i broj tataka grananja (za
23,43%, p<0,001). Medutim, vrednosti prosecne duZine segmenta su bile slicne u ove dve
grupe (p>0,05).

U L grupi, u poredenju sa LHBO, ukupna duzina dendrita je statisticki zna¢ajno manja
(za 30,75%, p<0,001). U istoj grupi smanjen je broj grananja (za 48,43%, p<0,05). Vrednosti
prosec¢ne duzine segmenta su bile statisticki znacajno manje u grupi LHBO u poredenju sa L
grupom (za 26,29%, p<0,01).

Sve ukupno, ovi rezultati sugeriSu da ASK smanjuje broj novonastalih neurona u DG, ali
i da dovodi do znacajnog oStecenja razvoja dendrita i dendritske arborizacije. Nasuprot tome,
HBO tretman ublaZava ove promene i Stiti morfologiju novonastalih neurona.

Tabela 4.2. Broj tacaka grananja, ukupna duzina dendrita i prose¢na duZina segmenta u DCX
pozitivnim neuronima FK, L i LHBO grupe.

p
FK L LHBO L vs. FK LHBO vs. FK LHBO vs. L
UDD 260,8;124,5 148,2;}120,6 214,02126,5 <0,001 <0,05 <0,001
PDS 18,80+1,68 25,46+4,04 20,16+x3,41 <0,001 0,907 <0,01
TG 6,64+0,96 2,62+0,50 5,08+0,38 <0,001 <0,001 <0,05

Sve vrednosti su prikazane kao artimeticka sredina # standardna devijacija. Nivo znacajnosti je
ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom. Skraéenice: ukupna duZina dendrita u
um (UDD); prose¢na duZina segmenta u um (PDS); tacke grananja (TG); fizioloska kontrola
(FK); lezija (L); lezija+HBO (LHBO).

4.4.3.3. HBO tretman sprecava gubitak DCX/TUJ1-pozitivnih neurona u granularnom
sloju DG nakon ASK

Za potvrdu prethodno navedenih rezultata, uradeno je dvostruko imunofluorescentno
bojenje markerima za rane neurone: DCX (zelena fluorescencija), marker ranih nezrelih
neurona DG i beta-III tubulin (TUJ1, crvena fluorescencija), koji se eksprimira nakon DCX u

prekursorskim ¢elijama tokom adultne neurogeneze i obeleZava postmitoticke neurone (Slika
4.16).

Ekspresija DCX i TUJ1 u FK grupi (Slika 4.16.A-C) posmatrana je u hipokampusu i delu
korteksa Cije koordinate odgovaraju mestu lezije kod operisanih grupa Zivotinja.
Kolokalizacija ova dva proteina pokazala je da se DCX/TUJ1-pozitivni nezreli neuroni
uglavnom nalaze u SGZ unutrasnje i spoljasnje ivice DG (Slika 4.16.A). Kvadratom su
obuhvaceni delovi DG koji su prikazani na ve¢em uvelicanju (Slika 4.16.D-F) Sto je omogucilo
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da se uoce DCX/TUJ1-pozitivne Celije i u unutrasnjoj trecini granularnog sloja DG. Dendriti
ovih cCelija se protezu prema srednjoj i spoljaSnjoj trecini granularnog sloja (Slika 4.16.D-F,
vrhovi strelica). Treba napomenuti da su narocito tela neurona bila intenzivno obojena i sa
DCX i sa TUJ1 (Slika 4.16.D-F), $to nije slucaj sa dendritima, koji su bili samo DCX-pozitivni
(Slika 4.16.D,F, vrhovi strelica). Samo nekoliko DCX/TU]J1-pozitivnih Celija je bilo lokalizovano
u spoljasnjoj tre¢ini granularnog sloja i u molekularnom sloju (Slika 4.16.D-F, bele zvezdice).
U hilusu su detektovane slabo obojene DCX/TUJ1-pozitivne celije sa velikim telima (Slika
4.16.D-F, bele strelice). Takode, detektovane su i Celije okrugle/ovalne morfologije, koje su
uglavnom bile TUJ1-pozitivne (Slika 4.16.D-F, Zute strelice).

ASK je smanjila DCX/TUJ1-imunoreaktivnost u SGZ (Slika 4.16.G-I) i to uglavhom u
izmenjenu morfologiju, koja se karakterisala skracenim i manje razgranatim dendritima, kao
Sto je uocljivo na ve¢em uvelicanju DG (Slika 4.16.]-L, vrhovi strelica). U hilusu, TUJ1-pozitivni
neuroni okrugle/ovalne morfologije bili su i dalje dominantni (Slika 4.16.], K, Zute strelice).

Deset uzastopnih tretmana HBO sprecilo je gubitak DCX/TUJ1-pozitivnih nezrelih
neurona, koji su uglavnom smesteni u SGZ unutrasnje i spoljasnje ivice DG (Slika 4.16.M-0).
Treba napomenuti da se pri veéem uvelicanju, pored neurona, koji se KkarakteriSu
okruglom/ovalnom morfologijom i koji su bili samo TUJ1-pozitivni, uo¢avaju i morfoloski
sli¢cni DCX/TUJ1-pozitivni neuroni (Slika 4.16.P-S, Zute strelice). Stavise, ovi DCX/TUJ1-
pozitivni neuroni su prvenstveno bili lokalizovani na granici hilusa i granularnog sloja. Ovi
podaci ukazuju da su novonastali neuroni posebno osetljivi na ASK i to narocito u unutrasnjoj
ivici DG ispod mesta lezije. Takode, treba napomenuti da je nakon tretmana HBO doslo do
intenzivnog povecanja DCX/TUJ1-imunoreaktivnosti, koja je bila rasprostranjena Siroko oko
mesta lezije (Slika 4.16.M-0, zelene zvezdice).
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Mesto lezije

Mesto lezije

Slika 4.16. Ekspresija DCX i TUJ1 (beta-III tubulin) u DG hipokampusa FK, L i LHBO
grupe. Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja novonastalih, nezrelih
nervnih Celija (DCX, zeleno; TUJ1, crveno) u DG hipokampusa na koronalnim presecima
kontrolnih (A-F), operisanih (G-L) i HBO tretiranih operisanih (M-S) Zivotinja. (A-C) Na slikama
DG FK grupe napravljenim na malom uvelicanju (5x) uocava se ekspresija DCX samo u SGZ i
molekularnom sloju DG, dok je TUJ1, pored hilusa DG, siroko rasprostranjen u hipokampusu i
korteksu. (D-F) Slike DG FK na vecem uvelicanju (40x) su prikazale prisustvo DCX/TUJ1-
pozitivnih Celija (Zuto) u SGZ i UT granularnog sloja. Ovi neuroni sadrZe dendrite koji se proteZu
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prema SrT i ST granularnog sloja (vrhovi strelica). Takode, primeceno je i da se nekoliko
DCX/TU]1-pozitivnih Celija nalazil u ST granularnog sloja i u molekularnom sloju (bele
zvezdice). U hilusu su lokalizovane intenzivno obojene DCX/TU]1-pozitivne Celije sa velikim
Celijskim telima (bele strelice) i druge sa okruglom/ovalnom morfologijom (Zute strelice), koje su
uglavnom bile TU]1-pozitivne. (G-I) Slike koronalnih preseka mozga Zivotinja L grupe na malom
uvelicanju (5x) pokazale su smanjenu ekspresiju DCX u DG, ali i pojavu DCX-pozitivnih Celija u
korteksu ispod mesta lezije. Ekspresija TUJ1 bila je slicha kao u kod FK grupe. (J-L) Vece
uveli¢anje (40x) DG u L grupi, ukazuje da je ASK smanjio broj DCX/TUJ1-pozitivnih nezrelih
neurona u SGZ u poredenju sa FK (D-F). (M-0) Nakon HBO tretmana, primeceno je da je
DCX/TU]1-imunoreaktivnost prevashodno izraZena oko mesta lezije (zelene zvezdice), dok je
vece uvelicanje (P-S) koekspresiju ovih markera potvrdilo i u SGZ (vrhovi strelica) i u hilusu (Zute
strelice). Pravougaonici obeleZavaju mesta gde su napravljene slike vecih uvelicanja. Skala 100
um (A,GM); 50 um (D,],P). Skracenice: fizioloska kontrola (FK); lezija (L); L+HBO (LHBO);
molekularni sloj (MS); spoljna (ST), srednja (SrT) i unutrasnja tre¢ina (UT) granularnog sloja;
subgranularna zona DG (SGZ).

4.4.4. Proliferacija DCX/Ki67-pozitivnih nezrelih neurona u SGZ

Da bi se kvantifikovao broj proliferiSu¢ih celija neuronskog porekla u SGZ DG
hipokampusa uradeno je dvostruko imunofluorescentno bojenje sa Ki67 (marker celijske
deobe, crvena fluorescencija) i DCX (marker nezrelih neurona, zelena fluorescencija). Broj
proliferiSucih celija kvantifikovan je celom duZinom SGZ u FK, L i LHBO grupi. Izbrojane ¢elije
su bile ili Ki67/DCX-pozitivne (Zuto, Slika 4.17.A,D,G)]), DCX-pozitivne (zeleno, Slika
4.17.B,E,H,K) ili Ki67-pozitivne (crveno, Slika 4.17.C,F,I,L). Primeceno je da je vecina ¢elija, u
svim ispitivanim grupama, bila DCX-pozitivna. Bez obzira na ispitivanu grupu, Ki67-pozitivne
Celije bile su locirane pretezno u SGZ i hilusu. Kao $to je ocekivano, Ki67 signal je bio
ograni¢en na jedra celija (crveno, Slika 4.17.A,C, insert). Nasuprot tome, DCX signal je
pronaden uglavnom u citosolu (zeleno, Slika 4.17.A,B, insert) i ¢elijskim nastavcima, koji se
protezu od SGZ do molekularnog sloja (zeleno, Slika 4.17.A,B,G,H, vrhovi strela). Vazno je
napomenuti da je HBO povecala broj neurona, ¢iji se nastavci prostiru do molekularnog sloja
(Slika 4.17.G,H), za razliku od L grupe (Slika 4.17.D,E), na cijim se koronalnim presecima
mozga to samo povremeno vidalo. Stavise, HBO tretman je povecao broj Ki67-pozitivnih ¢elija
u SGZ, hilusu i molekularnom sloju (Slika 4.17.1, zvezdica).

