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REZIME

Uticaj B vitaminskih kompleksa i ribavirina na odgovor nervnih i glijskih

¢elija i oporavak motornih funkcija nakon povrede mozga pacova

Traumatska povreda mozga (TPM) predstavlja veliki zdravstveni problem
savremenog drustva jer je vodedi uzrok smrti i invaliditeta kod mladih osoba. Uprkos
znatnim istraZivackim i klinickim naporima, jo$ uvek ne postoji ni jedan dovoljno
uspesan terapijski pristup koji uti¢e na sve patofizioloske procese koji prate mozdanu
traumu, odnosno, koji moze ukloniti sve njene posledice. Stoga se uspesan tretman u
borbi protiv. TPM danas pokuSava pronaéi kombinacijom razli¢itih terapijskih
tretmana. Poznato je da je oporavak izgubljene funkcije nakon povrede mozga odraslih
veoma spor i nepotpun usled nepovratnog unistenja nervnih celija i ogranicene
mogucnosti remodelovanja postojec¢ih i formiranja novih neuronskih veza. Glavna
prepreka za uspesniji oporavak posle ostecenja je nepermisivna sredina glijskog oziljka
koji se formira nakon povrede, a koji sprecava izrastanje novih nervnih vlakana i
uspostavljanje novih neuronskih veza. Glijski oZiljak ¢ine gusta mreZa glijskih celija
(astrocita i oligodendrocitnih prekursorskih celija) i nepropustan vandelijski matriks
(ECM). Cilj ove studije bio je da se ispita dejstvo kompleksa vitamina B (B1, B2, B3, B6 i
B12) i ribavirina (RBV, purinskog nukleozidnog analoga) na oporavak motornih
funkcija, posle jednostrane ablacije senzomotorne kore (ASK) prednjeg mozga pacova.

Muzjacima Wistar soja, starim 2.5 meseca, uradena je ASK prema slede¢im
koordinatama: 2mm ispred, 4 mm iza bregme i 4 mm lateralno od sredisnje linije u
dubinu do pojave bele mase mozga. Operisane Zivotinje podeljene su, prema tretmanu
nakon ASK, u 6 grupa: L grupa - tretirana fizioloskim rastvorom; LK1 grupa -
tretirana kombinacijom vitamina Bl (33 mg/kg/dan), B6 (33 mg/kg/dan) i B12 (0,5
pg/kg/dan); LK2 grupa - tretirana kombinacijom vitamina B2 (7,5 mg/kg/dan) i B3
(500 mg/kg/dan); LK grupa - tretirana kombinacijom svih pet vitamina: B1, B2, B3, B6
i B12 u prethodno navedenim dozama; LR grupa - primala je RBV (30 mg/kg/dan);
LKR grupa - tretirana kombinacijom svih 5 B vitamina i RBV u prethodno navedenim
dozama. Prva injekcija B vitamina data je i.p. 15 minuta nakon ASK, a potom na svaka
24 sata tokom sledec¢ih 14 dana, dok je RBV aplikovan od 3 dana nakon ASK, jednom

dnevno do kraja eksperimenta. Uticaj primenjenih tretmana na oporavak nakon ASK



pracen je testiranjem ponasanja (test prelaska preko grede - BW test), RT-PCR i
Western blot analizom, kao i razli¢itim imunohistohemijskim metodama.

Ispitivano je dejstvo razli¢itih kombinacija B vitamina i RBV na oporavak
koordinacije lokomocije nakon ASK. Pokazano je da primena B vitamina ubrzava
oporavak lokomotornih funkcija, ali sa razli¢itom efikasnos¢u: LK = LK2 > LK1, dok su
kombinacije B vitamina i RBV imale sledecu efikasnost: LK = LKR > LR.

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je da se utvrdi efekat razlic¢itih
kombinacija B vitamina i RBV na odgovor nervnih ¢elija i na sinapticku plasti¢nost.
Procesi plasti¢nosti praceni su primenom specifi¢cnih markera izrastanja aksona,
dendrita i formiranja sinapsi (GAP43, MAP2, sinaptofizin). Kompleks svih 5 B
vitamina (LK), a narocito njegova kombinacija sa RBV (LKR) imaju najizraZeniji efekat.
Njihova primena podstakla je izrastanja aksona i dendrita, grananje dendrita kao i
formiranje novih sinapsi. To je verovatno doprinelo stvaranju novih neuronskih veza
¢ime se moZze objasniti zapaZeni brzi oporavak motorike zadnjeg kontralateralnog
ekstremiteta. S druge strane, B vitamini (pre svega kombinacija B2+B3), njihove
kombinacija sa RBV (LKR), kao i sam RBV (LR), pokazali su izrazito povoljan efekat u
o¢uvanju neurona, sto se ogledalo kako u njihovoj morfologiji (imunohistohemijsko
bojenje sa antitelom na NF-H i SMI31), tako i u smanjenju broja degenerisanih neurona
(Fluoro-Jade B obelezavanje, koje boji samo degenerisane neurone).

Posebno je ispitivan uticaj kompleksa B vitamina i RBV na proces reaktivne
glioze i formiranje glijskog oziljka u regionu oko mesta povrede. Pokazano je da
tretmani ovim supstancama smanjuju broj reaktivnih astrocita i oligodendrocitnih
prekursorskih celija i odlazu formiranja oZiljnog tkiva koje se intenzivno formira
izmedu 7. i 14. dana posle ASK. Kao specifi¢ni markeri reaktivnih astrocita koriséeni su
GFAP, vimentin i S100B. U 14. danu posle operacije, pored povecanja broja reaktivnih
astrocita, uoc¢eno je znacajno povecanje ekspresije GFAP i vimentina u svim operisanim
grupama, kako na genskom, tako i na proteinskom nivou. Tretman razli¢itim
kombinacijama B vitamina (a najvise LK), kao i RBV smanjio je broj reaktivnih
astrocita. Ekspresija S100B proteina takode je znacajno smanjena pod dejstvom
kompleksa B vitamina i RBV i to sa slede¢om efikasnos¢u LKR >> LR > LK. Sva tri
tretmana dovode do znacajnog smanjenja broja reaktivnih astrocita i menjaju njihovu

morfologiju ka mirujucoj formi astrocita.



Takode, pracen je i odgovor komponenti ECM nakon povrede mozga.
Primenom antitela na hondroitin sulfatne proteoglikane - CSPG (4S i 65 CSPG,
fosfakan, neurokan i brevikan), koji su elementi ECM, uoceno je znacajno povecéanje
njihove ekspresije u Sirokom pojasu oko mesta lezije. Dvojnim imunofluorescentnim
bojenjem sa GFAP-om povecana ekspresija ovih CSPG uocava se oko reaktivnih
astrocita, koji ih i izlu¢uju. Tretman kombinacijom svih pet B vitamina nakon ASK
redukuje ekspresiju fosfakana, neurokana i brevikana na usku zonu oko mesta
povrede, sto doprinosi povecanju permisivnosti mozdanog parenhima i omogucava
izrastanje aksona i formiranje novih sinaptickih veza, kao i uspostavljanju izgubljenih
funkcija.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske teze pokazuju da primena ispitivanih
supstanci, iako one deluju posredstvom razli¢itih mehanizama, poboljSsava oporavak
nakon ASK. To ukazuje da bi kombinacija vitamina B (B1, B2, B3, B6i B12) i RBV mogla
da bude efikasna dopuna postojecih pristupa terapiji povrede mozga, sto zahteva dalju
klini¢ku proveru.

Kljuéne reéi: pacov, povreda mozga, koordinacija lokomocije, reaktivna
astroglioza, glijski oziljak, izrastanje i grananje neurona, sinapticka plasi¢nost,

hondroitin sulfatni proteoglikani, B vitamini, ribavirin
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ABSTRACT

The effect of vitamin B complexes and ribavirin on response of neuronal and

glial cells and recovery of motor function after injury to the rat brain

Traumatic brain injury (TBI) is a major health problem in modern society, being
a leading cause of death and disability among young people. Despite huge basic
research and clinical efforts an effective treatment for TBI has not been established yet,
that will counteract all of pathophysiological processes accompanying brain trauma.
Therefore, a best possible present treatment that would act on several secondary
processes in TBI is based on a combination of different therapeutic approaches.

A recovery of lost functions after brain injury is slow and incomplete in adults,
due to the irreversible destruction of nerve cells and the limited ability of brain tissue
for remodeling of existing and formation of new synaptic connections. The main
obstacle for a successful recovery is existence of non-permissive glial scar, which
emerges after a brain trauma preventing axonal sprouting and the establishment of
new neural circuits. Glial scar consists of a dense network of glial cells (astrocytes and
oligodendrocyte precursor cells) and dense extracellular matrix (ECM). The aim of this
study was to explore the effects of vitamin B complex (B1, B2, B3, B6 and B12) and
ribavirin (RBV, a purine nucleoside analogue) on the recovery of motor function after
unilateral sensorimotor cortex ablation (SCA) of rat forebrain.

Two and a half-month old male Wistar rats underwent SCA at the following
coordinates: 2 mm before, 4 mm behind the bregma and 4 mm lateral to the midline,
and to the depth of the white matter. After the surgery, rats were randomly divided
according to treatment protocol into 6 groups: group L - treated with saline solution;
LC1 group - treated with a combination of vitamin Bl (33 mg/kg/day), B6 (33
mg/kg/day) and B12 (0,5 mg/kg/day); LC2 group - treated with a combination of
vitamin B2 (7.5 mg/kg/day) and B3 (500 mg/kg/day), LC group - treated with a
combination of all five vitamins: B1, B2, B3, B6 and B12 in the above mentioned doses,
LR group - received RBV (30 mg/kg/day); LCR group - treated with a combination of
5 B vitamins and RBV in the above doses. The first injection of vitamin B was given i.p.
15 minutes after the SCA, and then daily during next 14 days, while RBV was first
administered 3 days after the SCA, once daily until the end of the experimental

protocol. The effects of treatment on the recovery after SCA were followed by



behavioral tests (beam walking test - BW test), while molecular changes were detected
using RT-PCR, Western blot analysis and several immunohistochemical protocols.

We studied the effects of different combinations of B vitamins and RBV on
recovery of locomotor coordination after SCA. It is shown that administration of B
vitamins accelerates and improves coordination, with a treatment-specific efficacy: LC
> LC2>LC1, while the combination of B vitamins and RBV have the following
effectiveness: LC > LCR> LR.

One of the goals of this study was to determine the effect of application of
different combinations of B vitamins and RBV on nerve cell responses and synaptic
plasticity. Plasticity and remodeling were monitored using specific markers for axon
and dendrites outgrowth and synapses formation (GAP43, MAP2, synaptophysin). The
complex of all 5 B vitamins (LC), and particularly its combination with RBV (LCR)
have the most pronounced effect. The LCR treatment induces sprouting of axons and
dendrites, dendritic branching and the formation of new synapses, which .probably
contributes to the establishment of new neural connections, and observed rapid
recovery of contralateral hind paw locomotor function. On the other hand, B vitamins
(especially the combination B2 + B3), their combination with RBV (LCR) and RBV
alone (LR) induced marked beneficial effects on nerve cells, as reflected both in their
morphology (immunostaining with antibodies against NF-H and SMI31), and reduced
number of degenerated neurons (Fluoro-Jade B labeling, stains only degenerated
neurons).

Additionally, the effect of vitamin B complex and RBV was investigated on the
process of reactive gliosis and glial scar formation in the region around the site of
injury. It is shown that application of the substances reduces the number of reactive
astrocytes and oligodendrocyte precursor cells and delays the formation of scar tissue
that is being formed 7 to 14 days after the SCA. GFAP, vimentin and S100B were used
as specific markers of reactive gliosis. At 14 days after the operation, in addition to the
increased number of reactive astrocytes, a marked increase in GFAP and vimentin
expression at both gene and protein level were observed in all experimental groups.
Administration of B vitamins (particularly LC) and RBV reduces the number of
reactive astrocytes and expression of S100B protein, with the following efficiency
LCR>>LR>LC. All treatments led to a significant reduction in the number of reactive

astrocytes and their transition to more resting-like morphology.



Furthermore, changes in the expression of ECM components after the injury
were studied by using the antibodies specific for chondroitin sulfate proteoglycans -
CSPG (CSPG 4S and 6S, phosphacan, neurocan and brevican), which are the main
elements of the ECM. Significant increase in the expression in a wide area around the
lesion was observed. Double immunofluorescence staining with GFAP revealed the
up-regulation of CSPG around the reactive astrocytes, which are known to secrete
them. The application of all B vitamins after SCA reduces the expression of
phosphacan, neurocan and brevican to a narrow zone surrounding the injury site,
thereby producing more permissive environment for neurite outgrowth and formation
of new synaptic connections that may contribute to the observed restoration of brain
functions.

The results obtained in this thesis show that the application of tested
substances, even though they act via different mechanisms, improves recovery after
SCA. This indicates that the cocktail of B (B1, B2, B3, B6, B12) vitamins in combination
with RBV could be an effective contribution to the existing therapeutic approaches in

the treatment of brain injuries, which certainly requires further clinical testing.