Kvantifikovanjem broja pozitivnih ¢elija pokazano je da je ASK radikalno smanjila broj
svih izbrojanih celija. U poredenju sa FK, smanjen je broj Ki67-pozitivnih celija koje
koeksprimiraju DCX za 58,7% (Zuto, Slika 4.17.]), zatim broj DCX-pozitivnih celija za 61,47%
(zelena fluorescencija, Slika 4.17.K) i na kraju broj Ki67-pozitivnih ¢elija za 31,11% (crvena
fluorescencija, Slika 4.17.L). Za razliku od ASK, nakon HBO, broj DCX-pozitivnih progenitora,
koji eksprimiraju Ki67, neznatno je povecan (6,52%) u poredenju sa FK (Zuto, Slika 4.17.]),
dok je broj Ki67-pozitivnih ¢elija povecan za 22,22% (crvena fluorescencija, Slika 4.17.L). Broj
DCX-pozitivnih celija u LHBO grupi je bio blago smanjen (3,67%) u odnosu na FK. Nakon
odredivanja broja pozitivnih Celija, odreden je udeo progenitora, koji eksprimiraju Ki67 u
svim ispitivanim grupama. U svim grupama zivotinja, FK, L i LHBO, skoro isti broj DCX-
pozitivnih c¢elija koeksprimirao je Ki67 (42,2%, 45,2% i 46,7%). Udeo je najveci u LHBO grupi,
u kojoj su skoro polovinu svih DCX-pozitivnih celija Cinili proliferiSu¢i nezreli neuroni
(Ki67 /DCX-pozitivni). Ovi rezultati sugeriSu da je ASK smanjila broj proliferiSuc¢ih i broj
ukupnih progenitora, koji eksprimiraju DCX, kao i broj svih Ki67-pozitivnih ¢elija. Nasuprot
tome, HBO tretman je povecao broj Celija koje proliferiSu nakon povrede.
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Slika 4.17. Efekat ASK i HBO tretmana na c¢elijsku proliferaciju u DG hipokampusa.
Reprezentativne mikrografije imunofluorescentnog bojenja nezrelih nervnih Celija (DCX, zeleno)
i proliferisucih celija (Ki67, crveno) u DG hipokampusa na koronalnim presecima kontrolnih (A-
C), operisanih (D-F) i HBO tretiranih (G-1) Zivotinja. Koronalni preseci FK Zivotinja su obojeni sa
DAPI (tamno plavo; A-C, insert) u cilju vizualizacije jedara Celija. Ki67 signal je ogranicen na
Celijsko jedro (crveno; A,C insert). Nasuprot tome, DCX signal je uglavnom bio lociran u citosolu i
nastavcima (zeleno; A,B, insert), koji se prostiru od SGZ do molekularnog sloja (A,B, vrhovi
strelica). ASK je smanjila ekspresiju DCX (E, zeleno) i Ki67 (F, crveno) u SGZ, kao i koekspresiju
Ki67/DCX (D, Zuto). Nasuprot tome, HBO je povecao broj DCX-pozitivnih neurona sa nastavcima
koji se protezu do molekularnog sloja (G,H strelice) i povecao broj Ki67-pozitivnih Celija u SGZ,
hilusu i molekularnom sloju (I, crvena fluorescencija, zvezdica). (J-L) Ki67/DCX-, DCX- i Ki67-
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pozitivne Celije su prebrojane duZz cele SGZ DG. Dok ASK drasticno smanjuje broj svih izbrojanih
celija ASK, nakon HBO tretmana, broj proliferisucih nezrelih neurona bio je slican broju Celija
prime¢enom u FK. Medutim, u LHBO grupi, proliferacija ukupnih Ki67-pozitivnih Celija je
znacajno povecana u odnosu na FK. Vrednosti su predstaviljene kao aritmeticka sredina *
standardna devijacija. Nivo znacajnosti je ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc
testom (* p<0,001 FK vs. L, # p<0,001 L vs. LHBO). Skala 50 um (A-I). Skracenice: fizioloska
kontrola (FK); lezija (L); L+HBO (LHBO); molekularni sloj (MS),; subgranularna zona DG (SGZ).

4.4.5. Western blot analiza DCX

Imunoblot analiza ekspresije DCX proteina u desnom hipokampusu je pokazala da nije
doslo do znacajne promene njegove ekspresije izmedu ispitivanih kontrolnih grupa (FK vs.
SHAM p=1,00; FK vs. SHBO p=1,00; SHAM vs. SHBO p=1,00) (Slika 4.18), pa su sva kasnija
poredenja uradena u odnosu na FK.
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Slika 4.18. Imunoblot analiza ekspresije DCX proteina u hipokampusu FK, SHAM i
SHBO. Nije pokazana statisticki znacajna razlika u nivou ekspresije DCX proteina izmedu
ispitivanih grupa. Vrednosti su predstavljene kao aritmeticka sredina * standardna devijacija.
Nivo znacajnosti je ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc testom (FK vs. SHAM
p=1,00; FK vs. SHBO p=1,00; SHAM vs. SHBO p=1,00). Skracenice: fizioloska kontrola (FK);
SHAM kontrola (SHAM); SHAM + HBO (SHBO).

Takode, ni u grupama L i LHBO nije doSlo do statisticki znaCajne promene ekspresije
DCX proteina u odnosu na FK (Slika 4.19).
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Slika 4.19. Imunoblot analiza ekspresije DCX proteina u hipokampusu FK, operisanih i
HBO tretiranih Zivotinja. Nije pokazana statisticki znacajna razlika u nivou ekspresije DCX
proteina izmedu ispitivanih grupa. Vrednosti su predstavljene kao aritmeticka sredina #
standardna devijacija. Nivo znacajnosti je ispitivan jednostrukom ANOVA sa Turkey post hoc
testom (FK vs. L p=0,104; FK vs. LHBO p=0,701; L vs. LHBO p=0,694). Skracenice: fizioloska
kontrola (FK); SHAM kontrola (SHAM); SHAM + HBO (SHBO); lezija (L); L+HBO (LHBO).
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Diskusija

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju odgovor mikroglije, astrocita
i neurona oko mesta lezije na ablaciju senzomotornog korteksa (ASK) i primenjeni tretman
hiperbaricnom oksigenacijom (HBO). Takode, jedan deo rezultata posvecen je ispitivanju
procesa adultne neurogeneze u subgranularnoj (SGZ) i subventikularnoj zoni (SVZ) posle ASK
i HBO tretmana u eksperimentalnom modelu povrede mozga.

Trenutni terapijski protokoli za TBI ukljucuju farmakoterapiju, hirurSske procedure,
kognitivnu i fizikalnu terapiju, ali i dalje ne dovode do potpunog izleCenja (Thapa i sar., 2021;
Heredia i sar., 2021). JoS uvek se traga za procedurama koje ¢e dovesti do kompletnog
neuroloskog i histoloSkog oporavka povredenog tkiva. Smatra se da bi pravovremena
primena terapijskih procedura koje deluju u isto vreme na viSe mehanizama sekundarnog
oStecenja dala najbolje rezultate (Heredia i sar., 2021). Od farmakoterapije najceS¢e se
koriste: antiinflamatorni lekovi, antioksidansi, inhibitori kaspaza, eritropoetin (Heredia i sar,
2021). Neuroinflamacija ima vaznu i dvojaku ulogu u patofiziologiji TBI. Ukljucuje aktivaciju
lokalnih ¢elija mikroglije i regrutovanje imunih celija iz cirkulacije, kao i proizvodnju
inflamatornih citokina (Bergold, 2016). Neuroinflamacija je Stetna, jer doprinosi povredi
mozga nakon TBI, ali sa druge strane je neophodna za uklanjanje Stetnih supstanci nakon TBI,
kao Sto je npr. debris Celija. Pored toga, predstavlja izvor antiinflamatornih citokina i faktora
rasta (Russo i McGavern, 2016). Zbog toga je razjaSnjavanje uloge osnovnih molekularnih
mehanizama neuroinflamacije u patologiji TBI izuzetno vazno za pronalaZenje potencijalnih,
novih terapijskih mesta nakon TBI.

Celije mikroglije mogu se brzo aktivirati kao odgovor na patolo$ke promene u
centralnom nervnom sistemu (CNS) (Chiu i sar., 2016). Poslednjih godina otkrivena su dva
polarizaciona stanja aktivirane mikroglije, fenotip M1 i fenotip M2 (Oruhuela i sar., 2016), bas
kao i kod makrofaga u ostalim tkivima (Sica i Mantovani, 2012). Dok je fenotip M1 povezan sa
oslobadanjem nekoliko proinflamatornih citokina medu kojima je i faktor nekroze tumora-
alfa (TNF-a), fenotip M2 je odgovoran za oslobadanje antiinflamatornih citokina, npr.
interleukina-10 (IL-10), ali je povezan i sa procesima neuralne regeneracije, kao Sto su
neurogeneza, angiogeneza, oligodendrogeneza i remijelinizacija (Loane i Kumar, 2016). Kako
je akutna neuroinflamacija povezana i sa regenerativnim procesima, primena
antiinflamatornih lekova nakon TBI moZe da dovede ¢ak i do pogorSanja simptoma (Bergold,
2016).

Nakon ASK, modela povrede koji je koriS¢en u ovoj tezi, dolazi do aktivacije mikroglije i
promene njene morfologije. Ovi rezultati pokazuju povecanje koekspresije ED1 i TNF-a nakon
traumatskog oSteenja mozga, a smanjenje koekspresije ED1 i IL-10, Sto govori u prilog
polarizaciji mikroglije nakon TBI. Naime, u ovom istraZivanju nakon TBI dominira
proinflamatorni (M1) fenotip mikroglije. Ovi rezultati su u skladu sa studijom Kumara i
saradnika koja je pokazala da mikroglija koja je izolovana 7 dana nakon kontrolisanog
kortikalnog udarca (CCI) ispoljava M1 fenotip. Prema ovim autorima M2 mikroglija je
prisutna prvih nekoliko dana, da bi nakon 7 dana bila zamenjena sa M1 fenotipom (Kumar i
sar., 2016), Sto se verovatno dogodilo i u istraZivanju sprovedenom u sklopu ove doktorske
disertacije, s obzirom da je imunohistoloska analiza radena nakon poslednjeg HBO tretmana,
odnosno 10. dana posle ASK. Na osnovu ovoga dolazi se do zakljucka da rani M2 odgovor
posle nekog vremena postaje disfunkcionalan. Dodatno, u literaturi je pokazano da u akutnoj
fazi povrede postoji i meSoviti fenotip mikrogije, koja eksprimira i M1 i M2 markere nakon
CCI modela moZdane povrede (Morganti-Kossmann i sar., 2019).

Sa druge strane, na presecima mozga Zivotinja, koje pripadaju LHBO grupi, uoCene su
ED1/IL-10-pozitivne celije, koje odgovaraju antiinflamatornom (M2) fenotipu mikrogije. Ovi
rezultati su u skladu sa studijom Lima i saradnika koja je pokazala da HBO dovodi do
smanjenja neuroinflamacije. U grupi Zivotinja koje su tretirane HBO nakon povrede mozga
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pokazan je manji stepen mikroglioze u odnosu na netretiranu grupu (Lim i sar., 2017).
Takode, pokazano je da protektivni efekat HBO, nakon povrede mozga, direktno ili indirektno
utice na fenotipizaciju i aktivaciju mikroglije. Naime, dobro je poznato da je jedan od puteva
aktivacije mikroglije preko receptora TLR4 (engl. Toll-like receptor 4), kao i to da endogeno
sekretovani Gal-3 (galectin-3 protein) parakrinim dejstvom dovodi do ushodne regulacije i
ekspresije ovog receptora (Lim i sar., 2017). Sa druge strane, studija Wu i saradnika dokazala
je da je HBO snizila ekspresiju Gal-3 i TLR 4 i na taj na¢in smanjila aktivaciju mikroglije (Wu i
sar., 2018). Dobijeni podatak ukazuje i na indirektni efekat HBO na spreCavanje aktivacije
¢elija mikroglije (Xing i sar., 2018). Ovi literaturni podaci su u skladu sa rezultatima ove teze,
koji takode pokazuju manji broj aktiviranih, ED1-pozitivnih ¢elija mikroglije nakon HBO
tretmana.

HBO tretman primenjen nakon povrede mozga povecava ekspresiju IL-10. Naime, oko
mesta lezije u LHBO grupi uoCeno je povecanje koekspresije ED1/IL-10, a smanjenje
koekspresije ED1/TNF-a proteina. Ovi rezultati ukazuju da HBO dovodi do polarizacije
mikroglije i da nakon HBO tretmana dominira M2 u odnosu na M1 fenotip. HBO, osim $to
smanjuje reaktivnu mikrogliozu oko mesta lezije, utice i na morfologiju mikroglije. Mikroglija
nakon HBO tretmana ispoljava slicnu morfologiju kao za vreme mirovanja. Dobijeni rezultati
su u skladu sa studijom Lima i saradnika, koja je pokazala da HBO znacajno inhibira aktivaciju
mikroglije i proizvodnju proinflamatornih citokina nakon povrede mozga. Naime, navedeni
autori su pokazali da HBO inhibirajuci ekspresiju TNF-a, poboljSava funkcinalne ishode nakon
traumatskog osSte¢enja mozga i preporucili HBO tretman kao potencijalni tretman za
ponasanja sli¢na depresiji, a koja su indukovana povredom mozga (Lim i sar., 2017). Takode,
studija Wanga i saradnika, koja je ispitivala uticaj HBO na polarizaciju mikroglije nakon
intracerebralne hemoragije, pokazala je sniZenu aktivnost M1 mikroglije i smanjenu
ekspresiju proinflamatornih citokina (TNF-a i IL-1B) (Wang i sar, 2019). Liang i saradnici
(Liang i sar., 2021) su pratili nivo ekspresije markera arginaza 1 (Argl) i potvrdili su da HBO
terapija utiCe na povecanje broja M2 makrofaga. Dodatno, Loane i saradnici su pokazali da
mikroglija moZze biti i hroni¢no aktivirana u korteksu, talamusu i Zuljevitom telu (lat. corpus
callosum). Aktivirana mikroglija moZe da bude prisutna, ¢ak i do godinu dana nakon povrede
mozga. NaZalost, hroni¢na aktivacija mikroglije ostavlja razli¢ite posledice. Naime, udruzZena
je sa progresivnom ekspanzijom lezije, gubitkom neurona i demijelinizacijom (Loane i sar.,
2014). Sa druge strane, studija koja se bavila uticajem HBO pretretmana na pacove sa
indukovanom intracerebralnom hemoragijom, pokazala je da HBO pretretman predstavlja
izvesni vid prevencije od nastanka neuroinflamacije i oStecenja nakon TBI, obzirom da je
doprineo smanjenju ekspresije M1 fenotipa (Wang i Bil, 2019).

Povrede CNS izazivaju aktivaciju i proliferaciju astrocita. U procesu reaktivne
astroglioze reaktivni astrociti uvecavaju cCelijska tela (hipertrofija) i povecavaju sloZenost
protoplazmati¢nih nastavaka. MeSanje astrocitnih nastavaka sa oligodendrocitima,
meningealnim ¢elijama, mikroglijom i fibroblastima postepeno se razvija u strukturu nalik na
(glijalni) oZiljak, koja predstavlja fizicku prepreku regeneraciji aksona u CNS i sprecava
oporavak nakon TBI (Favcett i Asher, 1999). Kao jedan od markera reaktivne glioze koristi se
intermedijarni filament GFAP (Acaz-Fonseca i sar., 2016). U ovom istrazivanju nakon ASK
doslo je do aktivacije astrocita i njihove akumulacije oko mesta lezije u vidu GFAP-pozitivhog
glijalnog oziljka. PredloZena su tri mehanizma za koja se smatra da su odgovorni za nastanak
povecanog broja astrocita nakon povrede: 1) dediferencijacija GFAP-pozitivnih astrocita i
njihova proliferacija, 2) proliferacija NG2-pozitivnih progenitora, koji se nalaze Sirom mozga i
3) migriranje progenitora iz subventrikularne zone (Buffo i sar.,, 2008). Sa druge strane,
Chang i saradnici su pokazali da je vecina reaktivnih astrocita nakon povrede ipak lokalnog
porekla (Chang i sar, 2016). Astrociti aktivacijom prolaze kroz set morfoloskih,
transkripcionih i funkcionalnih promena, koje dovode do njihove transformacije (Eskartin i
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sar.,, 2021). Preterano aktivirani astrociti nisu u mogucnosti da reguliSu koncentraciju
neurotoksina i dodatno pogorSavaju situaciju nakon povrede (Rodrigues i sar., 2011).
Povecan broj GFAP-pozitivnih Celija oko mesta lezije prikazan u ovoj doktorskoj tezi je u
saglasnosti sa literaturnim rezultatima (Zhang i sar., 2012). Ovome u prilog govore i
pretklinicke studije koje su pokazale da miSevi kojima nedostaje GFAP ispoljavaju nepravilno
odvijanje astroglioze, kao i hroni¢nu disfunkciju krvno-mozdane barijere (KMB) nakon
fokalne povrede mozga (Burda i sar., 2016).

U ovoj tezi, GFAP-pozitivni astrociti u L grupi, neposredno oko mesta lezije, su u isto
vreme i IL-10 negativni, Sto ukazuje na prisutvo proinflamatornog fenotipa astrocita. U
literaturi joS uvek nije pokazano da li samo jedan tip reaktivnih astrocita formira glijalni
oZiljak ili u€estvuju i A1 i A2 reaktivni astrociti. Naime, pretpostavlja se da najviSe ucestvuje
A2 tip, jer ovi astrociti sekretuju neurotroficke faktore koji omogucavaju regeneraciju aksona,
ali sa druge strane pokazano je i prisustvo Al tipa, koje se objasnjava njihovom ulogom u
ogranic¢avanju oStecenog tkiva (Fan i Huo, 2021).

Sa druge strane intermitentan HBO tretman, primenjen u toku 10 dana nakon povrede
mozga, dovodi do aktivacije manjeg broja astrocita, ali i do pomeranja polarizacije reaktivnih
astrocita u smeru antiinflamatornog A2 fenotipa. Rezultati ove doktorske disertacije su u
skladu sa studijom Liu i saradnika koji su pokazali da HBO tretman znacajno poboljSava
kognitivne funkcije i inhibira proliferaciju astrocita (Liu i sar., 2013). Nedavno, Xiu i saradnici
su pokazali da se inhibicija astroglioze odvija nishodnom regulacijom ERK1/2 (kinaza
regulisana ekstracelularnim signalom 1/2) signalnog puta posredovanog faktorom rasta
trombocita (PDGF-BB) (Xiu i sar., 2023). Takode, pokazali su da HBO tretman, pored inhibicije
proliferacije celija glije, stimuliSe regeneraciju sinapsi i neurona i posledi¢no olakSava
zarastanje rana. Dodatno, Xing i saradnici su zakljucili da astrociti pozitivno reaguju na O kao
stimulus i da upravo to opravdava potencijalnu klinicku primenu HBO u terapiji TBI (Xing i
sar., 2018). Da je poZeljno ukljuciti HBO u terapijski protokol govori u prilog i €injenica da
primena HBO odmah nakon povrede, ali i odloZena primena HBO znacajno redukuju
reaktivnu astogliozu kod miSeva nakon povrede mozga (Baratz-Goldstein i sar., 2017).