Key words: rat, brain injury, locomotor coordination, reactive
astrogliosis, glial scar, neuronal sprouting and branching, synaptic plasticity,

chondroitin sulfate proteoglycans, B vitamins, ribavirin
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SKRACENICE

acetil-CoA - acetil-koenzim A

ASK - ablacija senzomotorne kore

BW (Beam-walking test) - test prelaska preko grede

C-4-S - hondroitin-4-sulfat

C-6-S - hondroitin-6-sulfat

ChABC - hondroitinaza ABC

CNS - centralni nervni sistem

CNT (Concentrative Nucleoside Transporter) - koncentrativni nukleozidni
transporteri

CS - hondroitin sulfat

CS-GAG - hondroitin-sulfatni glikozaminoglikani

CSPG - hondroitin sulfatni proteoglikani

EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

ECM (Extracellular matrix) - vancelijski matriks

ENT (Equilibrative Nucleoside Transporter) - uravnotezujuci nukleozidni
transporteri

FAD - flavin adenin dinukleotid

FJB (Fluoro-jade B) - Fluoro-Zad B

FMN - flavin mononukleotid

G6F - glukozo-6-fosfat

GABA - y-amino buterna kiselina

GAD - glutamat-dekarboksilaza

GAP-43 (Growth-Associated Protein 43) - Protein rasta 43

GF - glikogen fosforilaza

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) - glijski fibrilarni kiseli protein
GMP - guanozin monofosfat

GTP - guanozin trifosfat

IF - intermedijarni filamenti



IHC (immunohistochemistry) - imunohistohemija

IMP - inozin monofosfat

IMPDH - inozin monofosfat dehidrogenaza

i.p. - intraperitonealno

KGDH - dehidrogenaza a-ketoglutarata

KMB - krvno-moZdana barijera

MAG - mijelin-asocirani glikoprotein

MAI (myelin-associated inhibitors) - inhibitori povezani sa mijelinom
MAP (Microtubule Associated Protein) - proteini vezani za mikrotubule
MeCbl - metilkobalamin

NF - neurofilamenti

NGEF - faktor rasta nervnih celija

OPC - oligodendrocitne prekursorske celije

PARP - poli-ADP-ribozil polimeraza

PCR (polymerase chain reaction) - lanc¢ana reakcija polimerizacije
PDH - dehidrogenaza pirogrozdane kiseline

PG - proteoglikani

PKC - protein kinaza C

PNM - perineuronalna mreza

PNS - periferni nervni sistem

RBV - ribavirin

RMP - ribavirin 5'-monofosfat

RNK - ribonukleinska kiselina

RPTP ( receptor-type protein-tyrosine phosphatase )

RTP - ribavirin 5'-trifosfat

ST - sobna temperatura

TDF - tiamin difosfat

TGEF-f (transforming growth factor) factor transformacije rasta- 3
TK - transketolaza

TNF-a - faktor nekroze tumora- a



TPM - traumatska povreda mozga
TPP - tiamin pirofosfat

WB - Western blot

WKS - Wernicke-Korsakoff sindrom

XMP - ksantozin monofosfat
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1. UVOD



Najcesce koris¢ena recenica u radovima o traumatskoj povredi mozga
(TPM) jeste: TPM predstavlja veliki zdravstveni problem savremenog drustva
jer je vodedi uzrok smrti i invaliditeta kod mladih osoba (Vink i Van Den
Heuvel, 2004; Pekovi¢ i sar., 2006; Werner i Engelhard, 2007) za ¢ijim se
efikasnim tretmanom jo$ uvek traga. Do danas nije pronadena ni jedna
specifi¢na supstanca koja moZe uticati na sve patofizioloske procese koji prate
mozdanu traumu, ili koja moZe ukloniti sve njene posledice. Verovatno to
nikada i nece biti moguce zbog kompleksnosti i velikog broja procesa koji prate
povredu. Stoga TPM predstavlja jedno neiscrpno polje istrazivanja. Otkrice jo$
jednog deli¢a slagalice koji bi upotpunio nasa saznanja, razvijanje novih
strategija usmerenih na smanjenje oste¢enja nakon povreda centralnog nervnog
sistema (CNS) predstavlja cilj rada mnogih laboratorija. Ova teza bi trebala da

bude jo$ jedan mali doprinos tome.



1.1. TRAUMATSKA POVREDA MOZGA

Podela TPM na primarnu i sekundarnu povredu predstavlja nac¢in da se
razdvoje i klasifikuju procesi koji se deSavaju u CNS-u nakon povrede ovog
tkiva. Ostecenje koje nastaje kao rezultat inicijalnog mehanickog dogadaja
predstavlja primarnu povredu i ona je nepovratna. Odmah nakon povrede, u
primarnoj zoni umire odreden broj neurona, ali broj neurona koji propada raste
u narednim casovima, danima, pa ¢ak i nedeljama. Objasnjenje leZzi u
sekundarnoj degeneraciji neurona koja se javlja na mestu povrede. Sekundarna
povreda nije uzrokovana mehanickim oSteCenjem, nastaje postepeno iz
primarne povrede, $iri se i ukljucuje niz biohemijskih i metaboli¢kih promena
zapocetih mehani¢ckom povredom (Young, 1987; Faden 1993, Gennarelli i
Graham, 2005), koje se javljaju ne samo u oSte¢enim neuronima, veé i u
intaktnom okolnom tkivu. Sekundarno izumiranje neurona u zonama koje nisu
neposredno zahvacene lezijom nakon TPM nastavlja se u narednim danima i
doprinosi trajnim ostecenjima mozdanog tkiva. Posledice sekundarne povrede
mogu biti ishemija, moZdani edemi, acidoza, hemoragija (Cervos-Navarro i

Lafuente, 1991).

1.2. OPORAVAK NERVNOG SISTEMA NAKON POVREDE

Izmedu primata i glodara postoji analogija u funkcionalnoj organizaciji
kortikalnih i subkortikalnih struktura, pa je mozak pacova dobar model za
izucavanje procesa u toku razvica i oporavka nakon povrede mozga. Dugo je
vladalo misljenje da su nastala oste¢enja u mozgu odrasle jedinke nepovratna,
jer se sa zavrSetkom razvida, smanjuje kapacitet nervnog sistema =za
regeneraciju. Pokazano je, medutim, da mozak ima sposobnost adaptacije na
povredu i izvestan stepen oporavka izgubljenih funkcija, zahvaljujudi
plasti¢nosti nervnih ¢elija (Kolb, 1999; Nudo, 2003; Fawcett, 2009; Castellanos i
sar., 2010; Kolb i Teskey, 2012).



Procesi koji se odigravaju posle povrede mozga su plasti¢nost, oporavak
i o¢uvanje funkcija. Plasti¢nost ili reorganizacija nervnog sistema predstavlja
sve promene nervnog sistema izvan perioda normalnog razvic¢a (Gispen, 1993).
Neuronalna plasti¢nost opisuje dva fenomena: sinapticku i anatomsku
plasti¢nost. Sinapticka podrazumeva promene aktivnosti postojecih sinapsi,
dok je anatomska plasti¢nost adaptivna reorganizacija neuritskih puteva koja
pomaze oporavak nakon povrede CNS.

Oporavak podrazumeva povratak odredenog ponasSanja koje je bilo
izgubljeno nakon povrede. Cesto ostecenje nekog regiona dovodi do posledi¢ne
funkcionalne redukcije i gubitka neke sposobnosti za koju je bio zaduzen
povredeni deo mozdanog tkiva. U mnogim studijama uoceno je da neki drugi
regioni mozga mogu da preuzmu funkcije ostecenih (Xerri, 1998; Chu i sar.,
2000; Frost i sar., 2003). Najcesce, funkcije koje su pripadale ostecenom tkivu
preuzimaju regioni neposredno oko povrede, ali kada je povreda velikih
dimenzija, moZe do¢i do redistribucije funkcija na Sirem podrucdju o¢uvanog
mozdanog tkiva, pa ¢ak i u kontralateralnoj hemisferi.

U adultnom CNS-u regeneracija aksona je slaba, buduéi da oni retko
uspeju da dodu do ciljne celije i uspostave funkcionalne sinapse. Nasuprot
dogadajima u CNS-u, aksoni u perifernom nervnom sistemu (PNS) se bolje
regenerisu i funkcionalno oporavljaju (Bray i sar., 1981). Distalni deo aksona
odsecen od tela celije propada u toku aktivhog procesa koji dovodi do
fragmentacije i raspadanja aksona (Valerova degeneracija). Ostaci bivaju
uklonjeni radom glijskih celija i makrofaga. Proksimalni deo ostecenog aksona
se izduzuje duz lanca Svanovih ¢elija i uspostavlja nove sinapticke kontakte sa
cilinom éelijom. Svanove delije svojom bazalnom laminom, izgradenom od
multifunkcionalnih glikoproteina i proteoglikana, usmeravaju rastuéi konus
aksona ka deaferentisanoj ciljnoj éeliji. Na membrani Svanovih ¢éelija nadeni su
receptori za NGF (faktor rasta nervnih celija) kojih nema na astrocitima

(Assouline i Pantazis, 1989).



Na suprot tome, u CNS-u osteceni aksoni sposobni su samo za
ograni¢eno grananje, ali ne dolazi do njihovog izduZivanja i regeneracija je
neuspesna. Razlika u regenerativnom potencijalu PNS-a i CNS-a nastaje zbog
prisutnosti razlicitih tipova glijskih celija u ova dva sistema. PNS je bogat
Svanovim celijama na ¢ijoj membrani su receptori za NGF (Assouline i Pantazis,
1989) i pokazano je da aksoni oba sistema efektnije rastu u takvoj sredini
(Richardson i sar., 1980, 1984; Benfey i Aguayo, 1982). CNS, medutim, sadrzi
oligodendrocite i astrocite, na ¢ijoj membrani su inhibitorni makromolekuli koji
onemogucuju rast aksona (Fawcett i sar., 1989 a,b; Bandtlow i sar., 1990).

Svaka povreda CNS-a izaziva niz reakcija kojima organizam odgovara
na povredu. Jedan od odgovora na TPM je reaktivna glioza koja dovodi do
stvaranja glijskog oziljka. Upravo zbog takvog okruzenja regeneracija i
remijelinizacija aksona u CNS su sporiji, a samim tim usporen je i funkcionalni
oporavak.

Glijski oZiljak s jedne strane sprecava Sirenje lezije, ali sa druge strane
predstavlja neprohodnu sredinu za izrastanje neurita i na taj nacin sprecava
oporavak neuronske mreze. Glijske ¢elije koje formiraju oZiljno tkivo produkuju
inhibitorne molekule koji deluju na ¢elije u okolini (Frederickson i Silver,
1991).

Identifikovan je veliki broj molekula u CNS koji ogranicavaju
regeneraciju. Klasifikuju se u dve velike grupe: inhibitori povezani sa mijelinom
(myelin-associated inhibitors - MAI) (Zorner i Schwab, 2010) i hondroitin
sulfatni proteoglikani (engl-Chondroitin sulfate proteoglycan - CSPG) ( Asher i
sar., 2001; Morgenstern i sar., 2002).

MAI su, kao Sto im ime kaZe, komponente mijelina. Ovi proteini
oligodendrocita narusavaju izrastanje neurita in vitro i ogranicavaju rast aksona
in vivo nakon osteéenja CNS. Grupi pripadaju Nogo-A (Chen i sar., 2000;
GrandPre i sar., 2000), mijelin-asocirani glikoprotein (MAG) (McKerracher i
sar., 1994), efrin-B3 (Benson i sar., 2005) i semaforin 4D (Sema4D) (Moreau-



Fauvarque i sar., 2003). Ovi molekuli, izuzev MAG, nisu pronadeni u PNS gde
mijelin grade Svanove celije.

CSPG su glavni inhibitorni molekuli u glijskom oziljku (Asher i sar.,
2001; Morgenstern i sar., 2002), eksprimiraju ih reaktivni astrociti nakon
povrede CNS. Mogu biti vezani za membranu ili oslobodeni u vancelijski
prostor. Clanovi ove grupe inhibitora regeneracije su neurokan (Asher i sar.,
2000), versikan (Schmalfeldt i sar., 2000), brevikan (Yamada i sar., 1997),
fosfakan (Inatani i sar., 2001), agrekan i NG2 (Dou i Levine, 1994). U nekoliko
studija ustanovljeno je da enzim hondroitinaza ABC redukuje inhibitorni efekat
CSPG in vitro (McKeon i sar., 1995) i potpomaze rast aksona nakon povrede
CNS (Barritt i sar., 2006; Massey i sar., 2006; Cafferty i sar., 2007).

Semaforin 3A takode pripada inhibitornim molekulima (Kaneko i sar.,
2006), ali ne pripada ni jednoj prethodno opisanoj grupi.

Osteceni neuroni u CNS ne eksprimiraju ili nedovoljno eksprimiraju
troficke faktore rasta koji se javljaju u toku razvica i uspeSne regeneracije
perifernih neurona (Fu i Gordon, 1997). Zbog toga je njihova sposobnost
regeneracije ogranicena cak i u odsustvu inhibitornih molekula. Medutim, ako
se poveca ekspresija ovih faktora u oSte¢enim neuronima CNS to pospesuje
njihovu regeneraciju (Neumann i Woolf, 1999; Bomze i sar., 2001).

Oporavak se moze podeliti na rani i kasni. Rani period oporavka nastupa
neposredno posle lezije. Preostali, intaktni nervni zavrseci koji su bili u vezi sa
osteCenim aksonima mogu postati nefunkcionalni. Javlja se hiperosetljivost.
Uzrok ove pojave je povecan broj receptora na postsinaptickoj membrani, pa
stimuluse. U ranom periodu oporavka nakon lezije neaktivne sinapse postaju
aktivne, a povecana je i efikasnost neostecenih sinapsi (5to je posledica
povecane koli¢ine neurotransmitera u presinaptickim, delimi¢no o$te¢enim

aksonima).



Kasni period oporavka karakteriSe izrastanje novih ogranaka aksona
(kolateralno grananje), koji se preusmeravaju ka drugoj sinapsi ukoliko je

postsinapticka membrana ostecena.

1.3. ODGOVOR CNS-a NA POVREDU

Svako naruSavanje integriteta moZdanog tkiva zapocinje kaskadu
¢elijskih i molekulskih dogadaja. Reakcija okolnog tkiva na povredu dovodi do
formiranja barijere gradene od glijskih celija (astrociti, mikroglija,
oligodendrociti i oligodendrocitne prekursorske celije - OPC (Levine i sar.,
1993; Levine, 1994; Hampton i sar., 2004). Ovo ograni¢avanje i izolovanje mesta
povrede sprecava Sirenje sekundarne lezije i smanjuje daljnje oStecenje tkiva
(Ridet i sar, 1997). Proces se naziva reaktivna glioza i dovodi do formiranja
glijskog oziljka, strukture koja se menja i razvija u vremenu u zavisnosti od
¢elija koje je grade.

Neposredno nakon lezije aktiviraju se makrofagi i mikroglija (Davalos i
sar., 2005). Mikroglija je prisutna u mozgu u fizioloskim uslovima u mirujucoj
formi sa dugim, tankim i razgranatim nastavcima. Nakon povrede ove celije se
aktiviraju, dolazi do njihove deobe i migracije ka mestu povrede (Kreutzberg,
1996), te prelaska iz mirujuce forme u celije slicne makrofagima. Na mestu
povrede, 24 sata kasnije, nalazi se veliki broj aktiviranih celija mikroglije, a
mogu biti prisutni i makrofagi poreklom iz krvotoka (ako je doslo do oStecenja
krvno-moZdane barijere, KMB) (Kreutzberg, 1996). Povecan broj
mikroglija/makrofaga u razli¢itim fazama aktivacije opstaje na mestu povrede
mnogo nedelja (Fawcett i Asher, 1999). Aktivirana mikroglija ima mnoge
osobine makrofaga i sposobna je da oslobada slobodne radikale, azot oksid,
derivate arahidonske kiseline i druge molekule. U in vitro modelu Zietlow i
saradnici (1999) su pokazali da kontakt sa nervnim celijama menja ulogu
mikroglije od neurotoksi¢ne u neuroprotektivnu, jer pod uticajem okolnog
nervnog tkiva prestaju da oslobadaju c¢itav niz toksi¢nih molekula. Postoji

nekoliko eksperimenata u kojima je ispitivan uticaj mikroglije na regeneraciju
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aksona. Rabchevsky i Streit (1997) su implantirali mikrogliju na mesto povrede
kicmene moZzdine, same ili u kombinaciji sa astrocitima. Pokazali su da je
prisutna mikroglija stimulisala regeneraciju aksona CNS-a i da je ucinila
parenhim permisivnijim za rast neurita. U eksperimentima Moon i saradnika
(2000) pokazano je da dolazi do snaZzne regeneracije aksona nigrostrijatnog
trakta nakon lezije etidijum bromidom, koji smanjuje broj glijskih celija na
mestu povrede, kao i da je glavni tip celija koje podrZavaju rast aksona upravo
mikroglija. U PNS-u jedna od faza procesa oporavka jeste invazija makrofaga u
povredene nerve, a aksoni koji se regeneriSu rastu kroz podrucje bogato
makrofagama (Perry i Brown, 1992). Veliki, masivan odgovor mikroglije na
povredu je odlika CNS-a niZih ki¢menjaka kod kojih se deSava regeneracija
aksona (Wilson i sar., 1992).