Sto se tite morfoloskih karakteristika astrocita analiziranih u ovoj doktorskoj
disertaciji, pokazali smo da GFAP-pozitivni astrociti u L grupi imaju veliko telo i dugacke
nastavke u odnosu na astrocite, kontrolnih i LHBO grupe. Ovi rezultati su u skladu sa studijom
Zou i saradnika (Zou i sar., 2019), koji su pokazali da A1 astrociti imaju hipertrofirano telo i
dugacke nastavke. Kako su u nasoj studiji u LHBO grupi astrociti i IL-10-pozitivni, oni imaju
hipertrofirano telo, ali krac¢e nastavke, koji su po duZini sli¢ni nastavcima astrocita u FK grupi.
Studija Althmmer i saradnika je pokazala da sa promenom ekspresije ¢elijskih markera, pri
cemu dolazi do povetane ekspresije markera za Al tip, astrociti pokazuju morfoloske
promene u vidu povecéanja povrsine, volumena, duzine filamenata i veli¢ine tela (Althammer i
sar., 2020).

Na osnovu dobijenih rezultata i literaturnih podataka moze se zakljuciti da u
koriS¢enom modelu povrede mozga pacova HBO tretman ispoljava svoje pozitivne efekte
preko IL-10, kao jednog od mehanizama preko kojih deluje. Ovi rezultati su u skladu sa
rezultatima studija koje su pokazale da IL-10 redukuje zapaljenja nakon povrede mozga i
kicmene moZdine (Zhang i sar., 2015; Nakajima i sar., 2017). Naime, IL-10 smanjuje
astrogliozu time Sto direktno inhibira TNF-a (Peruzzaro i sar., 2019). U studiji Peruzzaro i
saradnika pokazano je da transplantacija mezenhimalnih maticnih celija dizajniranih da
prekomerno eksprimiraju IL-10 moZe da smanji inflamaciju i da na taj nacin utie na
oporavak oSteenog podruéja. Ovo se objaSnjava promenom fenotipa makrofaga sa
proinflamatornog, u fenotip za oporavak, ¢ime se naglaSava mogucnost upotrebe IL-10 u
terapiji TBI (Peruzzaro i sar., 2019). Takode, istraZivanje Chen i saradnika je potvrdilo da HBO
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obezbeduje neuroprotekciju i promoviSe funkcionalni oporavak nakon TBI ublaZavajuci
inflamaciju pove¢anom proizvodnjom IL-10 u mozdanom tkivu (Chen i sar., 2014). Oni su
pokazali da je nedostatak IL-10 pogorSao povredom mozga izazvane motorne i kognitivne
ispade. Naime, nedostatak IL-10 je doveo do povecane apoptoze, inflamacije i poniStio je
terapeutske efekte HBO kod miSeva nakon TBI. Nesumnjiv je znacaj IL-10 u sprecavanju
Sirenja zapaljenja, kao i u procesu oporavka neurona. Gotovo odmah nakon povrede neurona,
IL-10 mRNK je poviSeno eksprimirana, dok koncentracija citokina raste rapidno u prva 2h od
povrede, nakon Cega se postepeno i u manjoj meri povecava u toku 24h (Gracia i sar., 2017).
Utvrdeno je da se nakon subkutane injekcije IL-10, u prvom satu nakon traume, znacajno
redukuje cerebralni edem i poboljSava oporavak motornih i kognitivnih funkcija (Gracia i sar.,
2017). U prilog tome govore i rezultati istraZivanja na miSevima kod kojih ne postoji
ekspresija IL-10. Kod ovakvih eksperimentalnih Zivotinja primena HBO nije dala rezultate u
redukciji edema, smanjenju velicine lezije i o¢uvanju motornih i kognitivnih funkcija. Ista
primena terapije kod divljeg tipa miSeva, pokazala je znatno poboljSanje navedenog, Sto se
slaZe sa dobijenim rezultatima (Chen, 2014).

Nestin je citoskeletni protein koji pripada grupi intermedijarnih filamenata. Eksprimira
se u nediferenciranim celijama CNS tokom razvi¢a, ali i u adultnom dobu. Marker je za
maticne/progenitorske ¢elije u CNS (Suzuki i sar., 2010). Rezultati ove doktorske disertacije
pokazuju da je oko mesta lezije i u SVZ prisutna nestin-imunoreaktivnost u L grupi. Kako se
zna da je ekspresija nestina povec¢ana nakon povrede mozga, nestin se koristi i kao marker
reaktivne astroglioze (BoZi¢ i sar., 2021). Rezultati ove disertacije su u skladu sa studijom koja
je pokazala da su nakon eksperimentalnog modela povrede CCI, nestin-pozitivne Ccelije
prisutne u uskom pojasu oko mesta povrede (Park i sar., 2021). S obzirom da su oko mesta
lezije prisutne nestin-pozitivne celije pretpostavljamo da ove Celije predstavljaju reaktivne
astrocite ili neuroblaste. Rezultati ove disertacije pokazaju da je nakon ASK prisutna
koekspresije nestin/IL-10 oko mesta lezije. Park i saradnici su pokazali da nisu sve nestin-
pozitivne Celije u isto vreme i GFAP-pozitivne, Sto bi odgovaralo hipotezi ove disertacije da
nestin-pozitivne celije mogu predstavljati i reaktivne astrocite i neuroblaste (Park i sar.,
2021). Da bi se ovakva hipoteza potvrdila, trebalo bi u budué¢im istrazivanjima ispitati
ekspresiju GFAP kod nestin-pozitivnih ¢elija nakon ASK.

Na presecima mozgova Zivotinja iz LHBO grupe primecena je izraZenija ekspresija
nestina oko mesta lezije i u SVZ. Ovi rezultati su u skladu sa studijom u kojoj je ispitivan uticaj
elektricne stimulacije prethodno povredenog tkiva mozga. Naime, autori su pokazali da
elektricna stimulacija povredenog tkiva nakon CCI povecava broj nestin-pozitivnih ¢elija u
ipsilateralnom korteksu. Ove cCelije se pruzaju od ivica povredenog tkiva i zalaze duboko u
korteks (Park i sar., 2021). Autori ove studije smatraju da elektri¢na stimulacija, kao tretman,
simultano olaksava migraciju NSC ka povredenom korteksu i ekspresiju nestina od strane
GFAP-pozitivnih astrocita Sto ide u prilog zaklju¢ku da HBO tretman koris¢en u doktorskoj
tezi olakSava reparaciju oStecenog tkiva i proces adultne neurogeneze oko mesta lezije,
dovodeci do pojacane ekspresije nestina nakon ASK.

U SVZ primecen je veliki broj nestin-pozitivnih Celija, koje su usmerene ka mestu lezije.
Povecana ekspresija nestina nakon povrede u SVZ nastaje kao posledica stimulacije adultne
neurogeneze, a nestin-pozitivne Celije predstavljaju neuroblaste. Ovi rezultati su u skladu sa
studijom sprovedenom na eksperimentalnom modelu moZdanog udara u kojoj je pokazano da
je adultna neurogeneza nakon povrede, takode, povecana u SVZ (Nemproirovich-Danchenko i
Khodanovic, 2019). Dodatno, u studiji koja je koristila isti model povrede kao u ovoj tezi, ali
na drugim eksperimentalnim zZivotinjama (miSevima), uoceno je prolazno povecanje stepena
proliferacije u obe SVZ (ipsilateralnoj i kontralateralnoj) i posledi¢no povecanje broja
neuroblasta (Saha i sar.,, 2013). Mnogobrojna istraZivanja su pokazala da nakon povrede
dolazi do migracije neuroblasta iz ipsilateralne SVZ ka oStecenom, ali i ka neoSte¢enom
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korteksu (Ramaswamy i sar., 2005; Saha i sar., 2013; Kaneko i sar., 2017; Bressan i
Saghatelyan, 2021). Migracija neuroblasta ka neoSte¢enom korteksu se objasSnjava Cinjenicom
da kontralateralni korteks preuzima funkciju osSte¢enog korteksa (Ramaswamy i sar., 2005).
Takode, migracija neuroblasta ka mestu lezije je moguca i iz kontralateralne SVZ. Neuroblasti
iz kontralateralne SVZ migriraju preko srednje linije ka ipsilateralnom Zuljevitom telu, pa sve
do mesta lezije (Wan i sar.,, 2016). Medutim, u studiji Saha i saradnika iako je pokazana
povecana proliferacija u kontralateralnoj SVZ, nije uo¢ena migracija ovih ¢elija ka oSte¢enom
korteksu (Sahai sar., 2013).

Sa druge strane, HBO tretman nakon ASK dovodi do dodatne stimulacije proliferacije
NSC u SVZ zoni gde je prisutan veliki broj nestin/IL-10 pozitivnih NSC. Dobijeni rezultati su u
skladu sa studijom Yang i saradnika koji su nakon povrede mozga pacova pokazali da HBO
tretman stimuliSe neurogenezu u SVZ i ukazali na povezanost stimulisane neurogeneze sa
poboljSanjem neuroloskih funkcija. Takode, pokazali su da inhibicija receptora vaskularnog
endotelnog faktora rasta (VEGFR) suprimira proliferaciju NSC indukovanu HBO tretmanom in
vitro i potvrdili da HBO stimuliSe proliferaciju NSC aktivacijom VEGF/ERK signalnog puta
(Yang i sar.,, 2017). Hu i saradnici su pokazali da ¢ak i odloZeni tretman HBO dovodi do
stimulacije neurogeneze i poboljSava poboljSava neuroloske funkcije putem ROS/HIF/[3-
katenin osovine (Hu i sar., 2014).

HBO tretman, ispitivan u ovoj tezi, nakon ASK stimuliSe migraciju NSC ka mestu lezije,
kao i maturaciju neuroblasta i njihovu diferencijaciju u zrele neurone. Naime, HBO tretman
menja morfologiju prekursorskih ¢elija u morfologiju zrelih ¢elija. Ovi rezultati su u skladu sa
studijom Shandley i saradnika, koja je pokazala kognitivno poboljsanje pacijenata sa lakim i
umereno teskim TBI nakon HBO tretmana, a koje je u korelaciji sa stepenom mobilizacije NSC
(Shandley i sar., 2017). Dalje, u studiji koju su sproveli Wang i saradnici, a koja se bavila
ispitivanjem efekta HBO tretmana nakon hipoksi¢no-ishemic¢nog oSte¢enja mozga, pokazano
je da HBO stimuliSe migraciju i diferencijaciju NSC. Naime, na mestu lezije u tretiranoj grupi
pokazano je prisustvo novonastalih neurona, oligodendrocita i mijelina (Wang i sar., 2009).