Medutim, pokazano je da mikroglija pored ove protektivne uloge, moZe
da ima i Stetnu, tako Sto oslobada citotoksi¢ne medijatore, citokine, proteaze,
kiseoni¢ne radikale (Giulian i Robertson, 1990; Merrill, 1992). Mnogi citokini
deluju direktno na neurone koji poseduju brojne receptore za citokine. Citokini
(IL-1) izazivaju oslobadanje drugih faktora rasta od strane astrocita (IL-6, NGF)
koji potom uti¢u na aktivnost neurona (Cotman i sar., 1994). Citokini koje
produkuju astrociti (Eng i Ghirnikar, 1994) i neuroni uticu na mikrogliju
(Giulian i sar, 1994). Kao rani odgovor na povredu Celije
monocitne/ makrofagne linije oslobadaju TGF-p (Logan i sar., 1992), a kasnije ga
oslobadaju i ¢elije mikroglije, astrociti i neuroni oko mesta povrede (McTigue i
sar., 2000; Makwana i sar., 2007). TGF-f aktivira transkripciju gena koji kodiraju
proteine jezgra mnogih hondroitin sulfatnih proteoglikana (CSPG) ili enzime
koji regulisu sintezu glikozaminoglikana (GAG) (Asher i sar., 2000; Hamel i
sar., 2005; Smith i Strunz, 2005; Gris i sar., 2007). Takode, ovaj citokin poveéava
sulfataciju GAG i dovodi do povecanja koli¢ine CS-4 koje sintetiSu astrociti
(Susarla i sar., 2011). Pokazano je da astrociti oslobadaju TNF-a i inhibiraju
prezivljavanje OPC i sprecavaju njihovu diferencijaciju u zrele oligodendrocite,

Sto dodatno onemogucava uspesnu remijelinizaciju nakon povrede CNS.



U narednim danima (3 do 5) posle povrede mobilise se veliki broj NG2*
¢elija se iz okolnog tkiva. Ove celije (oligodendrocitne prekusorske celije - OPC
i sinantociti) prvo povecavaju ekspresiju NG2 molekula na svojoj povrsini, a
zatim se u velikom broju akumuliraju na mestu povrede verovatno
kombinacijom proliferacije i migracije. Brojnost NG2 ¢elija dostiZze maksimum
sedmog dana nakon povrede, zatim pocinje da opada, ali ostaje poviSena
nekoliko nedelja (Levine, 1994; Keirstead i sar., 1998). Pokazano je da NG2,
proteoglikan koji je naden na membranama ovih ¢elija, inhibira rast aksona
senzornih, kortikalnih i cerebelarnih neurona (Dou i Levine, 1994; Fidler i sar.,
1999; Chen i sar., 2002). Pored toga ove celije u manjoj meri u odnosu na
astrocite produkuju i fosfakan, neurokan, versikan koji mogu spreciti izrastanje
aksona (Schnaedelbach i sar., 1998). Cinjenica da se NG2 u velikom broju
okupljaju oko mesta povrede CNS-a, kao i da eksprimiraju veliki broj
inhibitornih proteoglikana ¢ini ih moénim inhibitorima regeneracije aksona.

Zreli oligodendrociti inhibiraju konus rasta aksona preko Nogo i mijelin
vezanog glikoproteina (MAG), ali ovakav efekat nije zabeleZen kod nezrelih
oligodendrocita. Finalnu strukturu oziljnog tkiva predominantno ¢ine astrociti
koji se dele i polako migriraju na mesto povrede gde popunjavaju povredom

upraznjen prostor (Fawcett i Asher, 1999).

1.3.1. Astrociti i njihov odgovor na TPM

1.3.1.1. Struktura i funkcije astrocita

U mozgu odraslog coveka astrociti su najbrojniji tip glijskih celija i
predstavljaju vise od 50% ukupne celijske populacije kore velikog mozga (Bass i
sar., 1971; Tower i Young, 1973). Njihova rasprostranjenost u svim regionima
CNS-a i bliske veze koje uspostavljaju sa neuronima ukazuju na veliku
raznovrsnost i svestranost ovih celija. Na osnovu razlika u morfologiji i
anatomskoj lokalizaciji dele se u dva glavna podtipa: protoplazmati¢ne i
fibrozne astrocite. Danas se zna da postoji veliki broj celija koje eksprimiraju

razli¢ite molekule, kao sto su GFAP, S100B ili glutamin sintetaza i postaju



reaktivne u odgovoru na razli¢ite povrede u regionima u kojima se nalaze u
CNS-u, ba$ kao i protoplazmatic¢ni i fibrozni astrociti (Hewett, 2009). To su
Milerove celije u retini, Bergmanova glija u malom mozgu, pituicite u
neurohipofizi, tanicite i mnoge druge.

Fibrozni astrociti su dominantno prisutni u beloj masi, imaju malo telo
sa svega nekoliko dugih, nerazgranatih nastavaka. U citoplazmi ovih astrocita
prisutan je veliki broj fibrila i filamenata koji se prostiru i u nastavke. Pokazano
je da su nastavci fibroznih astrocita u kontaktu sa Ranvijerovim suzenjima (Butt
i sar,. 2004, Hamilton i sar., 2008). Protoplazmati¢ni astrociti imaju krupnije
telo sa kog polazi pet do deset glavnih nastavaka koji se potom dalje granaju i
daju mreZu sve tanjih nastavaka preko kojih jedan astrocit uspostavlja kontakte
i sa nekoliko stotina dendrita i obavija 10 000 i viSe sinapsi (Bushong i sar., 2002;
Ogata i Kosaka, 2002; Oberheim i sar., 2006; Halassa i sar., 2007a). Zastupljeni
su u sivoj masi mozga. Pokazano je da se razgranati nastavci pojedinacnih
astrocita (osim u distalnim delovima) ne preklapaju sa nastavcima drugih
astrocita ¢ime se formira mikrodomenska distribucija astrocita u kori (Halassa i
sar., 2007) i hipokampusu (Bushong i sar., 2002; Ogata i Kosaka, 2002).
Protoplazmati¢ni astrociti, odnosno njihova zavrsna stopala zajedno sa ¢elijama
endotela kapilara grade KMB (Risau i Wolburg, 1990; Araya i sar., 2008), koja
odrzava odgovarajuéi jonski sastav vancelijske sredine u moZdanom tkivu
(Walz, 1989; Simard i Nedergaard, 2004). Oba tipa astrocita na distalnim
nastavcima grade pukotinaste veze sa susednim astrocitima (Peters i sar., 1991).

Uloge astrocita koje danas znamo daleko prevazilaze pocetne ideje ranih
neuroanatoma sa kraja 19. veka. Svakim danom se sve vise potvrduje viSestruka
i prisna prepletenost funkcija astrocita i neurona. Astrociti pruzaju mehanicku
potporu aksonima, ucestvuju u vodenju aksona pri izrastanju i migraciji
neurona tokom razvica, kao i u prostornoj organizaciji neurona u zrelom mozgu
(Hatten i Liem, 1981; Hatten i sar., 1991; Peters i sar., 1991). Sprecavaju mogucu
depolarizaciju okolnih neurona uspeSno preuzimajuci visak K*, koji se

elektricnom aktivhos¢u neurona oslobada u vancelijski matriks (engl.
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Extracellular matrix-ECM). Ucestvuju u uspostavljanju jonske i transmiterske
homeostaze u perineuronalnom tkivu (Simard i Nedergaard, 2004; Olsen i
Sontheimer, 2008) i odrzavanju KMB (Risau i Wolburg, 1990). Regulisu protok
krvi u mozgu koji zavisi od sinapticke aktivnosti neurona (Schipke i
Kettenmann, 2004; Magistretti, 2006). Astrociti prisutni oko sinapsi u CNS-u
reguliSsu oslobadanje aktivnih molekula uklju¢ujué¢i glutamat, purine (ATP i
adenozin), GABA i D-serin i moduliSu sinapti¢ku transmisiju $to je dovelo do
koncepta trodelne sinapse (Araque i sar., 1999; Nedergaard i sar., 2003; Halassa
i sar., 2007b; Perea i sar., 2009). Ucestvuju u produkciji molekula ECM (Ard i
sar., 1993; Canning i sar., 1996; McKeon i sar., 1991; Massey i sar., 2006). Posle
povrede astrociti su najbrojnije celije koje ogranicavaju mesto povrede i Stite
okolno nepovredeno mozdano tkivo (Fitch i sar., 1999; Silver i Miller, 2004;

Pekny i Nilsson, 2005; Myer i sar., 2006).

1.3.1.2. Intermedijarni filamenti astrocita

Citoskelet eukariotske celije grade: mikrofilamenti ili aktinski filamenti
(pre¢nika oko 6 nm); mikrotubule (oko 20 nm) i intermedijarni filamenti IF (8-12
nm). Najveca familija citoskeletnih proteina u sisarskim celijama je
superfamilija IF. OdrZavajuci oblik i plasti¢nost celije IF mreZa deluje kao
integrator u ¢elijskom prostoru. IF se dele u 5 grupa (Fuchs i Weber, 1994). Prvu
i drugu grupu cine kiseli i bazni keratini koji se javljaju u epidermalnim
¢elijama. Cetvrtu ¢ine neurofilamenti (NF) koji se eksprimiraju u zrelim
neuronima i ¢ine glavnu citoskelethu komponentu aksona. Peta grupa su
lamini. Treéu grupu ¢ine intermedijarni elementi nediferenciranih ¢elija, kao $to
su prethodnici neurona, glijskih celija i ¢elija drugih tipova. U glijskim celijama
ovoj grupi pripadaju vimentin, dezmin, glijski fibrilarni kiseli protein (Glial
Fibrillary Acidic Protein, GFAP) i periferin.

Kao citoplazmati¢ni markeri za identifikaciju astrocita koriste se
intermedijarni filamenti (IF) tipa III i kalcijum vezujuéi protein S100B

(Rajadhyaksha i Manghani, 2002).
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Vimentin se eksprimira u ranom stadijumu delijske diferencijacije u
nezrelim astrocitima (Correia i sar., 1999) i u radijalnoj gliji (Schachner i sar.,
1977). Zna se da je ekspresija vimentina regulisana Ccelijskim ciklusom,
odredenim faktorima rasta, serumom, tumorskim promotorima, viralnim
infekcijama. Smatra se da vimentin ima ulogu u komunikaciji i transportu
izmedu celijske povrsine i jedra, tako Sto spaja jedro sa plazma membranom.
Uloga vimentina je vrlo znacajna u odrZavanju unutradnje organizacije
odredenih celija jer drZi organele i jedro na odredenom mestu. Vimentin se
koristi za identifikaciju velikog broja razli¢itih tumora (Osborn i Weber, 1989) i
nezrelih astrocita u procesu reaktivne astroglioze (Correia i sar., 1999).

U normalnom razvi¢u mozga, ekspresija GFAP i nivo iRNK je daleko
vedi u beloj nego u sivoj masi (Lewis i Cowan, 1985). GFAP ima vaznu ulogu u
pokretljivosti astrocita, odreduje njihov oblik i strukturnu stabilnost nastavaka.
Postoje velika neslaganja oko uloge GFAP u kompleksnim ¢elijskim dogadajima
kao sto su citoskeletna reorganizacija, celijska adhezija i signalni putevi. Smatra
se da GFAP obezbeduje mesta za vezivanje kinaza koje prepoznaju kljuc¢ne
Celijske supstrate i tako omogucavaju GFAP-u da formira veze sa
mikrofilamentima, integrinskim receptorima i ECM . Specifi¢an je marker zrelih
astrocita u normalnim i patoloskim uslovima.

U CNS-u visih ki¢menjaka nakon povrede ili usled traume, bolesti,
genetickih poremecaja, astrociti postaju reaktivni i odgovaraju na tipi¢an nacin
procesom astroglioze. Reaktivna astroglioza se karakteriSe povecanjem
ekspresije GFAP. Nivo ekspresije je znacajno povec¢an od prvog dana pa sve do
cetvrte nedelje nakon traume (Lavrence, 2000; Pekovi¢ i sar., 2005). Povec¢ana
kolicina GFAP-a je zapazena u eksperimentalnim modelima koji uklju¢uju
gliozu, kao $to su kriogene lezije mozga (Kim i sar., 2012) i eksperimentalni
autoimunski encefalomijelitis (EAE) (Lavrnja i sar., 2012).

Vimentinska vlakna nestaju nakon dvadesetog dana od rodenja (Pixley i
de Vellis, 1984). U toku prve dve postnatalne nedelje, vimentin i nestin se

postepeno zamenjuju GFAP-om c¢ija koli¢ina raste od rodenja do dvadesetog
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dana (Pixley i de Vellis, 1984). U mozgu adulta vecina astrocita eksprimira
samo GFAP (Pixley i de Vellis, 1984).

U toku ranog razvica CNS-a, IF celija radijalne glije i nezrelih astrocita
sacinjeni su od vimentina (Franke i sar., 1978), a u danima oko rodenja njegovo
mesto zauzima GFAP. U jednom kratkom periodu ova dva proteina
koegzistiraju (Pixley i de Vellis, 1984), da bi nakon rodenja u diferenciranim
astrocitima doslo do nestanka vimentina i drasticnog povecdanja ekspresije
GFAP, koji postaje glavni IF zrelih astrocita adulta (Bignami i sar., 1972; Lewis i
sar., 1984). Kod adulta vimentin i GFAP prisutni su zajedno samo u
specijalizovanim glijskim celijjama - u tanicitama (de Vitry i sar., 1981), u
Bergmanovim celijama (Lazarides, 1982; Schiffer i sar., 1986), u Svanovim
¢elijama (Yen i Fields, 1981), kao i u reaktivnim Milerovim ¢elijama (Bignami,
1984).

Ovakav odnos dva IF menja se u patoloskim stanjima koja se karakterisu
reaktivnom gliozom, sloZzenim sledom biohemijskih i celijskih odgovora na
razne vrste povreda CNS-a (Hatten i sar.,, 1991, Norton i sar., 1992; Eng i
Ghirnikar, 1994).

1.3.1.3. Reaktivna astroglioza

Astrociti odgovaraju na TPM nizom dogadaja koji se nazivaju reaktivna
astroglioza. Uocljiva je hipertrofija-povecanje celijskog tela i nastavaka
(Nathaniel, 1981) i hiperplazija-povecanje broja astrocita (Latov i sar., 1979;
Janeczko, 1993). Do povecanog broja ovih celija verovatno dolazi migracijom i
proliferacijom. Na primer, pokazano je da zreli astrociti mogu ponovo uéi u
¢elijski ciklus i proliferisati (Bush i sar., 1999; Buffo i sar., 2008), mogu nastati i
od NG2 progenitorskih ¢elija iz okolnog parenhima (Magnus i sar., 2008) ili od
multipotentnih progenitorskih celija koje migriraju na mesto povrede (Ohab i
Carmichael, 2008).

Astrociti obnavljaju sposobnost ekspresije vimentina koju su izgubili u

toku sazrevanja (Takamiya i sar., 1988) i povecavaju ekspresiju GFAP, koji
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polimerizuje u brojne IF (Reier i sar., 1983; Miller i sar., 1986). Istovremeno
povecanje ekspresije GFAP i vimentina (Slika 1.) javlja se samo u celijama koje
se nalaze u blizini lezije (Takamiya i sar., 1988). U ovom regionu, 60% astrocita
eksprimira zajedno oba IF dok su ostali pozitivni samo na GFAP (Calvo i sar.,

1991).

PREKLOPLIENO

Slika 1. Imunofluorescentno bojenje intermedijarnih filamenata GFAP proteina i
vimentina u reaktivnim astrocitima nakon povrede kore prednjeg mozga pacova (iz
teze). Skala 50 um.

Ovaj pocetni odgovor astrocita ima vaznu ulogu u oporavku narusene
KMB, smanjenju edema mozga i regulisanju protoka krvi (Bush i sar., 1999;
Faulkner i sar., 2004). Postepeno reaktivni astrociti formiraju glijski oZiljak koji
ogranicava povredeno tkivo (Pekny i Nilsson, 2005), sprecava dalje Sirenje
povrede, ali u kasnijem razdoblju moZze da ogranic¢ava rast neurita (McKeon i
sar., 1991; Pekovic i sar., 2005).

U finalnoj formi, glijski oziljak sadrZi uglavnom mreZzu gradenu od
¢vrsto isprepletenih astrocitnih nastavaka povezanih tesnim i pukotinastim
vezama.

Povecanje ekspresije GFAP smatra se markerom reaktivne glioze, ali
povecanje moZze, a ne mora, da ukljucuje povecanu sintezu ovog proteina ili
njegove iIRNK. U nekim slucajevima, jedina promena je poja¢ana imunoreakcija
koja moZze da se javi i bez povecanja koli¢ine ovog proteina, zbog promene u
pristupacnosti epitopa koje prepoznaju anti-GFAP antitela (Norton i sar., 1992;
Eng i Ghirnikar., 1994). Markeri koji se cesto javljaju u slucajevima aktivacije
astrocita su protein S-100B, vimentin, razli¢ite komponente ECM, molekuli
povezani sa imunskim odgovorom i molekuli iz porodice citokina/faktora rasta

(Wu i Schwartz, 1998). Reaktivni astrociti sintetiSu razli¢ite faktore rasta,
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citokine i neuropeptide (Eddleston i Mucke., 1993; McMillian i sar., 1994), koji
se ne detektuju kod astrocita u mirovanju.

Norton i saradnici (1992) pretpostavili su da razli¢iti tipovi povreda
indukuju drugaciji odgovor astrocita, specifican po vremenskom toku,
ukljucenosti kontralateralne strane, i po tome da li dolazi do povecanja nivoa
iRNK za GFAP i/ili GFAPproteina. Razumevanje procesa aktivacije astrocita i
specifinosti zavisno od tipa povrede, mogu nam pomo¢i da pronademo
odgovarajuci terapijski pristup kojim bi modulisali proces reaktivne astroglioze

i tako doprineli oporavku.
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1.3.2. Hondroitin-sulfatni proteoglikani

Hondroitin-sulfatni proteoglikani su komponente ECM-a (Rouslahti,
1996) sa veoma raznovrsnim funkcijama. Ukljuc¢eni su u regulaciju mnogih
bioloskih procesa, kao $to su razvi¢e mozga, neuronalnu plasti¢nost kod adulta
i reorganizaciju mozga nakon povrede (Bovolenta i Fernaud-Espinoza, 2000;
Asher i sar., 2001; Morgenstern i sar., 2002; Rauch, 1997, 2004).

Hondroitin sulfatni proteoglikani se sastoje od sredisnjeg proteina koji je
kovalentno povezan sa dugim linearnim polisaharidnim lancima tj. hondroitin-
sulfatnim glikozaminoglikanima (CS-GAG) (Rouslahti, 1988, Hartmann i
Maurer, 2001). Broj bo¢nih lanaca, gradenih od ponovljenih disaharidnih
jedinica glukuronske kiseline i N-acetilgalaktozamina, varira od samo 1 do
preko 100. Ovi Secerni ostaci mogu biti modifikovani sulfatacijom, a pozicija
sulfatne grupe odreduje tip CS (Properzi i sar., 2003). Disaharidne jedinice CS
mogu biti monosulfatisane na poziciji 4 ili 6 N-acetilgalaktozamina (CS-A ili CS-
C). Takode, mogu biti i disulfatisani na poziciji 4 i 6 glukuronske kiseline i N-
acetilgalaktozamina (CS-D) i na poziciji 4 i 6 N-acetilgalaktozamina (CS-E)
(Sugahara i sar., 2003; Sugahara i Mikami, 2007). Zahvaljujuéi obilju negativno
naelektrisanih sulfatnih grupa, sulfatacija GAG lanaca na odgovarajuéim
pozicijama odreduje interakcije CSPG-a sa drugim molekulima (Wu i sar., 2005;
Coles i sar., 2011). Interakcije CSPG-a sa drugim proteinima ECM-a posebno su
vazne u formiranju perineuronalne mreze (PNM) u koju su uklopljena tela i
dendriti neurona (Celio i sar., 1998.).

CSPG proteini sadrZe razli¢ite domene i grupisani su u ¢etiri porodice na
osnovu karakteristika proteinskih struktura. Najrasprostranjeniji CSPG u CNS
su lektikani (pogledati revijski rad Yamaguchi, 2000), modularni proteoglikani-
PG koji vezu hijaluronan i lektine. Oni se jo$ nazivaju i hijalektani (Iozzo, 1998).
Identifikovana su cetiri predstavnika ove familije (Slika 2A.): agrekan (Doege i
sar., 1991), versikan (Zimmermann i Rouslahti, 1989), neurokan (Rauch i sar.,

1992) i brevikan (Yamada i sar., 1994). Ovi proteini poseduju N-terminalni G1
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domen, C-terminalni G3 domen i centralni region za koji se vezuju GAG lanci
(agrekan ima i G2 domen) (Yamaguchi, 2000). G1 (homolog hijaluronan-
vezujuceg proteina) vezuje hijaluronan. G3 sadrzi tri razli¢ita strukturna dela
koji mogu da veZu Secere, te otuda potice ime ove familije lektikani (Rouslahti,
1996). Sledecoj, fosfakan/RPTP familiji (Slika 2B.) pripada fosfakan koji nastaje
alternativnom obradom transkripta za RPTPp (eng. receptor-type protein-tyrosine
phosphatase ). RPTPP je kodirana jednim genom, a tri izoforme nastaju
alternativnim isecanjem. Dve su membranske izoforme (RPTPp i short RPTPp) i
jedna je sekretovana (fosfakan). Fosfakan je solubilan, predstavlja vancelijski
domen RPTPP, bez unutarcelijskih fosfataznih domena (Maurel i sar., 1994;
Garwood i sar., 2003). Treca je porodica malih PG bogata leucinskim ostacima,
koja uklju¢uje dekorin i biglikan. Ovi proteini sadrZe sredisnji deo bogat
leucinskim ostacima i N-terminalna vezivna mesta za jedan (dekorin) ili dva
(biglikan) CS-GAG lanca (Hocking i sar., 1998). U posebnu, ¢etvrtu, grupu
ubraja se NG2 koji je transmembranski CSPG sa velikim vancelijskim domenom
i sadrzi do tri CS-GAG lanca (Stallcup, 2002) i neuroglikan-C (Oohira i sar.,
2004).
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A Lektikani B Fosfakan/RPTP

CS-GAG
Agrekan
CS-GAG

RPTPB
Versikan

Unutarcelijska Vancelijska
Neurokan sredina sredina

Fosfakan

Brevikan g

sar., 2012). A) Lektikani sadrze globularne domene G1 i G2 i sredisnji deo za koji se kovalentno
vezuju CS-GAG lanci. B) Fosfakan/RPTPP familija; RPTPP ima dva unutdelijska tirozin
fosfatazna domena D1 i D2 kojih nema kod fosfakana.

-----

CSPG  wucestvuju u brojnim Celijskim procesima tokom razvica,
ukljucujuci celijsku adheziju, ¢elijsku migraciju, izduZivanje i vodenje neurita i
sinaptogenezu (Katoh-Semba i sar., 1995, 1998; Bandtlow i Zimmermann, 2000;
Oohira i sar., 2000). U toku sazrevanja CNS menja se nivo ekspresije sredisnjeg
proteina CSPG, kao i obrazac sulfatacije CS-GAG lanaca (Nandini i Sugahara,
2006). Nedavno je pokazano da dve vrste CS-GAG sa razli¢itim sulfatisanim
motivima, hondroitin-4-sulfat (C-4-S ili CS-A) i hondroitin-6-sulfat (C-6-S ili CS-
C) ostvaruju razlic¢iti uticaj na izrastanje aksona. C-4-S GAG ispoljava snazan
negativan uticajna razvoj neurona in vitro, $to nije slucaj sa C-6-S (Wang i sar.,
2008).

Nakon zavrsetka kriticnog perioda, $to je kod pacova prvi mesec po
rodenju, CSPG se organizuju u PNM (Pizzorusso i sar., 2002) i ucestvuju u

regulaciji jacine sinapti¢kih veza u odraslom CNS-u (Dityatev i sar., 2010). U
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mozgu adultnih pacova CSPG imaju vaznu ulogu u stabilizaciji sinaptic¢kih
veza i ograni¢avanju neuroplasti¢nosti (Frischknecht i sar., 2009).

Nakon povrede CNS, glijske celije i inhibitorni molekuli formiraju i
fizicku i hemijsku barijeru anatomskom i funkcionalnom oporavku neurona.
Povecana ekspresija CSPG pokazana je u brojnim modelima povrede CNS, kao
Sto je lezija kore prednjeg mozga (Asher i sar., 2000, Daci¢ i sar., 2008),
entorinalne kore (Haas i sar., 1999; Thon i sar., 2000), malog mozga (Levine,
1994), presecanje nigrostrijatnog puta (Moon i sar., 2002) i povrede ki¢cmene
mozdine (Lemons i sar., 1999; Jones i sar., 2003a; Tang i sar., 2003; Iaci i sar.,
2007). Takode je uoceno da CSPG inhibiraju rast aksona in vitro (Asher i sar.,
2001; Fidler i sar., 1999; Sandvig i sar., 2004). Stoga, degradacija ovih molekula
ima viSestruko pozitivne efekte u procesima regeneracije u in vivo modelima
povrede CNS (Busch i Silver, 2007; Kwok i sar., 2008; Bradbury i Carter, 2011).
Primena bakterijskog enzima hondroitinaze ABC (ChABC) smanjuje
nepermisivno dejstvo CSPG-a na rast neurona u adultnom CNS, Sto je ukazalo
da su zapravo CS5-GAG lanci odgovorni za inhibitorni efekat CSPG-a (McKeon i
sar., 1995; Fidler i sar., 1999).
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1.3.3. Citoskeletni proteini nervne éelije i TPM

Glavni citoskeletni proteini nervne celije su neurofilamenti, tubulin,
razli¢iti proteini vezani za mikrotubule (eng. Microtubule Associated Protein,
MAP) npr. MAP2 i tau, te aktin i spektrin.

Kao rezultat mozdane traume javljaju se oStecenja neurocitoskeletnih
elemenata 5to je jedan od uzroka disfunkcije neurona. Citoskeletni proteini
nervne Celije stupaju u medusobnu interakciju, kao i u interakciju sa drugim
organelama. Uklju¢eni su u citoplazmatski i aksonski transport organela i
makromolekula, odrzavanje integriteta nervne Cdelije i oslobadanje
neurotransmitera. Citoskelet je dinamic¢na struktura, pa su promene i
reorganizacije citoskeletnih proteina neophodne za normalno funkcionisanje, ali
neodgovarajuca organizacija ili unistenje komponenti citoskeleta mogu dovesti

do ostecenja unutarcelijskog transporta i degeneracije neurona.

1.3.3.1. Neurofilamenti

Neurofilamenti su jedini intermedijarni filamenti specifi¢ni za neurone.
Obezbeduju mehani¢ku c¢vrstoéu i stabilnost celijama, kao i odrzavanje
asimetri¢nog oblika neurona. Sastavljeni su od tri razlic¢ite subjedinice koje su
na osnovu svojih molekulskih teZina oznac¢ene NF-L (68 kDa), NF-M (145-160
kDa) i NF-H (160-200 kDa) (Sihag i sar., 2007). U ranim fazama razvi¢a nervnog
sistema, stem celije u CNS eksprimiraju nestin koji nestaje tokom razviéa
(Lendahl i sar.,1990). Takode, vimentin je zastupljen u vecini neurona CNS pre
diferencijacije, moZe se nac¢i i u nekim zrelim neuronima gde ucestvuje u
formiranju i ekstenziji neurita (Nixon i Shea, 1992; Perrin i sar., 2005). Medutim,
nakon uspostavljanja sinaptickih kontakata NF gradeni od tripleta NF-L, NH-M
i NF-H postaju glavni delovi IF mreZe u neuronima. Poznat je jo$ jedan IF tipa
IV, a-internexin za koji se danas pretpostavlja da predstavlja cetvrtu
subjedinicu NF (Yuan i sar., 2006). Kod glodara NF su obavezno heteropolimeri,
zahtevaju kopolimerizaciju NF-L sa bar jednom ve¢om subjedinicom (Lee i sar.,

1993; Cooper i Hausman, 2003). Dva teza NF proteina, naroc¢ito NF-H, su
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izrazito fosforilisani u aksonu, a slabo u telu i dendritima (Cohen i sar., 1987;
Gotow i sar, 1992; 1995). U skladu sa razlikom u nivou fosforilacije, uocavaju se
i morfoloske razlike u organizaciji NF. Mnogo su gusce rasporedeni u aksonu, a
proredeni u telu ili dendritima. Pokazano je da je povecana fosforilacija
odgovorna za medusobnu interakciju NF (Eyer i Laterrier, 1988), a da smanjena
fosforilacija NF-H omogucava interakciju NF sa mikrotubulama i drugim
citoplazmatskim strukturama (Hisanaga i Hirokawa, 1990). Novosintetisani NF
transportuju se u akson u skoro nefosforilisanom stanju, a stepen fosforilacije
raste tokom transporta duz aksona (Carden i sar., 1987; Nixon i sar., 1987). Broj
NF i rastojanje izmedu njih direktno odreduje dijametar aksona (Hoffman i sar.,
1984). Promene normalne strukture IF u neuronu ili aksonu mogu narusiti spori
aksonalni transport (Collard i sar., 1995, de Waegh i sar., 1992), promeniti
provodljivost aksona ili dovesti do degeneracije (Straube-West i sar., 1996).