Zanimljivo zapaZanje je da produkcija i migracija novih neurona moze trajati c¢ak i
mesecima nakon povrede. Naime, dugogodiSnja istraZivanja su pokazala da trajanje procesa
adultne neurogeneze zavisi od modela povrede, koji je koriS¢en za ispitivanje produkcije i
migracije neuroblasta (Nemirovich-Danchenko i Khodanovic, 2019). U studiji, koja je koristila
CCI model povrede na misevima, pokazano je da neuroblasti migriraju ve¢ prvog dana, pri
¢emu migracija dostize vrhunac sedmog dana nakon povrede. Migracija neuroblasta u ovom
slucaju trajala je ¢ak dvadeset jedan dan (Wu i sar., 2023). Nasuprot tim rezultatima, Saha i
saradnici su pokazali da migracija neuroblasta nakon ASK, pocinje drugog dana od povrede, a
traje i do 2 meseca nakon povrede (Saha i sar., 2013). Zatim, studija Goingsa i saradnika
pokazala je da su neuroblasti, koji su obeleZeni retrovirusnim vektorom i koji su migrirali iz
SVZ, prisutni na mestu lezije 3 nedelje nakon povrede (Goings i sar., 2004).

U studiji Sahe i saradnika pokazano je da nakon povrede postoji i viSe nacina migracije.
Naime, neuroblasti mogu da migriraju u lancima ili pojedinacno (Saha i sar., 2013). Nakon
povrede, neuroblasti nastavljaju da se krecu kao agregati u sklopu rostralnog migratornog
puta (RMP). Po izlasku iz RMP, neuroblasti ulaze u belu masu (Zuljevito telo), gde se joS uvek
krecu u vidu agregata, ali je primecena migracija i pojedinac¢nih neuroblasta. Kada stignu u
korteks, svi neuroblasti se razdvajaju i pojedinacno migriraju ka mestu lezije (Saha i sar.,
2013). Pojedinacne NSC, koje su nestin/IL-10-pozitivne, primecene su i nakon HBO tretmana.
Ove Celije se krecu izvan RMP i usmerene su ka mestu lezije. Kaneko i saradnici su pokazali da
su nakon povrede lanci, kojima se neuroblasti kre¢u u vidu agregata, oSteceni i da se zbog toga
neuroblasti karakteriSu bidirekcionim kretanjem (Kaneko i sar., 2017). Mana neuroblasta, koji
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se krecu pojedinacCno, upravo je odsustvo snazne usmerenosti neuroblasta ka mestu lezije,
koja ih karakteriSe kada se krec¢u u lancima (Kaneko i sar., 2017).

Migracija neuroblasta se deSava zahvaljuju¢i kontaktu neuroblasta sa okolnim
Celijama, ali i interakciji sa proteinima, koji su sekretovani od strane celija u povredenom
regionu (Kaneko i sar., 2017; Bressan i Saghatelyan, 2021). Bitno je napomenuti da se
migracija ne odvija kontinuirano, ve¢ su periodi migracije isprekidani stacionarnim fazama
tokom kojih je pokretan jedino vode¢i nastavak neuroblasta (Bressan i Saghatelyan, 2021).
Smatra se da postoji viSe vrsta interakcije neuroblasta sa astrocitima. Navodi se da je Slit-
Robo interakcija jedna od njih. Slit je molekul koga sintetiSu neuroblasti, a vezuje se za Robo
receptore na astrocitima. Zaista, posle vezivanja Slitl za Robo2 receptore, astociti formiraju
glijalnu cev, koja omogucava usmerenu i brzu migraciju neuroblasta (Kaneko i sar., 2010).
Nakon povrede, u vecini sluCajeva tokom migracije neuroblasti su u kontaktu sa krvnim
sudovima i GFAP-pozitivnim reaktivnim astrocitima (Saha i sar., 2013). Neuroblasti koristec¢i
Slit-Robo interakciju nakon povrede dovode do toga da reaktivni astrociti pruZaju svoje
nastavke van RMP (Kaneko i sar., 2018). Pored Slit molekula, navodi se da i SDF-1 (engl.
stromal cell derivated factor-1), koga sintetiSu endotelne celije, nakon povrede dovodi do
aktivacije signalnog puta u reaktivnim astrocitima $to uzrokuje pokretanja neuroblasta (Saha
i sar., 2013). Takode, u procesu migracije u¢estvuju hemoatraktanti: protein-1 (sintetisSu ga
mikroglija i astrociti), osteopontin (sintetiSe ga mikroglija/makrofagi) i BDNF (sintetiSu ga
astrociti) (Kaneko i sar., 2017; Wu i sar., 2023). Na Kkraju, smatra se da neuroblasti migriraju
duz glijalne tube upravo vodeni BDNF gradijentom, ¢ija je koncentracija ve¢a na mestu lezije
nego u SVZ (Wui sar., 2023).

Wang i saradnici su predlozili potencijalni mehanizam putem koga HBO tretman u
trajanju od 21 dana stimuliSe proliferaciju i migraciju NSC ka mestu oStecenja u CNS. Naime,
na modelu prolazne ishemije mozga su pokazali da je za migraciju NSC odgovorno vezivanje
SDF-1 za hemokinski receptor 4. Izmedu ostalog, pokazali su da je ekspresija BDNF u tkivu
oko povrede vec¢a u HBO tretiranoj nego u netretiranoj grupi (Wang i sar., 2022). Pored toga,
primena infuzija, koje sadrze neurotroficke faktore i faktore rasta, dovodi do povecanja broja
V-SVZ neuroblasta i novih neurona u povredenom mozgu (Lindvall i Kokaia, 2015). Naime,
direktno ubrizgavanje BDNF na mesto lezije dovodi do usmeravanja neuroblasta ka mestu
lezije i maturacije neuroblasta na samom mestu lezije. Sa druge strane, pokazano je da
inhibicija matriksnih metaloproteinaza (MMP) smanjuje migraciju neuroblasta ka mestu
lezije, Sto znaci da su i MMP ukljucene u regulisanje migracije neuroblasta (Lee i sar., 2006).

Jo$ uvek nije tacno definisano Sta se deSava sa progenitorima na mestu lezije. Naime,
studija Saha i saradnika pokazala je da se ve¢ina progenitora na mestu lezije diferencira u
oligodendrocite i astrocite, a manji broj u zrele neurone (Saha i sar., 2013). Dalje, pokazano je
da dolazi do predominantno glijalne diferencijacije V-SVZ ¢elija nakon povrede mozga
odraslog misa (Chang i sar., 2016). IstraZivanje procesa adultne neurogeneze nakon CCI
sprovedeno na miSevima, pokazalo je da postoji dinamika odgovora SVZ na povredu. Naime,
prvo dolazi do rane aktivacije B celija, Sto je pra¢eno smanjenjem broja nestin/GFAP-
pozitivnih Celija. Zatim, dolazi do kasnog odgovora, koji se karakteriSe znacajnim povecanjem
broja neuroblasta (A tip) 30 dana nakon povrede (Battistini i sar., 2023). Ova studija je
opovrgla dosadasnje tumacenje da dolazi do povecéanja broja C ¢éelija (prolazno amplifikujucih
progenitora) (Thomesen i sar., 2014). HBO stimulise diferencijaciju NSC u neurone i
oligodendrocite, a smanjuje broj astrocita in vitro regulacijom Wnt3/3-katenin i BMP2 (engl.
bone morphogenic proteins) signalnih puteva (Chen i sar., 2019). Nazalost, veliki broj
pretklinickih studija je pokazao da novonastali neuroni imaju nisku stopu prezivljavanja.
Naime, Nemirocih-Danchenko i Khodanovic su pokazali da veCina neurona nakon ishemije
strijatuma umire, verovatno zbog nepovoljnih uslova u oSte¢enom tkivu (Nemirovich-
Danchenko i Khodanovic, 2019).
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Sa druge strane, Meng i saradnici su pokazali da HBO, nakon TBI, smanjujuci ekspresiju
TLR4 dovodi do smanjenja stepena apoptoze neurona. Pretpostavlja se da inhibicija
TLR4/NF-kB signalnog puta moZe biti jedan od mehanizama kojim se ispoljava
neuroprotektivno dejstvo hiperbari¢ne oksigenacije (Meng i sar., 2016). Pored toga, navodi se
da HBO inhibira glutamin-sintetazu, redukuju¢i koncentraciju glutamina i glutamata (Chen i
sar.,, 2016). Studija Xing i saradnika je pokazala da HBO smanjuje apoptozu povecanjem
ekspresije Bcl-2 (antiapoptotskog gena) uz istovremenu niZu ekspresiju Bax (proapoptotskog
gena) (Xing i sar., 2018).

Za otkrivanje oSteCenja aksona povredom neoStecenih neurona u ovoj tezi su koriS¢eni
SMI32 (obeleZava neurofilamente i moZe biti marker povrede aksona) i MAP1b, protein
povezan sa mikrotubulama, koji je neophodan za razvoj i regeneraciju aksona. Dvojno
imunofluorescentno bojenje je pokazalo da povreda mozga dovodi do oStetenja citoskeleta
aksona. Dobijeni rezultati su u skladu sa studijom Wu i saradnika, koji su pokazali da nakon
teSke TBI dolazi do povecane ekspresije SMI32 (Wu i sar., 2021). Naime, oni su pokazali da
dolazi do povecanog intenziteta fluorescence SMI32 u korteksu miSa nakon CCI. Takode,
Zhang i saradnici su pokazali da nakon povrede dolazi do ushodne regulacije MAP1b. Ovakav
rezultat su objasnili ¢injenicom da u adultnom mozgu nakon ishemije dolazi zapocinje
oporavak tkiva (Zhang i sar., 2016).