U mnogim modelima TPM kod kojih je oStecena i siva masa, dolazi do
gubitka NF proteina ili smanjenja imunoreakcije na ove proteine. Naime,
imunohistohemijske studije su pokazale da dolazi do fragmentacije,
vakuolizacije kao i gubitka fine dendritske arborizacije u piramidnim
neuronima ipsilateralne kore ve¢ u prvim satima posle povrede (Posmantur i
sar., 2000). Ove promene koje su zahvatile neurone oko mesta povrede mogu
dovesti do rearanZmana neurofilamenata i u daljim, neoSteenim regionima

dovodedi do funkcionalnih oste¢enja u tim preZivelim neuronima.

1.3.3.2. MAP proteini

Proteini asocirani za mikrotubule (MAP) vezuju se za tubulin. Potrebni
su za funkcionisanje mikrotubula i za njihovu interakciju sa organelama,
vezikulama, ali i drugim citoskeletnim elementima (Matus, 1988; Poulain i
Sobel, 2010). Smatra se da MAP stabilizuje mikrotubule i omogucava
medusobno povezivanje bo¢nih lanaca, kao i njihovo povezivanje sa drugim
intermedijarnim filamentima. Na osnovu molekulske mase dele se na a) MAP

velike molekulske mase (MAP1A-C, MAP2A, MAP2B), b) tau proteine, c)
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MAP srednje molekulske mase (MAP3, MAP4) i d) molekulske motore
(kinezin, dinein). Kod sisara je najzastupljeniji MAP2, koji se eksprimira u
¢elijskom telu neurona i dendritima (Matus, 1988). Pronadeno je viSe izoformi
koje nastaju alternativnom obradom (MAP2A, 2B, 2C i 2D). Ovi proteini
reguliSu polimerizaciju mikrotubula. Promene ekspresije MAP2 neophodne su
za diferencijaciju, rast i plasti¢nost neurona (Wiche, 1989; Johnson i Jope, 1992).
Smanjenje ekspresije ovog proteina vodi ka strukturnim i funkcionalnim
promenama u neuronima i sprecava izrastanje neurita (Caceres i sar., 1992;
Gonzalez-Billault i sar., 2002), odnosno dovodi do dezorganizacije mikrotubula
i smanjenja celijskih nastavaka (Sharma i sar., 1994).

Studije na miSevima i pacovima ukazale su na veliki gubitak
imunoreakcije na MAP2 u ipsilateralnoj kori i hipokampusu nakon TPM (Hicks
i sar., 1995; Saatman i sar., 1998). Pokazano je da je u regionima sa manje MAP2
prisutna i degeneracija i smrt neurona, pa se MAP2 koristi za procenu ostecenja
neurona i za pracenje procesa oporavka dendritskih nastavaka posle povrede

CNS-a (Furutani i Kibayashi, 2012).

1.3.4. Protein rasta 43 (GAP-43)
Protein rasta 43 (engl. Growth-Associated Protein 43, GAP-43) je

fosfoprotein bogato zastupljen u konusima rasta i presinaptickim membranama
(Gispen i sar, 1985; Dent i Meiri, 1998). Veoma je retko i slabo eksprimiran na
dendritima (DiFiglia i sar., 1990). Ekspresija ovog proteina u neokorteksu i
hipokampusu pacova najveca je u toku prve dve nedelje nakon rodenja i
podudara se sa povecanim grananjem aksonskih zavrSetaka i formiranjem
novih sinapsi (Dani i sar., 1991; Holtmaat i sar., 1995;).

Na konusima rasta eksprimiran je tokom razvoja nervnog sistema i
tokom regeneracije (Benowitz i Rattenberg, 1997; Dent i Meiri, 199§;
Korshunova i sar., 2007). Brzim aksonskim transportom doprema se u neurite

koji izrastaju, posebno u konuse rasta (Skene i Willard, 1981). Fosforilacija GAP-

22



43 protein kinazom C (PKC) povecava grananje neurona, a od stepena
fosforilacije zavisi efekat proteina na izrastanje neurita (Aigner i Caroni, 1995).

Ekspresija ovog proteina na diferenciranim neuronima adultnog mozga
je mala, osim na neuronima koji su uklju¢eni u sinapti¢ko remodeliranje, kao i u
delovima mozga koje odlikuje velika plasti¢nost, npr. asocijativne zone (¢eone
kore) mozga coveka (Neve i sar., 1988), hipokampus i olfaktorne zone mozga
pacova (Oestricher i Grispen, 1986; Verhaagen i sar., 1989).

GAP-43 interaguje sa citoskeletom i signalnim molekulima, kao $to su
kalmodulin, aktin, G proteini (Coggins i Zwiers, 1991, Aarts i sar., 1999).
Eksperimentima na GAP 43 nokaut (knockout) miSevima pokazano je da ima
fundamentalnu ulogu u procesima ucenja i pamcenja (Rekart i sar., 2005) i da je
fosforilacija GAP-43 sa PKC neophodna za ucenje (Routtenberg i sar., 2000).

Pojacan nivo ekspresije GAP 43 i njegove iRNK detektovan je na
neuronima u regeneraciji nakon povrede nervnog tkiva (Doster i sar., 1991;
Linda i sar., 1992; Stroemer i sar., 1995; Li i sar., 1998; Carmichael i sar., 2005;
Korshunova i sar., 2007). Utvrdena je korelacija izmedu ekspresije GAP-43 i
regenerativnog potencijala oSte¢enih motoneurona (Yuan i sar., 2009).
Povecanje ekspresije ovog proteina u vezi je sa veéim grananjem neurona, dok
je pri smanjenoj ekspresiji GAP-43 primecena promena morfologije konusa
rasta (Kapfhammer, 1997). Stoga se ekspresija GAP-43 rutinski koristi kao

marker rasta neurita i plasti¢nosti neurona (Dijk i sar., 2007).

1.3.5. Sinaptofizin

Sinaptofizin je kalcijum vezujuéi glikoprotein. On je integralni protein
membrana sinaptic¢kih vezikula prisutan u mnogim neuroendokrinim ¢elijama i
u svim neuronima (Wiedenmann i Franke, 1985; Navone i sar., 1986; Sudhof i
sar., 1987). Ukljucen je u procese formiranja sinapsi i egzocitozu, tj. ucestvuje u
transportu sinaptickih vezikula, njihovom ukotljavanju i spajanju sa
sinaptickom plazma membranom (Sudhof, 1995; Tarsa i Goda, 2002). Budu¢i

da je iskljucivo lokalizovan u vezikularnoj membrani koristi se kao molekularni
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marker promena sinapticke gustine u istraZzivanjima patofizioloskih procesa

koji se nalaze u osnovi neuroloskih poremecaja (Masliah i Terry, 1993), kao i

kod TPM (Shojo i Kibayashi, 2006; Hall i Lifshitz, 2010).

1.4. PRIMENA B VITAMINA U TERAPIJI TPM

Mnogo truda je uloZeno u pronalaZenje tretmana koji bi poboljsali
funkcionalni ishod i smanjili Stetu nakon povrede. Otkriveno je da mnoge
prirodne supstance mogu biti veoma efikasne u poboljSanju ponasanja i
smanjenju efekata sekundarne povrede nakon TPM. Imajuci u vidu da prirodna
jedinjenja generalno pokazuju manje ozbiljne nuspojave od drugih
farmakoloskih tretmana i imaju viSe neuroprotektivnih mehanizama delovanja,
istrazivanja njihove primene u oporavku nakon TPM sve viSe privlace paZznju
istraziva¢a. Medu njima, u poslednje vreme, poseban akcenat je stavljen na
ulogu B vitamina u regenerativnim procesima nakon povrede mozga (Hoane i

sar., 2003, 2005; Kuypers i Hoane, 2010).

1.4.1. Vitamini B grupe

Vitamini B grupe su rastvorljivi u vodi i uglavnom funkcionisu kao
koenzimi. Grupu ¢ini 8 vitamina: Bi (tiamin), Bz (riboflavin), Bs (niacin), Bs
(pantoteinska kiselina), Bs (piridoksin), B7 (biotin), By (folna kiselina) i Bi2
(kobalamin). U ovoj tezi ispitivali smo dejstvo 5 vitamina B grupe (B1, B2, B3,
B6, B12) (Slike 3.A-E) za koje je pokazano da imaju veliki potencijal u le¢enju
TPM.

1.4.1.1. Vitamin B1 (tiamin)

\I/N“\ NH, r s Vitamin B1, tiamin ili aneurin (Slika 3A.) je
| | e e
N\;L/N’\*%—k s prvi identifikovani B vitamin. Bitan je za

pravilno funkcionisanje svih organizama.

Slika 3A. Vitamin BI (tiamin)  Nedovoljan unos Bl vitamina kod ljudi

uzrokuje kardiovaskularne (beriberi) i neuroloske poremecaje (Wernicke-
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Korsakoff sindrom, WKS). WKS karakteriSu ostecenja nerava i problemi sa
pamcenjem (nedostatak tiamina kod ovog sindroma povezan je sa hroni¢nim
alkoholizmom). Visoke doze B1 mogu poboljsati koordinaciju mis$ica, ali retko
poboljsavaju gubitak pamcdenja. Bogati izvori tiamina su boranija, pivski kvasac
i zitarice. B1 je uklju¢en u katabolizam ugljenih hidrata (Itokawa, 1996), sintezu
NADPH, ATP i formiranje nukleinskih kiselina. Tiamin difosfat-TDF (ranije je
koriséen naziv tiamin pirofosfat-TPP) je aktivan oblik tiamina i funkcionise kao
specificni  kofaktor za nekoliko enzima, ukljuc¢uju¢i dehidrogenazu
pirogrozdane kiseline (PDH), dehidrogenazu a-ketoglutarata (KGDH),
transketolazu (TK) (Frank i sar., 2007). Ovi enzimi ucestvuju u katabolizmu
ugljenih hidrata i pokazuju smanjenu aktivnost pri nedostatku tiamina (Slika 3.

Al) (Butterworth i sar., 1993; Pekovich i sar., 1998; Bubber i sar., 2004).

Glukoza Transketolaza+TPP |
Glukoza-6-fosfat g Pentozni ciklus Loa » Smanjen mijelinski omotag,

ff/ Metabolizam glukoze i lipida
produkcija amino kiselina

Pirogrozdana

kiselina Nakupljanje mleéne kiseline +
» *ay %
(PR g h_F’dlrm.rat c,’... .“
2,
Acetil - CoA ehiarogenaza ™, «
+TPP e, F
e |

&
- Produkcija *e Smrt
a-Ketoglutarat B — i Akumulacija glutamata —fte  s|obodnih A R

radikala celije
Krikaow Y.._ a-Ketoglutarat
PRI dehidrogenaza
iibarska Kiselina
- +TPP
Neuroekscitotoksi¢nost

-
...~
t..
l'.".

GABA
inhibicija

v

Smanjena produkcija ATP-a

v

Nedostatak energije u celijama

Slika 3A1. Enzimi zavisni od tiamina: transketolaza, piruvat dehidrogenaza i a-
ketoglutarat dehidrogenaza, kao i njihova uloga u patogenezi i éelijskoj smrti do kojih
dovodi nedostatak tiamina. Preuzeto iz Fattal-Valevski, 2011.
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PDH katalizuje dekarboksilaciju pirogroZdane kiseline u acetil-koenzim
A (acetil-CoA), koji ulazi u Krebsov ciklus. KGDH katalizuje dekarboksilaciju
a-ketoglutarata u CoA ¢ilibarne kiseline. TK ucestvuju u alternativnom putu
oksidacije glukoze, u pentozo-fosfatnom putu.

Tiamin ima vaZnu ulogu u energetskom metabolizmu mozga.
Nedostatak tiamina dovodi do patoloskih promena u nervnom tkivu, kao sto su
atrofija mozga, krvarenje, ostecenja bele mase (Yamashita i Yamamoto, 1995;
Langlais i Zhang, 1997), glioza i znacajan gubitak neurona (Witt, 1985;
Mulholland, 2006). Za stvaranje energije mozak koristi glukozu koja difuzijom
prolazi KMB (Rao i sar., 2006). Buduci da oko 30% glukoze u mozgu biva u
potpunosti oksidovano kroz Krebsov ciklus (Siebert i sar., 1986) prethodno
navedena tri enzima cija aktivnost zavisi od tiamina su od vitalne vaZznosti za
metabolizam glukoze u mozgu (Martin i sar., 2003). Oni koriste TDF kao
kofaktor i preuzimaju oko 80% od ukupne kolic¢ine tiamina u nervnom sistemu
(Ishii i sar., 1979). Smanjenje aktivnosti PDH i KGDH doprinosi smanjenju
sinteze ATP i vodi ka smrti celije (Aikawa i sar., 1984). Smanjenje nivoa
pirogrozdane kiseline koja ulazi u Krebsov ciklus povecava koncentraciju
mlec¢ne kiseline u mozgu i dovodi do acidoze (Hakim, 1984). Manja produkcija
acetil-CoA uzrok je smanjene sinteze acetilholina (Heinrich i sar., 1973;
Jankowska-Kulawy i sar., 2010). Gubitak aktivnosti KGDH odgovoran je za
promene koncentracije nekih neurotransmitera uklju¢ujug§i -amino buternu
kiselinu (GABA), glutamat i aspartat (Hazell i sar., 1993; Langlais i Zhang,
1993). TK ucestvuje u pentoznom ciklusu u kom nastaje redukovani NADPH
koji je dalje ukljuc¢en u razne celijske reakcije npr. sintezu lipida i uklanjanje
kiseoni¢nih radikala. TK su tako odgovorne za odrzavanje redoks stanja celije
(Slekar i sar., 1996), pa nedostatak tiamina povecava oksidativni stres
(Calingasan i sar., 1999). Produkt pentoznog puta je i fosforiboza koja dalje
ulazi u procese sinteze nukleotida, nukleinskih kiselina, koenzima i
polisaharida. Smanjenje tiamina dovodi do poremecaja sinteze ribonukleinskih

kiselina - RNK (Boros i sar., 2003). Pored uloge koenzima u metaboli¢kim
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procesima, tiamin ima i strukturnu ulogu (Haas, 1988; Ba", 2008). Neke studije
su pokazale da je tiamin aktivha komponenta aksoleme, mitohondrijske
(Tanaka i Cooper, 1968; Itokawa i sar.,, 1972) i sinaptozomske membrane
(Matsuda i Cooper, 1981), da moze da uti¢e na sinapticku transmisiju i
modifikuje aktivnost membranskih jonskih kanala (Tallaksen i Tauboll, 2000).
Tokom embriogeneze tiamin stabilizuje membrane novonastalih nervnih ¢elija i

usporava pojavu apoptoze tokom razvica (Ba" i sar., 2005).

1.4.1.2. Vitamin B2 (riboflavin)

Vitamin B2 (Slika 3B.) je strukturni deo
koenzima flavin adenin dinukleotida
(FAD) i flavin mononukleotida (FMN)
(McCormick, 1994; McCormick i Greene,
1994; Merrill i sar., 1981). Ovaj koenzim

ucestvuje u oksido-redukcionim

Slika 3B. Vitamin B2 (riboflavin) reakcijama koje su glavni izvor energije
za mnoge organizme, a takode su bitni za metabolizam ugljenihhidrata, masti i
sintezu aminokiselina (Rivlin, 1996).

Pokazano je da primena B2 vitamina smanjuje otok nakon fokalne
ishemije (Betz i sar, 1994) i da znacajno poboljSava oporavak motornih funkcija
u modelu kontrolisane kontuzione povrede ceone kore (Hoane i sar., 2005).
Pretpostavljeni mehanizam delovanja ovog vitamina jeste preko uklanjanja
slobodnih radikala i smanjenja oksidativnih oste¢enja. Enzim NADPH-zavisna
flavin reduktaza redukuje riboflavin u dihidroriboflavin koji brzo smanjuje nivo
oksidovanog gvozda, ¢ime $titi celije od oksidativnog ostecenja. Veza izmedu
smanjenja oksidativnog o$tecenja i oporavka funkcije nakon povrede je dobro
poznata (Hoane i sar, 1997;. Fiskum, 2000). Dihidroriboflavin redukuje
hemproteine koji sadrZe gvozde viSeg oksidativnog stanja (kao sto su Fe(IV)O i

Fe(V)O), za koje je utvrdeno da je povezano s oksidativnim ostecenjem tkiva
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(Hultquist i sar., 1993; Betz i sar, 1994). Ovi hemproteini doprinose ostec¢enju
¢elija, a B2 stiti srce, pluca i mozak od ishemijskih povreda (Hultquist i sar.,
1993; Betz i sar, 1994). Istrazivanja iz 2004 godine (Ksendzova i sar. 2004)
pokazala su da B2 stupa u vezu sa organskim radikalima i da moZe da zastiti
granularne celije malog mozga od ekscitotoksi¢nosti izazvane glutamatom (Lin
i sar., 2004).

B2 se nalazi u pecurkama, kvascu i mesu (govedina, svinjetina,

jagnjetina).

1.4.1.3. Vitamin B3 (niacin)

Termin nijacin odnosi se na nikotinamid (amid nikotinske kiseline),
nikotinsku kiselinu (piridin-3-karboksilne kiseline) i derivate koji ispoljavaju
biolosku aktivnost nikotinamida.

0 Vitamin B3 (Slika 3C.) u formi koenzima
N™ ™S OH nikotinamid adenin dinukleotida (NAD) i
nikotinamid adenin dinukleotid fosfata
Slika 3C. Vitamin B3 (niacin) (NADP), koji deluju kao akceptori ili donori
hidridnog jona, ucestvuje u mnogim bioloskim redoks reakcijama vaznim u
¢elijskom metabolizmu. NAD je koenzim brojnih enzima uklju¢enih u éelijsko
disanje i oksidaciju energetski vaznih molekula kao $to su gliceraldehid 3-
fosfat, mle¢na kiselina, 3-hidroksibutirat, pirogroZdana kiselina i a-ketoglutarat.
NADP ucestvuje u biosintezi masnih kiselina i steroida, oksidaciji glukozo- 6-
fosfata u ribozo-5-fosfat u pentoznom putu.

Neki enzimi seku N-glikozidnu vezu u NAD i katalizuju prenos ADP-
riboze na proteine: mono-ADP-riboziltransferaza (Hassa i sar., 2006) i poli-
ADP-ribozil polimeraza (PARP) (Virag i Szab¢, 2002; Hassa i sar, 2006). PARP
ucestvuje u replikaciji i popravci DNK, kao i u ¢elijskoj diferencijaciji. Ostec¢enja
DNK znacajno povecavaju aktivnost ovog enzima (Stierum i sar., 1994), koji je u
pozitivnoj korelaciji sa apoptozom (Stierum i sar., 1994). Nikotinamid inhibira

PARP ( Sakakibara i sar., 2002; Chong i Maiese, 2008; Maiese i sar.,2009), sto
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dovodi do smanjenog razlaganja NAD i ima korisne efekte u degenerativnim
stanjima gde je povecana aktivnost PARP-a (Virag i Szabo, 2002). Nedavna
istrazivanja pokazuju da je primena nikotinamida imala neuroprotektivni
efekat u animalnim modelima ishemije (Klaidman i sar., 1996; Ayoub i sar.,
1999; Mokudai i sar., 2000; Sakakibara i sar., 2000; Maynard i sar., 2001; Ayoub i
Maynard, 2002; Sakakibara i sar., 2002) i nakon TPM (Hoane i sar., 2003, 2008;
Holand i sar., 2008). Primena B3 nakon kontuzione povrede korteksa poboljsava
funkcionalni oporavak i smanjuje ekspresiju GFAP kod povredenih pacova
(Hoane i sar., 2003). Dokazano je, takode, da je B3 efikasan u zastiti od apoptoze
indukovane oksidativnim stresom (Klaidman i sar. 1996, Mukherjee i Adams,
1997).

Nedostatak B3 vitamina izaziva pelagru, bolest koja je pracena
promenama na koZi, gastrointestinalnim i mentalnim poremecajima. Cesto se
naziva 3D boles¢u jer je karakteriSu dermatitis, dijareja i demencija. Pec¢urke i

riba su dobri izvori niacina.

1.4.1.4. Vitamin B6 (Piridoksal)

OH OH Vitamin B6 (Slika 3D.) obuhvata grupu
28 OH srodnih jedinjenja: piridoksin, piridoksal
] i piridoksamin. Oni se u telu metabolisu
p
N
N-" CH,

do piridoksal-fosfata, koji deluje kao
Slika 3D. Vitamin B16 (piridoksin) o113 mnogim vaznim reakcijama u
krvi, centralnom nervnom sistemu i metabolizmu koZe. B6 je vazan za
biosintezu hema i nukleinskih kiselina, kao i za metabolizam lipida, ugljenih
hidrata i amino kiselina. Vitamin B6 se nalazi u raznom povréu i mesu.

B6 je neophodan za pravilno odvijanje procesa koji kontroliSu stvaranje
slobodnih radikala. Nedostatak piridoksina moZze uzrokovati ishemiju,
formiranje edema, proizvodnju slobodnih radikala, neurotoksi¢nost i

dugorocna kognitivna ostecenja (Bender, 1999; Cabrini i sar., 1998; Cuskelli i

sar., 2001; Friso i sar., 2004). S obzirom na to da su ovi problemi koji se javljaju
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kao posledica nedostatka B6 cesti posle povrede, pretpostavljeno je da
povecdanje nivoa piridoksina nakon TPM moZe imati neuroprotektivni efekat.
Zaista, aktivni oblici vitamina B6 ispoljavaju neuroprotektivno dejstvo nakon
ishemije (Hwang i sar., 2007). Primena vitamina B6 nakon jednostrane
kontuzione povrede senzomotorne kore dovodi do dozno-zavisnog efekta na
oporavak funkcije (Kuypers i Hoane, 2010). Poznati su neki od mehanizama
neuroprotektivnog dejstva ovog vitamina. Tako, B6 kao prekursor piridoksal-5-
fosfata, koji povecava afinitet eritrocita za kiseonik, pomaze da se nadoknadi
hipoksi¢no stanje izazvano TPM i time stiti okolno tkivo. Nedostatak B6
vitamina smanjuje aktivnost glikogen fosforilaze (GF) kod glodara (Okada i
sar., 1991; Oka, 2001). Ovaj enzim konvertuje uskladisteni glikogen u glukozo-1-
fosfat od kog fosforilacijom nastaje glukozo-6-fosfat (G6F). Primena B6 pojacava
aktivnost GF, dovodi do povecanja metabolizma glukoze i povecane sinteze
GO6F, $to moze da olaksa proizvodnju ATP u ostecenim ili hipoksi¢nim tkivima.
B6 ima anti-ekscitotoksi¢ni potencijal. Poznato je da B6 povecava
aktivnost glutamat-dekarboksilaze (GAD), enzima koji razgraduje glutamat
(Roberts i sar., 1964). Ucestvuje i u razgradnji homocisteina, aminokiseline sa
sli¢cnim ekscitotoksi¢nim dejstvom. TPM povecavaju nivo homocisteina u CNS-
u koji aktivacijom NMDA receptora moze da dovede do neurotoksi¢nosti
(Lipton i sar., 1997). Za razliku od drugih vitamina B grupe, gde nisu primecene
nezeljene posledice, dugotrajne primene visokih doza vitamina B6 mogu da

uzrokuju neuropatije (Perry i sar., 2004).
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1.4.1.5. Vitamin B12 (cijanokobalamin)

HO
Slika 3E.Vitamin B12 (cijanokobalamin)

Vitamin B12 (Slika 3E.) ¢ine

kobalamin i  njegovi  analozi:
cijanokobalamin, hidroksokobalamin,
adenozilkobalamin i metilkobalamin
(MeCbl). Vitamin B12 je neophodan
za normalno funkcionisanje nervnog
sistema i njegov nedostatak uzrokuje
ostecenja bele mase kicmene mozdine
i mozga, Sto dovodi do periferne
neuropatije (Weber i 1990).

Takode,

sar.,

neophodan je i za formiranje

normalnih crvenih krvnih zrnaca. Njegov nedostatak izaziva megaloblastnu

anemiju. B12 se nalazi u Skoljkama, ostrigama, curetini, piletini, govedini i

svinjetini. Kompleks B vitamina, uklju¢ujudi i B12, in vitro pospeSuje izrastanje

neurita (Fujii i sar., 1996). MeCbl stiti kortikalne neurone i celije mreZnjace u

kulturi od glutamatske citotoksi¢nosti (Akaike i sar., 1993; Kikuchi i sar., 1997),

dok u in wvivo studijama, visoke doze MeCbl poboljSavaju provodljivost i

regeneraciju nerava u razli¢itim animalnim modelima (Yamatsu i sar., 1976;

Watanabe i sar., 1994). Pokazano je da je MeCbl najefikasniji od svih B12

analoga u podsticanju izrastanja neurita i prezivljavanju neurona. Njegov efekat

se ostvaruje preko aktivacije protein kinaza Erk1/2 i Akt (Okada i sar., 2010).
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1.5. PRIMENA RIBAVIRINA U TERAPIJI TPM

1. 5.1. Ribavirin

Ribavirin (1-B-D-ribofuranozil-1,2,4-triazol-3-
karboksamid) (Slika 4.) je sintetski nukleozid, analog
{%N}L guanozina, sintetisan od hemijski kombinovanih
HO o i derivata 1,2,4-triazola-3-karboksida i ribofuranozida
(Witkowski i sar., 1972). Postoji u dve izoforme: L i D, pri
¢emu je L izoforma manje toksi¢na i manje delotvorna od

sltie & Ribavirin D izoforme (Tam i sar., 2001).

Ribavirin (RBV) pripada grupi antivirusnih lekova i ima $irok spektar
dejstva na razlic¢ite tipove DNK i RNK virusa (Crotty i sar., 2000; Yu i sar., 2004).
Poslednjih godina koristi se kao jedan od lekova u kombinovanim tretmanima
protiv HIV virusa (Soriano i sar., 2007), a pokazano je da ublazava klinicke
simptome bolesti kod EAE (Mili¢evi¢ i sar., 2003), animalnog modela multiple
skleroze. Uoceno je da ribavirin smanjuje rast tumora ljudskog karcinoma
plocastih celija in vivo (Kentsis i sar., 2004), smanjuje proces reaktivne
astroglioze nakon povrede mozga (Pekovic¢ i sar., 2005) i u EAE-u (Lavrnja i
sar., 2012), kao i da moZe modulisati nocicepciju i lokomotornu aktivnost
(Abdel-Salam, 2006).

Ribavirin se primjenjuje oralno, u obliku aerosola ili putem intravenske
(i.v.), intramuskularne (i.m.) i intraperitonealne (i.p.) injekcije. Ne vezuje se za
proteine plazme, vec se transportuje u celije olakSsanom difuzijom posredstvom
uravnotezuju¢ih nukleozidnih transportera (engl-Equilibrative Nucleoside
Transporter-ENT) ENT1 (Jarvis i sar., 1998), ENT2 (Yamamoto i sar., 2007) ili
sekundarno aktivnim transportom koji obavljaju koncentrativni nukleozidni
transporteri (engl-Concentrative Nucleoside Transporter-CNT) CNT2 (Yamamoto i
sar., 2007) i CNT3 (Hu i sar., 2006). Svoje delovanje ribavirin ispoljava nakon

aktivacije od strane celijskih kinaza koje ga prevode u 5'-fosfatne derivate.
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Glavni aktivni metaboliti su ribavirin 5'-trifosfat (RTP) i ribavirin 5'-monofosfat
(RMP) (Russmann i sar., 2006).

Ribavirin, odnosno, njegov aktivni metabolit RMP, inhibira enzim inozin
monofosfat dehidrogenazu (IMPDH), klju¢ni enzim u de novo sintezi guanozin
trifosfata (GTP) (Slika 5.) (Carr i sar., 1993; Markland i sar., 2000; Weber i sar.,
2003), sto ima za posledicu inhibiciju sinteze GTP, ¢ime se indirektno sprecava
sinteza nukleinskih kiselina. To je osnova antivirusnog, antitumorskog i
imunosupresivnog dejstva nukleozidnih analoga (Pankiewicz, 1999; Tam i sar.,
2001).

Enzim IMPDH Kkatalizuje konverziju inozin 5-monofosfata (IMP) u
ksantozin 5-monofosfat (XMP) i koristi NAD kao primaoca protona (Yamada i
sar., 1988). Za enzim se prvo veze IMP, pa NAD. Iz kompleksa prvo disocira
NADH, a zatim se oslobada XMP, koji je u kompeticiji sa IMP za isto mesto
vezivanja, dok se NADH vezuje za enzim-XMP kompleks. Ova reakcija je
limitirajuc¢i korak u de novo sintezi guaninskih nukleotida. XMP u sledec¢em
koraku biosinteze formira guanozin-monofosfat (GMP).