Sa druge strane intermitentni HBO tretman u prvih deset dana nakon povrede
pokazuje povecanu koekspresiju SMI32 i MAP1b, $to odgovara regeneraciji aksona. Ovaj
rezultat je u skladu sa studijom koja je pokazala da HBO tretman smanjuje oSte¢enja aksona
(Sri Dewi Untari i sar., 2021). Rezultati te studije su pokazali da HBO tretman dovodi do
povecane aktivnosti glutationa i ekspresije IL-1B. Smatra se da je ovo jedan od mehanizama
putem kojeg HBO ispoljava protektivno dejsto. Naime, primenjeni HBO tretman stimuliSe
regeneraciju oStecenog tkiva i oporavlja motorne funkcije (Brki¢ i sar., 2012). Povecan broj
MAP1b/SMI32-pozitivnih neurona u regionu oko mesta povrede nakon HBO tretmana
pozitivno korelira sa prethodno zapaZenim oporavkom motornih deficita (Brki¢ i sar., 2012).

[strazivanja na genskom nivou nisu pokazala statisticki znacajnu razliku u ekspresiji
Dcx oko mesta lezije izmedu ispitivanih grupa. Naime, ni HBO tretman ni ASK nisu uticali na
ekspresiju ovog markera novonastalih nezrelih neurona. Navedeni rezultati su u skladu sa
studijom Lv i saradnika, koji su pokazali da nakon akutne ishemijske lezije stijatuma ne dolazi
do promene ekspresije Dcx ni u ipsilateralnom ni u kontralateralnom stijatumu (Lv i sar.,,
2018).

Za ispitivanje uticaja ASK i HBO na proliferaciju ¢elija oko mesta lezije i u SVZ uradeno
je dvojno bojenje sa Ki67 i DCX. U korteksu nakon ASK primecen je mali broj DCX-pozitivnih
bipolarnih neurona, ali i postojanje Ki67-pozitivnih ¢elija, koje su DCX-negativne, Sto ukazuje
da su joS neke celije u fazi proliferacije. Rezultati ove disertacije nakon HBO tretmana govore
o povecanju broja DCX-pozitivnih uni- i bipolarnih neurona i u tom kontekstu moZemo da
govorimo o povecanoj adultnoj neurogenezi oko mesta lezije. JoS uvek je aktuelna debata o
izvoru NSC od kojih nastaju novi neuroni u korteksu.

U SVZ nakon ASK na samom pocetku migratornog puta se nalaze okrugli progenitori
dominantno Ki67-pozitivni, organizovani u ,grozdastu” strukturu. Rezultati su u skladu sa
studijom Yang i saradnika koji su u istom eksperimentalnom modelu TBI pokazali 7. dana
nakon povrede statisticki znacajan porast BrdU-pozitivnih ¢elija u ipsilateralnoj SVZ (u
odnosu na kontralateralnu SVZ). Prisutna razlika u broju celija se gubi do 14. dana (Yang i sar.,
2010). Kao Sto je pokazano u ovoj tezi, 10. dana nakon ASK prisutan je veliki broj Ki67-
pozitivnih Celija. MoZe se samo pretpostaviti da se broj Celija koje proliferiSu nakon ASK
smanjuje do 14. dana. Nakon primenjenog HBO tretmana dolazi do povecanja broja
proliferiSuc¢ih Celija koje su i DCX-pozitivhe. Na samom pocetku RMP mladi DCX-pozitivni
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neuroni se odvajaju od puta Sto je prvi put pokazano u ovoj doktorskoj disertaciji. Ovi neuroni
se morfoloski razlikuju po broja nastavaka. Prisutni su uni-, bi- i multipolarnih neuroni, koji se
odvajaju od RMP. Ovakav rezultat ukazuje na uticaj HBO tretmana na ubrzanje maturacije
progenitora neurona u SVZ i RMP, koji se prostire od SVZ do mesta povrede.

S obzirom da je adultna neurogeneza u hipokampusu ograni¢ena samo na jedan deo
hipokampalne formacije (Kot i sar., 2022), ispitivani su mehanizmi pomocu kojih hiperbari¢na
oksigenacija prevazilazi oste¢enja adultne neurogeneze u DG, a koja su indukovana povredom
korteksa.

Dobijeni rezultati pokazuju da ASK posledi¢no dovodi do degeneracije neurona u DG i
to uglavnom u unutrasnjoj tre¢ini granularnog sloja unutrasnje ivice, koja se nalazi ispod
mesta lezije. ObeleZavanje Celija specificnim markerima potvrduje da su uglavnom nezreli
neuroni u SGZ podloZni degeneraciji. Pored toga, pokazano je i da povreda dovodi do
smanjenog grananja dendrita poStedenih neurona. Za obeleZavanje i detekciju Celija koje
proliferiSu, zajedno sa DCX, markerom neuronskih progenitora, koriS¢en je endogeno
eksprimirani marker Ki67. Naime, pokazano je da ASK radikalno smanjuje broj svih
rezultat ovog istrazivanja je pokazana protektivna uloga HBO (Jeremic i sar., 2023). Naime,
HBO Stiti neurone od degeneracije nakon ASK i u unutrasnjoj i u spoljasnjoj ivici granularnog
sloja DG. Takode, HBO sprecava degeneraciju dendrita i znacajno smanjuje gubitak
novonastalih nezrelih neurona i uzrokuje povec¢anu proliferaciju svih ¢elija nakon ASK.

[z metodoloskih razloga, mnoge studije koje se bave ispitivanjem efekta povrede
korteksa na hipokampus su fokusirane na celije koje podlezu degeneraciji, zatim na promene
u procesu neurogeneze i druge morfoloske promene koje se mogu vizualizovati imunoloskim
bojenjima ili drugim standardnim morfoloskim tehnikama. Nekada su promene u samoj
morfologiji Celija suptilne i ne mogu se detektovati klasicnom imunohistohemijskom
analizom, pa se pribegava teksturalnim analizama da bi ih vizualizovali. U skladu sa time,
koristi se i tehnika odredivanja fraktalnih i teksturalnih parametara (engl. Gray level co-
occurence matrix, GLCM), koja je u naSem ranijem istrazivanju, pokazala da ASK dovodi do
suptilnih morfoloskih promena granularnih neurona u DG (Panti¢ i sar., 2020).

ASK dovodi do oSteéenja granularnih neurona DG, na Sta ukazuje smanjena NeuN-
imunoreaktivnost, koja je prethodno koriS¢ena u cilju predvidanja degeneracije neurona u
hipokampusu glodara nakon razli¢itih povreda mozga (Collombet i sar., 2006). Gubitak
neurona je najizraZeniji u delu granularnog sloja ispod mesta lezije. Ove promene u
granulanom sloju verovatno dodatno doprinose oStecenju lokomotorne koordinacije, koje je
izazvano povredama korteksa (Brki¢ i sar., 2012; Lavrnja i sar., 2014). Nakon Sto je pokazano
da ASK dovodi do znacajnog gubitka neurona u hipokampusu, koji se manifestuje tanjim
granularnim slojem, dalji eksperimenti su sprovedeni u cilju odredivanja tatnog dela
granularnog sloja koji je pod najveé¢im uticajem ASK. Pokazano je da ASK dovodi do
specificnog ostecenja hipokampusa, koje pogada preteZno neurone u unutrasnjoj trecini
unutrasnje ivice granulanog sloja. Prikazani rezultati su u skladu sa rezultatima drugih studija
na razli¢itim Zivotinjskim modelima povrede mozga, koji su, takode, pokazali da su neuroni u
hipokampusu posebno osetljivi na povrede mozga (Colicos i Dash, 1996; Grady i sar., 2003;
Winston i sar., 2013; Gao i sar., 2008; 2011; Winston i sar., 2013).

Sa druge strane, nedavno je pokazano da upotreba CCI, eksperimentalnog modela TBI,
dovodi do gubitka neurona pretezno u CA3 regionu hipokampusa (Parga Becerra i sar., 2021).
Takode, u istoj studiji, pokazano je i oCuvanje neurona u granularnom sloju DG, s tim Sto
NeuN-pozitivne Celije u ovom regionu nisu kvantifikovane. Rezultati kvantifikacije intenziteta
fluorescencije NeuN bojenja u suprapiramidalnoj (unutrasnjoj) i infrapiramidalnoj
(spoljasnjoj) ivici hipokampalnog DG prikazani u ovoj tezi, nisu u skladu sa tim rezulatatima.
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Naime, nakon ASK uocen je veliki gubitak neurona, kako u unutrasnjoj (42%), tako i u
spoljasnjoj (26%) ivici DG. Sa druge strane, nakon HBO tretmana ovaj efekat ASK na
granularni sloj DG se skoro u potpunosti smanjuje. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima studije u kojoj je pokazano da tretman HBO sprecava degeneraciju neurona u
granularnom sloju DG (Baratz-Goldstein i sar., 2017).

Pokazano je da eksperimentalni modeli (Colicos i Dash, 1996; Kelly, 2004; Witgen i
sar., 2005), tezina povrede (Markgraf i sar., 2001.; Hellmich i sar., 2005), kao i starost
Zivotinja (Tong i sar., 2002) uti¢u na distribuciju i broj ¢elija koje su zahvacene procesom
degeneracije u hipokampusu. Mnoge studije su pokazale da u zavisnosti od teZine povrede
dolazi i do vremenski zavisne stimulacije neurogeneze u neurogenim zonama (Ngwenya i
Danzer, 2019; Ton i sar., 2020). Zanimljivo je da model povrede koriS¢en u ovom radu, koji
izaziva relativno veliku povredu, pokazuje slicno oSte¢enje adultne hipokampalne
neurogeneze, kao i modeli umerenije povrede npr. CCI (Gao i sar., 2008; Yu i sar., 2008).