Ribavirin

Purinski nukleozodni analog

Celijske kinaze >
Rbv-MP =——p Rbv-DP ——> Rbv-TP

wp | I P =p XM P sp GMP s GDP =p- GTP
IMPDH

Slika 5. Put de novo sinteze purinskih nukleotida
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Do sada su otkrivene dve tetramerne forme IMPDH (56 kDa). Jedna od
formi (IMPDH I) eksprimirana je u normalnim celijama, a ekspresija druge
forme (IMPDH II) je specifi¢no povecana u neoplasti¢cnim celijama i ¢elijama
koje se ubrzano dele. Obe forme sadrze 514 amino kiselina i pokazuju
medusobnu sli¢nost od 84 % (Markland i sar., 2000). Pokazano je da ribavirin
deluje samo na IMPDH II (Franchetti i sar., 1996). U normalnim tkivima
IMPDH ima najnizu aktivnost od svih enzima koji ucestvuju u biosintezi i
degradaciji purina, dok je u mnogim humanim i animalnim tumorskim ¢elijama
aktivnost ovog enzima, a samim tim i sinteza GTP znacajno uveéana (Weber i
sar., 1992). Zbog toga blokiranje ovog enzima moZe biti od od znacaja u
antitumorskoj, antivirusnoj i imunomodulatornoj terapiji. Blokiranjem
konverzije IMP u XMP, inhibitori IMPDH vode do smanjenja rezervi guanilata
(GMP, GDP, GTP i dGTP) u ¢eliji (Griffith i Javis, 1996).

Ribavirin ostvaruje svoje dejstvo i vezivanjem za adenozinske receptore,

deluje kao selektivni agonist adenozinskih A1l receptora ( Franchetti i sar.,

1996).
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Svako oste¢enje CNS-a dovodi do odgovora na povredu, do stvaranja
glijskog oziljka koji predstavlja mehanicku i hemijsku granicu oko mesta
povrede. U ovakvom okruZenju regeneracija i remijelinizacija aksona u CNS-u
su neuspesni, pa je i funkcionalni oporavak slab, za razliku od PNS-a u kome je
regeneracija skoro potpuna.

U inicijalnom periodu u kome dolazi do smrti i oStecenja Celija,
neuroprotektivni tretmani su glavno terapijsko orude. Tretmani koji su
usmereni bilo na regeneraciju aksona, zapocinjanje remijelinizacije ili zamenu
uni$tenih neurona, moraju da se izbore sa nepermisivnom sredinom u kojoj
postoji  glijski oziljak i povecana koncentracija hondroitin-sulfatnih
proteoglikana, koji ogranic¢avaju plasti¢nost u adultnom CNS-u.

Poznato je antiproliferativno dejstvo ribavirina na delije koje su u fazi
deobe i njegov posredan uticaj na smanjenje koncentracije adenilata, koji mogu
da stimuli$u astrogliozu. S druge strane, pokazano je da primena pojedina¢nih
B vitamina ima neuroprotektivni efekat, redukuje reaktivnu astrogliozu i
pospeSuje motorni oporavak nakon povrede mozga. Stoga je u ovoj tezi
ispitivan uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na neurone i celije
glije, komponente vancelijskog matriksa, kao i na oporavak lokomotornih
funkcija posle jednostrane ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova.

Postavljeni su sledeéi eksperimentalni zadaci u kojima se nakon ablacije
senzomotorne kore mozga pacova ispituje:

e uticaj B vitamina i ribavirina na oporavak lokomotornih funkcija;
e uticaj B vitamina i ribavirina na ekspresiju molekula uklju¢enih u

procese neuronalne plasti¢nosti:
- Protein rasta 43 (GAP-43)

- Proteini asocirani za mikrotubule (MAP-2)
- Sinaptofizin

- neurofilamentni proteini;
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e uticaj B vitamina i ribavirina na morfoloske osobine astrocita, NG2 celija
i formiranje oziljnog tkiva;

e uticaj povrede na ekspresiju dve vrste hondroitin-sulfatnih
glikozaminoglikana (CS-GAG) sa razlic¢itim sulfatisanim motivima: hondroitin-
4-sulfat (C-4-S) i hondroitin-6-sulfat (C-6-S) GAG;

e wuticaj B vitamina i ribavirina na gensku i proteinsku ekspresiju
hondroitin sulfatnih proteoglikana:

- fosfakana
- neurokana

- brevikana
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ovom radu koriséeni su muzjaci pacova Wistar soja, starosti oko 75
dana i prosec¢ne teZine oko 290 + 40 grama na pocetku eksperimenta. Zivotinje
su dobijene iz vivarijuma Instituta za Bioloska istrazivanja ,SiniSa Stankovi¢” u
Beogradu. Tokom eksperimenta Zivotinje su boravile u uslovima kontrolisane
temperature, vlaznosti i svetlosnog rezima (12 sati svetlosti/12 sati tame), sa
slobodnim pristupom hrani i vodi, po 3 Zivotinje u kavezu.

Svi eksperimenti su sprovedeni uz saglasnost Etickog komiteta Instituta
za bioloska istrazivanja, Univerziteta u Beogradu (reSenje broj: 46/09, od
06.10.2009. godine), u skladu sa preporukama za rad sa eksperimentalnim
zivotinjama datim u ""Vodi¢u za brigu i koris¢enje laboratorijskih Zzivotinja"
("Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”, National Academy Press,
Washington, D. C., 1996).
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3.1.2. Reagensi i rastvori

Tabela 1. Reagensi

Naziv

Proizvodac

APS (Ammonium persulfate)

Sigma, Nemacka

Bakar sulfat kristalni (CuSO; X 5H,O)

Zorka, Srbija

BSA (eng. - Bovine serum albumin,
Govedi serum albumin)

Sigma, Nemacka

Citric acid
CeHs0Oy)

(limunska  kiselina,

Lachema, Cegka

Fluorescentne boje za jedra
DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol,

Invitrogen, SAD

Hoechst 33528
Fluoro Jade B® Millipore, SAD
Glicin Sigma, Nemacka

Kalijum permanganat (KMnOy)

MeilLab, Srbija

Natrij-citrat dihidrat (Tri-Na-citrat,
CsHsNasOyx2H0)

Kemika, Hrvatska

Natrijum bikarbonat (Na,COs)

Moss Hemos, Srbija

Na tartarat (C4HsOsNaxx2H,0)

Chemopol, Ceska

Natrijum hidroksid (NaOH)

Merck, Nemacka

metan)

Ribavirin (1-p-D-ribofuranozil-1,2,4- MP  Biomedicals, LLC,
triazol-3-karboksiamid) Francuska

Saharoza Sigma, Nemacka

SDS (Sodium dodecyl sulfat) Sigma, Nemacka

Chromium (III) potassium sulfate
dodecahydrate  (Hrom  kalijjum sulfat, Sigma, Nemacka
KCr(504)2x12H>0, stipsa)

B vitamini

B1 Tiamin

B2 Riboflavin Hemofarm, Vrsac

B3 Nikotinska kiselina

B6 Piridoksin

B12 Cijanokobalamin

TEMED (NN NN Sigma, Nemacka
Tetramethylethylenediamine) sma,

Tris (Tris (hidroksimetil) amino- SERVA Electrophoresis

GmbH, Nemacka

Triton X-100
(t-octylphenoxypolyethoxyethanol)

Sigma, Nemacka

Tween 20

Sigma, Nemacka

Zoletil 50

Virbac, Carros, Francuska

Zelatin (Gelatin)

Sigma-Aldrich, SAD
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Tabela 2. Rastvori

Naziv

Sastav i proizvodac

0,01 M PBS (eng. - Phosphate
buffer saline, Na-fosfatnog pufera

50 ml 0.2 M PB; 8.7 g NaCl i do 1000
ml mqH>O

0,2 M PB (eng. - Phosphate
buffer, fosfatni pufer)

0.2 M NaHPO4 (Merck, Nemacka)
0.2 M Na;HPO, (Merck, Nemacka)
mqH>O

pH74

Akrilamid-bis rastvor, 29:1

Serva

2-metil butan

Sigma, Nemacka

4% PFA, pH 7,4

40 g paraformaldehid (Sigma, Nemacka)
500 ml dHO
1M NaOH
500 ml 0.2 M PB

citratni pufer, pH 6

1 g limunske kiseline; 6,10 g Tri-Na-
citrat; 500 ml dH,O

DAB (3,3-diaminobenzedine)

DAKO, SAD

DPX (mountant for histology)

Fluka, Svajcarska

Etanol

100%, 96%, 70%
Moss Hemos, Srbija

Fizioloski rastvor

0,9% NaCl (Merck, Nemacka)

Folin-Ciocalteu reagens
(Folin-Ciocalteu's phenol
reagens)

Sigma-Aldrich, SAD.
Upotrebljen razblaZzen sa
dejonizovanom vodom u odnosu 1:1.

gel za koncentrovanje (4%)

0.5 M Tris pH 6.8; 30% akrilamid-bis;
10% SDS; 10% APSi1% TEMED.

gel za razdvajanje (7,5%)

1.5 M Tris pH 8,8; 30% akrilamid-bis;
10% SDS; 10% APSi1% TEMED.

H>0; (33% vodonik peroksid)

Centrohem, Beograd, Srbija

Luminol

Sigma

Obojeni marker (PageRuler™
Prestained Protein Ladder)

Fermentas

metanol (99,8%) Moss Hemos, Srbija
Moviol 9,6 g Mowiol-a (Calbiochem, EMD
Millipore, SAD); 24 ml glicerola (Lach Ner,
Ceska)
Normal  donkey  serum Sigma, Nemacka

(serum magarca)

Normal goat serum
(serum koze)

Sigma, Nemacka

Normal horse serum
(serum konja)

Sigma, Nemacka

Ponceau S

1% Ponceau S boja; 5% glacijalna
siréetna kiselina; destilovana voda

pufer za elektroforezu

192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3;
0,1% SDS
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pufer za transfer

20% metanol; 192 mM glicin; 25 mM
Tris pH 8,3

Reagens A 2% NaxCOs; 0,4% NaOH; 0,16% Na-
tartarat; 1% SDS

Reagens B 4% CuSO4 X 5H,0O

Reagens C Reagens A : Reagens B = 100:1

siréetna kiselina
(min. 99,5%)

Kemika, Hrvatska

Pufer za uzorke

(2xLaemmli Sample Buffer)

Bio Rad, SAD
Pred wupotrebu dodati 5% 2-
merkaptoetanol

TBS

20 mM Tris-HCl pH 7,6; 137 mM
NaCl

TBST

TBS + 0,05% Tween 20

Tabela 3. Sterilni rastvori za PCR u realnom vremenu

Naziv

Proizvodac i sastav

DEPC (dietil-pirokarbonat,
potentni inhibitor RNKaze)

Sigma, Nemacka

1ml 0.1% DEPC

DEPC tretirana voda 1000 ml dH-O
promesati i autoklavirati
Fermentas, Litvanija
Komplet za DNazni 10x reakcioni pufer pufer sa MgCla
tretman DNKaza I/bez RNKaze
25 mM EDTA

Komplet za sintezu
c¢DNK (High Capacity cDNA
reverse Transcription Kit)

Applied Biosystems, SAD

10X RT pufer

10X RT nasumicni prajmeri

25X dNTP Mix

MultiScribe™ Reverzna Transcriptaza

Rastvori za izolaciju
RNK

Trizol (Invitrogen, SAD); hloroform (Zorka,

Srbija); izopropanol (J.T. Baker, SAD); 70% etanol

napravljen u DEPC
SYBR Green (PCR
Master Mix gene expression Applied Biosystems, UK
assay)
Ultra ¢ista destilovana voda
bez DNKaze i RNKaze

upH20O, (UltraPure™ DNase
/Rnase Free Distilled Water)

Invitrogen™/GIBCO, SAD

DNaza I bez RNaze

Sigma, Nemacka
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3.1.3. Antitela

Tabela 4. Primarna antitela:

Specifi¢nost Poreklo Proizvodac RazblaZenje
2B6 mi$ monoklonsko | ICN Biomedicals 1:50 IHC
(Chondroitinase
generated C-4-S & DS
Antibody)A DI-4S
3B3 mi$ monoklonsko | ICN Biomedicals 1:50I HC
(Chondroitinase
generated C-6-S & DS
Antibody)A DI-6S
anti-Actin mi$ monoklonsko | Sigma Aldrich 1:7000 WB
anti-Brevican kozapoliklonsko Santa Cruz 1:500 WB, IF
(C-20)
anti- GAP- 43 zec poliklonsko Millipore 1:500 IHC
1:1000 WB
anti-GFAP zec poliklonsko Dako 1:500 IHC, IF
1:5000 WB
anti-MAP2 mi$ monoklonsko | Boehringer- 1:100 IHC
Mannheim
NeuN mi$ monoklonsko | Chemicon 1:500 IF
anti-Neurocan mi$ monoklonsko | Santa Cruz 1:500 IHC
1:200 WB
anti-NF200 mi$ monoklonsko | Millipore 1:200 IHC
anti-NG2 zec poliklonsko Millipore 1:200 IHC
anti-Phosphacan mi$ monoklonsko | Santa Cruz 1:500 IHC
Chemicon 1:500 WB
anti-S10003 mi$ monoklonsko | Santa Cruz 1:100 IF
anti-SMI31 mi$ monoklonsko | Covance 1:500 IHC
(phoshorylated)
anti-Synaptophysin mi$ monoklonsko | Sigma Aldrich 1:500 IHC
1:250 WB
anti 3 Tubulin koza poliklonsko | Santa Cruz 1:500 WB
anti Vimentin mi$ monoklonsko | Millipore 1:500 IHC
1:3000 WB
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Tabela 5. Sekundarna antitela

Usmereno Konjugovano sa | Poreklo Proizvoda¢ | RazblaZenje
oy Vector
¢ . . .
protiv misa Biotin konj Laboratories 1:50
. HRP
protiv misa , koza Santa Cruz 1:200
(peroksidaza rena)
_ HRP
protiv koze , magarac Dako 1:200
(peroksidaza rena)
protiv zeca Alexa Flour 488 magarac | Invitrogen 1:200
protiv zeca Alexa Fluor 555 magarac | Invitrogen 1:200
protiv misa Alexa Fluor 488 magarac | Invitrogen 1:200
protiv misa Alexa Fluor 555 magarac | Invitrogen 1:200
protiv koze Alexa Fluor 555 magarac | Invitrogen 1:200
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3.2. METODE

3.2.1. Ablacija senzomotorne kore (ASK) prednjeg mozga pacova

Pre zapocinjanja operacije pacovi su izmereni i, u skladu sa telesnom
masom, anestezirani Zoletilom u koncentraciji od 50 mg/kg telesne teZine (t.t.)
intraperitonealno (i.p.). Zivotinje su fiksirane u stereotaksi¢ki ram, obrijane sa
gornje strane glave i skalpelom je nacinjen rez duZ sredisnjeg dela skalpa kako
bi se izloZio predeo bregme. Na lobanji je odreden poloZaj desne senzomotorne
kore u odnosu na bregmu i sredisnju liniju prema anatomskom atlasu (Paxinos i
Watson, 1986). Na zadatim koordinatama pomocu stomatoloskog borera,
promera 1 mm, pravi se otvor na kostima lobanje ( 2 mm ispred bregme, 4 mm
iza bregme i 4 mm boc¢no od sredi$nje linije) (Slika 6.). Pincetom se odvaja
kostani poklopac na stranu. Dura (tvrda moZzdana ovojnica) se paZljivo zaseca i
pomera u stranu. Odstranjivanje senzomotorne kore prednjeg mozga pacova
vrsi se blagim usisavanjem (metoda sukcione ablacije) sive moZzdane mase kroz
tanki polipropilenski nastavak pomocu vakuma, sve do pojave bele mase. Dura
se pazljivo vrati u prvobitan poloZaj preko povredenog dela mozga. Zatim se
vrati iseceni kostani poklopac i fiksira pomocu lepljivog zastitnog flastera, a

koZa zasije hiruskim koncem.