Kombinacija FJB bojenja sa dvojnim imunofluorescentnim bojenjem specificnih
Celijskih markera, pokazala je da su pod uticajem ASK uglavnom novonastali neuroni,
lokalizovani u SGZ. Da bi se potvrdilo da li ovi progenitori pripadaju neuronskoj lozi, koris¢en
je DCX, marker novonastalih nezrelih neurona (Couillard-Despres i sar., 2005). Kvantifikacija
¢elija, koje eksprimiraju DCX, pokazuje da je broj DCX-pozitivnih nezrelih neurona, nakon
ASK, u unutrasnoj ivici smanjen (za preko 50%) u odnosu na FK. Takode, primeceno je da je
broj DCX-pozitivnih ¢elija u manjoj meri, ali ipak vredno paznje, u spoljasnjoj ivici smanjen (za
oko 40%) u poredenju sa FK. Ova zapaZanja su u skladu sa rezultatima drugih studija, koji su
takode potvrdili da su upravo DCX-pozitivni nervni progenitori u ipsilateralnom DG ti koji su
indirektno podlozni povredama mozga i posledi¢no ¢elijskoj smrti (Gao i sar., 2008; Yu i sar.,
2008; Wang i sar., 2016). Vazno je napomenuti da je imunohistohemijska analiza preseka
pokazala da poStedeni DCX-pozitivni nezreli neuroni, uprkos svom prezivljavanju, pokazuju
znacajne promene morfologije, koje su indukovane povredom. Ove promene mofrologije se
manifestuju skra¢enjem dendrita i smanjenjem dendritske arborizacije. Dobijeni rezultati su u
skladu sa studijom u kojoj je vizualizovano prisustvo abnormalnog grananja dendrita nakon
povrede mozga (Villasana i sar., 2015). Takode, pokazano je da TBI indukuje gubitak sinapsi
tokom 48h nakon povrede u ipsilateralnom hipokampusu (Jamjoom i sar., 2021). Osteéenje
dendrita, pra¢eno smanjenjem broja dendritskih trnova/spina, moze predstavljati potencijalni
anatomski supstrat za barem delimi¢no objasSnjenje razvoja posttraumatskog deficita
pamdéenja (Gao i sar., 2011; Winston i sar., 2013). Sa druge strane, deset uzastopnih tretmana
HBO deluju protektivno na DCX-pozitivne progenitore, koji se nalaze u neurogenoj zoni DG.
Naime, HBO sprecava gubitak DCX-pozitivnih progenitora i povredom izazvano naruSavanje
njihove morfologije. Ovi rezultati pokazuju da HBO poseduje potencijal da prevazide Stetne
efekte ASK i da zastiti novonastale neurone od morfoloSkog propadanja i ¢elijske smrti.

Analiza ekspresije Dcx u hipokampusu nije pokazala statisticki znacajnu razliku
izmedu ispitivanih grupa. To ukazuje na to da su promene suptilnije i viSe morfoloske prirode.
Sa ciljem da identifikujemo tip neurona, koji prolaze kroz proces degeneracije u SGZ, uradeno
je dvojno imunofluorescentno bojenje sa DCX, kao markerom ranih, nezrelih, novonastalih
neurona i beta-IIl tubulinom (TU]J1), koji obelezava novonastale, postmitoticke neurone, a
eksprimira se posle DCX tokom adultne hipokampalne neurogeneze (Von Bohlen Und
Halbach, 2007; Korzhevskii i sar., 2011). Nakon povrede, smanjena DCX/TUJ1-
imunoreaktivnost u SGZ unutrasnje ivice DG ispod mesta lezije potvrduje prethodno
pomenuta zapazanja da ASK indukuje selektivnu smrt nezrelih neurona. Takode, uoceno je da
se razvoj novonastalih DCX/TUJ1-pozitivnih neurona deSava ne samo u SGZ, ve¢ i u
unutrasnjoj i spoljasnjoj trecini granularnog sloja. Na mikrografijama napravljenim pod ve¢im
uvelicanjem, prime¢emo je da su u hilusu, pored neurona sa okruglom/ovalnom
morfologijom, koji su samo TUJ1-pozitivni, prisutni i DCX/TUJ1-pozitivni neuroni. DCX/TUJ1-
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pozitivni neuroni se nalaze na granici izmedu hilusa i granularnog sloja, kao i duboko u hilusu.
Takode, pokazano je da ovi neuroni postoje u svim ispitivanim grupama. Pretpostavlja se da su
TUJ1-pozitivne celije okruglog/ovalnog oblika, u stvari neuroblasti koji nastaju u hilusu, a
zatim, migriraju u SGZ i unutrasnji deo granularnog sloja. Migracija ovih progenitora iz hilusa
se deSava sa ciljem povecanja populacije neuronskih progenitora. ZnacCajan deo ovih
progenitora diferencira se unutar hilusa u proliferativne neuroblaste i nezrele neurone,
verovatno preko prelaznih cCelijskih linija, koje eksprimiraju markere i astrocita i neurona
(Namba i sar., 2005). HBO sprecava gubitak DCX/TUJ1-pozitivnih nezrelih neurona, koji se
nalaze u SGZ unutrasnje i spoljaSnje ivice granularnog sloja. Takode, HBO povecava pojavu
progenitora u hilusu. Stavi$e, nakon HBO, DCX/TUJ1-imunoreaktivnost je rasporedena oko
samog mesta lezije, Sto ukazuje da HBO izmedu ostalog povecava i broj neuronskih
progenitora oko mesta lezije. Medutim, joS uvek nije poznato da li ovi neuroni proliferiSu
lokalno, na mestu povrede i/ili migriraju duz migratornih puteva. Prema nekim autorima ovi
migratorni putevi se proteZu od neurogenih regiona, SVZ ili SGZ, do mesta lezije (Masuda i
sar., 2007; Zheng i sar., 2013).

Broj DCX/Ki67-pozitivnih ¢elija, nakon ASK, posebno u unutrasnjoj ivici DG ispod
mesta lezije je statisticki znacajno smanjen u odnosu na FK. Nakon ASK, frakcije prekursora,
koji se aktivno dele (Ki67/DCX-pozitivni) i ukupnih progenitora, koji eksprimiraju DCX,
znacajno su smanjene (za 60%) u ipsilateralnom DG. Zanimljivo je da je broj ¢elija obeleZenih
samo sa Ki67 smanjen u manjoj meri, Sto ukazuje da neke populacije ¢elija nisu pogodene
ASK. Ove celije su uglavnom locirane u hilusu, a veéina njih je DCX-negativna, $to ukazuje da
su verovatno glijalnog porekla. To se slaze sa rezultatima studije (Colicos i sar., 1996), koja je
pokazala da povreda mozga ne utic¢e na broj astrocita i oligodendrocita. Takode, smatra se da
iz GFAP-pozitivnih progenitora (Liu i sar., 2010) u SGZ mogu nastati neuronalni progenitori,
koji se kasnije razvijaju u granularne neurone. Za razliku od ASK, primena HBO povecava
proliferaciju svih ¢elija u DG, pri ¢emu procenat DCX/Ki67-pozitivnih proliferiSucih, nezrelih
neurona predstavlja oko 50% svih progenitora koji eksprimiraju DCX. Ti rezultati su u skladu
sa studijom (Wei i sar., 2015) u kojoj je zapazeno da HBO promovise proliferaciju NSC i Stiti
procese ucenja i pamcenja kod neonatalnog hipoksi¢no-ishemijskog oStec¢enja mozga.

Traumatsko oStecenje mozga predstavlja kompleksni tip povrede sa Sirokim spektrom
simptoma i razli¢itim stepenom invaliditeta (Pekovi¢ i sar., 2006). S obzirom da efikasne
metode za leCenje i saniranje posledica povrede joS uvek ne postoje, traganje za novim
pristupima je i dalje u fokusu brojnih istrazivanja. Trenutno je u Zizi interesovanja ispitivanje
efekata HBO na tkivo mozga u modelima razli¢itih povreda mozga i mozdanih poremecaja
(Wei i sar., 2015; Zhou i sar., 2016; Fischer i sar., 2022). Kako je mehanizam dejstva HBO jos
uvek nedovoljno ispitan, neophodno ga je dodatno razjasniti u cilju potencijalne primene HBO
kao adjuvantne terapije u tretmanu povreda mozga (Zhou i sar., 2016). Kako bi se prislo korak
blize rasvetljenju dejstva HBO, u prethodnom radu (Pekovi¢ i sar, 2018) pokusali smo da
sumiramo potencijalne molekularne mehanizme, koji se nalaze u osnovi korisnih efekata HBO
na funkcionalni oporavak nakon povrede mozga. Prema rezultatima razliCitih studija,
molekularni mehanizmi i signalni putevi, koji radeci ili paralelno ili zajedno, doprinose
reparaciji povredenog mozga su: 1) smanjenje sekundarne povrede, 2) povecanje oksigenacije
tkiva, 3) smanjenje degeneracije neurona, 4) smanjenje apoptoze, 5) regulisanje
oksidativnog/antioksidativnog statusa, 6) smanjenje oksidativnog stresa, 7) smanjenje
reaktivne glioze (mikroglioza, astroglioza) i glijalnog oziljka, 8) smanjenje inflamacije, 9)
poboljSanje neuronalne plasticnosti, 10) promovisanje sinaptogeneze, neurogeneze i
angiogeneze. Shodno tome, HBO pokretanjem svih ovih molekularnih procesa podstice
uspostavljanje lokalnog okruZenja, koje stimuliSe neurogenezu, ¢cime se omogucava oporavak
tkiva i oStecenih funkcija mozga. Mu i saradnici su sugerisali da aktivacija nekoliko signalnih
puteva i faktora transkripcije, medu kojima su Wnt, faktori koji su indukovani hipoksijom
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(HIFs) i CREB (engl. cAMP response element-binding), ima vaznu ulogu u HBO indukovanoj
neurogenezi (Mu i sar., 2011). Pored toga, Yang i saradnici su predlozili da aktivacija faktora
rasta vaskularnog endotela moZze biti joS jedan potencijalni mehanizam putem kojeg HBO
utiCe na neurogenezu (Yang i sar., 2017). Nedavno objavljena studija (Ye i sar., 2022) pokazala
je da HBO slabi piroptozu, koja predstavlja novi, joS uvek nedovoljno istrazeni nacin celijske
smrti NSC. Smatra se da HBO slabi piroptozu blokiranjem duge nekodirane RNK, koja
indukuje piroptozu. Pored toga, rezultati josS jedne studije (Wang i sar., 2022) su pokazali da je
HBO omogudila ne samo migraciju NSC, ve¢ i diferencijaciju u neurone i integraciju u
neuronska kola nakon povrede mozga. Stavise, oni su istakli da je faktor 1, koji je proizveden
u stromalnim ¢elijama, ukljuc¢en u regulaciju neurogeneze nakon povrede mozga.
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Zakljucci

Na osnovu postavljenih ciljeva i dobijenih rezultata ove doktorske disertacije moZe se
zakljuciti da:

1. ASK, model fokalne povrede mozga, stimuliSe aktivaciju mikroglije. Desetog dana nakon
ASK ove Celije uglavnom eksprimiraju TNF-a i oko mesta povrede dominantan je
proinflamatorni M1 fenotip. Deset tretmana HBO smanjuje reaktivnu mikrogliozu, celije
mikroglije su morfoloski slicnije miruju¢oj mikrogliji i dominantno eksprimiraju
antiinflamatorni citokin IL-10 $to ukazuje da HBO tretman pomera polarizaciju mikroglije ka
antiinflamatornom M2 fenotipu.

2. ASK stimuliSe stvaranje glijalnog oZiljka koji ogranicava mesto povrede u korteksu.
Reaktivni astrociti imaju hipertrofirano telo i dugacke nastavke, IL-10 su negativni i pripadaju
proinflamatornom A1l fenotipu astrocita. HBO tretman smanjuje stvaranje glijalnog oZiljka
nakon ASK i dovodi do stvaranja sredine koja je pogodna za oporavak povredenog tkiva. U
LHBO grupi astrociti su GFAP/IL-10-pozitivni, pripadaju antiinflamatornom A2 fenotipu.
Imaju hipertrofisano telo, ali krace nastavke, koji po duZini nalikuju nastavcima astrocita u
kontrolnoj grupi Sto je potvrdeno i morfometrijskom analizom ovih Celija.

3. Primenjeni HBO tretman smanjuje oSteCenja citoskeleta i degeneraciju nervnih Ccelija
izazvane ASK i doprinosi o¢uvanju morfologije neurona.

4. ASK dovodi do supresije adultne neurogeneze oko mesta lezije i SVZ, dok HBO tretman
stimuliSe procese neurogeneze oko mesta lezije i u SVZ. HBO povecava proliferaciju NSC,
stimuliSe migraciju neuroblasta ka mestu lezije i ubrzava maturaciju ovih celija u SVZ i
migratornom putu od SVZ do mesta povrede.

5. ASK pokazuje specifican uticaj na DG uzrokujuéi celijsku smrt neurona pretezno u
unutrasnjoj trecini granularnog sloja i u SGZ DG hipokampusa. HBO tretman sprecava gubitak
novonastalih nezrelih neurona i zrelih neurona u granularnom sloju DG i sprecava
degeneraciju dendrita nezrelih neurona u SGZ. HBO tretman povecava broj celija koje
proliferiSu nakon povrede.

Imajuci u vidu sve dobijene rezultate moZe se zakljuciti da kontinuirani HBO tretman
pokazuje neuroprotektivni efekat i stimuliSe adultnu neurogenezu u neurogenim zonama
mozga. HBO kao adjuvantni tretman u leCenju TBI ispoljava pozitivne efekte, koji potvrduju
korist HBO u sanaciji povreda mozga. Sve to ukazuje da HBO zasluZuje da ima mesto u
terapijskim protokolima za lecenje TBI.
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Skracenice

AB - Alchajmerova bolest

AIF - faktor koji indukuje apoptozu
AMPA - a-amini-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol propionat

AQP4 - akvaporin 4

Arg - arginaza

ASK - ablacija senzomotornog korteksa
ATP - adenozin trifosfat

BDNF - neurotrofni faktor sintetisan u
mozgu

BK - bo¢na komora

BMPs - engl. bone morphogenic proteins
CA1, CA2, CA3 - lat. cornu ammonis 1,2,3
CB - cerebelum

CC - lat. corpus callosum

c¢DNK - komplementarna
dezoksiribonukleinska kiselina

CNS - centralni nervni sistem

CX - korteks

Cx 43 - koneksin-43

DAB - 3,3’-diaminobenzidin

DAMPs - molekularni obrasci oStecenja
DAPI - 4’ 6-diamidin-2-fenilindol

DCX - dablkortin

DEPC - dietil-pirokarbonat

DG - dentatni girus

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina
E - ependimalne ¢elije

ER - endoplazmin retikulum

F]B - fluoro-zad B

Gal-3 - galektin-3 protein

GFAP - glijalni fibrilarni kiseli protein
GS - granularni sloj

HBO - hiperbari¢na oksigenacija

HIF - hipoksijom indukovan faktor
HRP - enzim peroksidaza rena

IFD - gustina integrisane fluorescence
IGF-1 - insulinu sli¢an faktor rasta-1
IgG - imunoglobulin G

IKP - intrakranijalni pritisak

IL-10 - interleukin 10

IL-1p - interleukin 1 beta

IL-6 - interleukin 6

INF- vy - interferon gama

KMB - krvno-moZdana barijera

KS - krvni sud

MMP - matriksne metaloproteinaze

NDS - normalni magareci serum
NeuroD1 - engl. neuronal differentiation 1
NMDA - N-metil-d-aspartat

NO - azot-monoksid

NSC - neuralne stem Ccelije

OB - olfaktorni bulbus

OE - olfaktorni epitel

PBS - fizioloski rastvor sa fosfatnim
puferom

PFA - paraformaldehid

Prok1 - prokineticin 1

PVDF - poliviniliden-fluoridna membrana
RMP - rostralni migratorni put

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivne kiseoniCne vrste

SDF-1 - engl. stromal cell derivated factor-1
SDS - natrijum dodecil sulfat

SOX2 - polno determinisSuci region 2 Y
SVZ - subventrikularna zona

SGZ - subgranularna zona

TBI - traumatsko oStecenje mozga

TBST - Tris pufer sa dodatkom Tween 20
TLR 4 - engl. Toll-like receptor 4

TNF-a - faktor nekroze tumora alfa

V - ventrikula

VCAM-1 - engl. vascular cell adhesion
molecule 1

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta
V-SVZ - ventrikularna-subventrikularna
zonha

VZ - ventrikularna zona
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prezentovana u vidu postera na XIII International Congress of Medical Sciences u Sofiji 2014.
godine. Dr Rada Jeremi¢ je dobitnik stipendije za jednomesecno usavrSavanje u
Univerzitetskoj klinici Ependorf u Hamburgu.

Svoj naucni put dr Jeremic¢ je zapocela u Istrazivackoj stanici Petnica, kao polaznik
seminara Hemija. Kasnije, od trece godine fakulteta dr Jeremi¢ nastavlja svoj naucno-
istrazivacki rad kao student na katedri Medicinske fiziologije. Doktorske akademske studije,
modul FizioloSke nauke, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu upisuje 2015. godine.
Zdravstvenu specijalizaciju iz interne medicine Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu upisala je u aprilu 2017. godine. Master akademske studije, modul Fizicka aktivnost,
zdravlje i terapija veZbanjem upisala je 2020. godine.

U zvanje saradnika u nastavi za uZu naucnu oblast Medicinska fiziologija na
Medicinskom fakultetu u Beogradu izabrana je 2017. godine. Dr Jeremi¢ je 2019. godine
izabrana u zvanje asistent na istoimenoj katedri.

0d 2018. godine dr Rada Jeremi¢ je saradnik na projektu finansiranom od strane
Ministarstva nauke, inovacija i tehnolo$kog razvoja Vlade Republike Srbije, br. 200110. Clan je
Drustva za neuronauke Srbije (DNS), Federation of European Neuroscience Societes (FENS) i
International Society for Neurochemistry (ISN).

Dr Rada Jeremi¢ je mentor brojnih studentskih naucno-istrazivackih radova koji su
prezentovani na kongresima u zemlji i inostranstvu. Dr Jeremi¢ je dobitnica Travel Award za
kongres ISN-ESN 2023 Porto u Portugaliji, Zahvalnice za posveéenost u reSavanju studentskih
pitanja i izuzetnu saradnju sa studentima 2023. god, Granta za Skolu Molecular targets of
antiaging interventions, Spetses, Grcka 2022. god, kao i Zahvalnice za podrsku aktivnostima
organizacije i izuzetan doprinos nau¢no-istrazivackom radu studenata 2022.1 2021. god.

Dr Jeremic je autor i koautor na 8 radova u ¢asopisima na JCR listi. Ukupna citiranost
svih radova je 38, a HirSov, h-index iznosi 5 prema indeksnoj bazi SCOPUS.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora : Rada Jeremié

Broj indeksa: FN-05/15

Izjavljujem

Da je doktorska disertacija pod naslovom:

Dejstvo hiperbari¢ne oksigenacije na regenerativni potencijal mozdanog tkiva u
eksperimentalnom modelu traumatske povrede mozga

¢ rezultat sopstvenog istraZivackog rada;

da disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za sticanje druge diplome
prema studijskim programima drugih visoko$kolskih ustanova;
e da su rezultati korektno navedeni i

* danisam kr3io/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu, 31.08.2023. godine

@e@am <
@)
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora : Rada Jeremi¢
Broj indeksa: FN-05/15
Studijski program: Doktorske studije iz medicinskih nauka - smer Fiziolo$ke nauke

Naslov rada: Dejstvo hiperbari¢ne oksigenacije na regenerativni potencijal mozdanog
tkiva u eksperimentalnom modelu traumatske povrede mozga

Mentori: prof. dr Predrag Brkié¢, doc. dr Sanja Dacié

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predao/la radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora
nauka, kao 3to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu, 31.08.2023. godine

@mmw;é
U
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Izjava o kori$¢enju

Ovla$€ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Dejstvo hiperbari¢ne oksigenacije na regenerativni potencijal moZdanog tkiva u
eksperimentalnom modelu traumatske povrede mozga

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu
i dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji po$tuju odredbe sadrZane u
odabranom tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlu¢ila.

1. Autorstvo (CC BY)

% Autorstvo - nekomercijalno (CC BY-NC)

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)

5. Autorstvo - bez prerada (CC BY-ND)

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruZite samo jednu od Sest ponudenih licenci. Kratak opis licenci je sastavni
deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu, 31.08.2023. godine @QQW y
&)
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Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢akiu
komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i
javno saopsStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom
licencom se ogranic¢ava najveci obim prava koris¢enja dela.

Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje,
distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
slicnom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

Autorstvo - bez prerada. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela.

Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopsStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom.
Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog koda.