Slika 6. Adaptiran Sematski prikaz koordinata kraniotomije (George Paxinos and
Charles Watson: The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, Academic Press, New
York, 1998, str. 11).

LaZzno operisane zivotinje (sham kontrola) prolaze ceo operativni

postupak kao i Zivotinje kojima je izvrSena lezija, jedino $to se njima ne otvara
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lobanja, nego se samo na odgovaraju¢im koordinatama busSilicom napravi rez
na kosti.

Nakon operacije Zivotinje su provele 3 sata u izolaciji, dok se nisu u
potpunosti oporavile od anestezije, a zatim su vracene u svoje kaveze (n=3)

kako bi se izbegao stres usled socijalne izolacije.

3.2.2. Eksperimentalne grupe i tretman Zivotinja
Operisane Zivotinje kojima je ablacijom odstranjen desni senzomotorni
korteks podeljene su, prema tretmanu nakon lezije, u 6 grupa (Tabela 6.):

1. L grupa - fizioloski rastvor je injeciran i.p. 15 minuta nakon ASK, pa na
svaka 24 h do kraja eksperimenta sledec¢ih 14 dana.

2. LK1 grupa - tretirana kombinacijom vitamina Bl (33 mg/kg/dan), B6
(33 mg/kg/dan) i B12 (0,5 pg/kg/dan) rastvorenim u fizidgloom
rastvoru neposredno pred upotrebu. Prva doza je data i.p. 15 minuta
nakon ASK, a potom na svaka 24 h do kraja eksperimenta. Period
tretiranja trajao je 14 dana.

3. LK2 grupa - tretirana kombinacijom vitamina B2 (7,5 mg/kg/dan) i B3
(500 mg/kg/dan) rastvorenim u fizioloSkom rastvoru neposredno pred
upotrebu. Prva doza je data i.p. 15 minuta nakon ASK, a potom na svaka
24 h do kraja eksperimenta. Period tretiranja trajao je 14 dana.

4. LK grupa - tretirana kombinacijom pet vitamina: B1, B2, B3, B6 i B12 u
prethodno navedenim dozama. Prva injekcija data je i.p. 15 minuta
nakon ASK, a potom jednom dnevno do kraja eksperimenta. Period
tretiranja trajao je 14 dana.

5. LR grupa - Ribavirin je davan i.p. u dozi od 30 mg/kg t.t. od 3 dana
nakon ASK, jednom dnevno do kraja eksperimenta. Period tretiranja
trajao je 11 dana.

6. LKR grupa - tretirana kombinacijom pet vitamina (B1, B2, B3, B6 i B12) i
ribavirina u prethodno navedenim dozama. Prva injekcija vitamina data

je ip. 15 minuta nakon ASK, a potom na svaka 24 h do kraja
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eksperimenta. Ribavirin je davan jednom dnevno pocevsi od 3 dana

posle ASK pa do kraja eksperimenta.

Tabela 6. Operisane grupe zivotinja i koriSéeni tretmani.

Eksperimentalna Eksperimentalna l?r ..
Tretman f Zivotinja
procedura grupa(skraéenica) (n)
Fizioloski rastvor If)Zl]a + fiz. rastvor 9
Koktel Bi1, Bs, B2 .
(K1) Lezija + K1 (LK1) 7
Koktel By, Bs (K2) | Lezija+ K2 (LK2) 7
Lezija Koktel vitamina
(ASK) B1, B2, Bs, Bs, Bi2 | Lezijat+ K (LK) 10
(K)
Ribavirin (R) Lezija+ R (LR) 9
Koktel vitamina
B1, By, Bs, Be, B2 .
(K)+  Ribavirin Lezijat+ K +R (LKR) 9
(R)

7. Lazno operisane Zivotinje (SKR) primale su kombinaciju pet vitamina
(B1, B2, B3, B6 i B12) i ribavirina (Tabela 7.) u prethodno navedenim
dozama i vremenima (Slika 7.). Prva injekcija kombinacije vitamina data
je ip. 15 minuta nakon ASK, a potom na svaka 24 h do kraja
eksperimenta. Ribavirin je davan jednom dnevno, pocevsi od 3 dana

posle ASK, pa do kraja eksperimenta.

Tabela 7. Intaktne i laZno operisane Zivotinje i njihovi tretmani.

grup-e - Tretman Eksperimentalnagrupa 12311“?(]) tinja

Zivotinja (oznaka) (n)

Intaktne nema Fizioloska kontrola (F) 4
Koktel vitamina F + K+ R (FKR) 4

Lazno B1, By, B3, Bs, B2

operisane (K) Sham+K+R (SKR) 8

(sham) + Ribavirin (R)
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Intaktne zivotinje, koje nisu bile podvrgnute operacionoj proceduri
podeljene su u dve grupe (Tabela 7.):
8. F grupa je bila bez tretmana do kraja eksperimenta.
9. FKR grupa je i.p. tretirana kombinacijom vitamina (B1, B2, B3, B6 i B12) i
ribavirina u prethodno navedenim dozama i tokom perioda prikazanog

na Slici 2.

OPERACIJA ZRTVOVANJE
oan| [s[4]s]2[afo]1]2]3]a]s][6]7][8]0]10]u]n|s]

PREDTRENING|  [BW[BW[BW[BW[BW]

TRENING

| KOMPLEKS VITAMINA B |

TRETMANI

| RIBAVIRIN |

Slika 7. Shematski prikaz dizajna eksperimenta.

3.2.3. Test prelaska preko grede

Ispitivanje senzomotorne integracije i koordinacije vrSeno je testom
prelaska preko grede (eng. Beam-walking test, BW).

Aparatura (Slika 8.) koju smo koristili za ovaj test sastoji se od 122 cm
dugacke i 2,5 cm Siroke drvene grede, koja se na jednom kraju zavrSava
drvenom kutijom (20 x 25 x 24 cm) na kojoj su vrata dimenzija 9,5 x 18 cm
(Goldestein i Davis, 1990). Na startnom kraju grede je drvena platforma (10 x 10
cm) iznad koje se, na udaljenosti od 10 cm, nalazi sijalica (100 W) sa usmerenim

svetlom. Aparatura je bila uzdignuta od povrsine podloge na visinu od 50 cm.
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Slika 8. Aparatura koriséena za test prelaska preko grede (BW test).

Zivotinje su postavljane na drvenu platformu i procenjivana je njihova
uspesnost tokom prelaska grede (od startne platforme dok njuskom ne dodu do
vrata na kutiji). Za utvrdivanje korektnosti prelaska odredivan je procenat
omasaja zadnje kontralateralne (u odnosu na leziju) noge u odnosu na ukupan

broj koracaja tom nogom (Slika 9.).

Slika 9. Korektan poloZaj (A) i omasaj (B) kontralateralne noge pri prelasku pacova
preko grede.

Na osnovu broja omasaja kontralateralne noge Zivotinjama su
dodeljivane sledece ocene:

0 poena - ukoliko pacov nije mogao da odrzava ravnotezu i padao je sa
grede;

1 poen - ukoliko pacov nije mogao da prede gredu, ali je odrZzavao
ravnotezu na gredi;

2 poena - ukoliko je pokusao da prede gredu, ali je pao;

3 poena - ukoliko je prelazak izvrSen sa vise od 50% omaSaja

onesposobljene noge;
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4 poena - ukoliko se greda prede sa uceSéem onesposobljenog
ekstremiteta u vise od 50% koraka;

5 poena - ako pacov prelazi gredu sa samo jednim omaSajem
kontralateralne noge;

6 poena - za prelazak bez omasaja.

Obuka (predtrening) Zivotinja se sprovodila u periodu od 5 dana pre
planirane operacije (Slika 7.), svakoga dana u isto vreme. Prvog dana obuke,
svaka zivotinja je prosla kroz seriju od tri probna prelaska. Prilikom prvog
prelaska Zivotinja je postavljana na udaljenost od 5 cm od ciljne kutije. Kod
drugog prelaska postavljana je na polovinu grede na oko 60 cm udaljenosti od
cilja. Prilikom treceg prelaska Zivotinja je postavljana na pocetnu platformu.
Narednih dana obuka se nastavljala tri puta dnevno dok sve Zivotinje nisu bile
u stanju da u potpunosti izvrse prelazak.

Zivotinje su testirane pre operacije, a zatim 2, 3, 6, 8 i 13 dana posle

operacije (Slika 7.).

3.2.4. Izolacija tkiva

Ipsilateralna kora mozga je izolovana na hladnoj povrsini, kako bi se

ublaZilo dejstvo proteolitickih enzima. Uzorci kore mozga su pulovani (n=2 za

izolaciju proteina; n=3 za izolaciju RNK), homogenizovani i ¢uvani su na -80°C do

upotrebe. Za histolosko bojenje i imunohistohemijsku analizu izolovani su celi

mozgovi (n=3 Zivotinje po grupi) (slika 10.).

Slika 10. Fotografija izolovanog celog mozga kontrolne (A) i operisane (B) Zivotinje.
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3.2.5. Histoloske analize

3.2.5.1. Priprema tkiva

Zivotinje su dekapitovane 7 i 14 dana nakon operacije, mozgovi su
izolovani i fiksirani u 4% PFA (12 h, na 4°C), nakon ¢ega su dehidratisani kroz
seriju rastvora sa rastué¢im koncentracijama saharoze (10%, 20% i 30%) u 0,2 M
fosfatnom puferu (pH 7,4) na 4°C. Tkivo je zatim zamrznuto u 2-metil butanu
na -80°C, uvijeno u parafilm i zamrznuto na -80°C do upotrebe.

Mozgovi su iseceni na kriotomu (Leica). Koronalni preseci debljine 16 pm i
25 pum lepljeni su na prethodno Zelatinizirane mikroskopske plocice (u rastvoru
0,5% zelatina u koji je dodato 0,05% stipse) i radi fiksacije ostavljeni nekoliko sati
da se osu$e na sobnoj temperaturi (ST). Nakon toga ¢uvane su na -20°C do daljeg

koriscenja.

3.2.5.2. Imunohistohemijske metode

Imunohistohemijsko (eng. immunohistochemistry-IHC) bojenje je proces
lokalizacije proteina na preparatima tkiva koji se zasniva na principima reakcije
antigen-antitelo. Za uocavanje ove interakcije koristili smo imunoperoksidazno
bojenje, gde je primarno antitelo neobeleZeno, a sekundarno je konjugovano sa
biotinom ili enzimom peroksidazom rena (engl. Horse Radish Peroxidase, HRP)
koja moze da pokrene bojenu reakciju. Kao hromogen za ovakav tip reakcije je
koris¢éen DAB, koji nakon razlaganja enzimom peroksidaza rena razvija
specificnu braon boju. Takode, radili smo i imunofluorescentno (IF) bojenje,
kada se na primarno neobelezeno antitelo veZe sekundarno antitelo
konjugovano sa nekom fluorescentnom bojom.

o Citav postupak se odvija na ST, osim inkubacije u primarnom antitelu
koja se odvija na 4°C. Svi rastvori su pravljeni u 0,01 M PBS-u, pH 7,4
koji je sluZio i za ispiranje nakon odredenih proceduralnih koraka.

e Za bolju detekciju antigena, pre postupka imunohistohemije, koristili
smo tehniku demaskiranja antigena (antigen retrieval) u vrelom

citratnom puferu pH 6, koja ima za cilj bolje otkrivanje antigena, jer u
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toku fiksacije tkiva dolazi do formiranja kovalentnih veza izmedu
aldehida iz fiksativa i antigena.

e Nakon ispiranja, ploc¢ice se inkubiraju 20 minuta u 3% vodonik
peroksidu i 10% metanolu, da bi se blokirala endogena peroksidaza.
Blokiranje se vrsi kako ne bi doslo do stvaranja nespecifi¢nih signala od
strane endogene peroksidaze prilikom vizuelizacije antigena.

e Preseci se nakon ispiranja inkubiraju oko 60 minuta u odgovaraju¢em 5%
serumu. Na taj nacin se blokiraju sva mesta nespecifi¢nog vezivanja
antitela.

e Ovako pripremljeni preseci su ostavljeni preko no¢i na 4°C u rastvoru
primarnog antitela u PBS-u (koji je sadrZao i odgovarajuci 1% blokirajuci
serum i 0,1% Triton X-100). Nevezana antitela su uklonjena duZim
ispiranjem u PBS-u.

e Zatim su, u zavisnosti od prirode primarnog antitela, stavljena
sekundarna antitela koja se specificno vezuju za veé¢ prisutna primarna
antitela (koriS¢ena primarna i sekundarna antitela kao i njihova
razblaZenja mogu se naci u Tabelama 4.1 5.).

e Nakon ispiranja, za vizuelizaciju imunokompleksa, korisé¢en je DAB koji
reaguje sa peroksidazom rena i u prisustvu H>O2 proizvodi kompleks
braon boje. Reakcija je prekinuta ispiranjem u c¢esmenskoj, pa u
destilovanoj vodi. Za sekundarna biotinizovana antitela pre vizuelizacije
kompleksa vrSena je inkubacija sa ABC kompleksom (Vectastain ABC
kit, Vector laboratories).

e DPotom su preseci dehidratisani kroz seriju alkohola (70%, 96% i 100%
etanol), po 5 minuta u svakoj koncentraciji i prosvetljeni u ksilolu. Za
montiranje preparata, na plo¢ice sa presecima se nanosio DPX i
pokrovna stakalca.

Preseci su analizirani ili na Axio imager (Zeiss) mikroskopu i
fotografisani digitalnom kamerom ili na foto mikroskopu Leica DMRB, sa
uveli¢anjem objektiva 2,5x; 5x; 10x; 20x i 40x.
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Imunofluorescentno bojenje radeno je po slichom protokolu kao i
imunoperoksidazno. Izbacen je samo korak blokiranja endogene peroksidaze.
Kao sekundarno antitelo koris¢eno je antitelo obeleZeno fluorescentnom bojom.
Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom i ispiranja preseka plocice su
montirane moviolom.

Kontrole za IHC i IF su prosle kroz istu proceduru kao i svi preseci osim
Sto je izostavljen korak sa primarnim antitelom. Kod takvih kontrola nije bilo
imunopozitivne reakcije, sto je ukazivalo na odsustvo nespecifi¢nog vezivanja
antitela. Celije su slikane Zeiss Axiovert mikroskopom (Axio Observer
Microscope Z1, ZEISS). Kolokalizacija na fluorescentnim slikama odredena je

upotrebom AxioVision Rel. 4.6 programa, koji ide uz Zeiss Axiovert mikroskop.

3.2.5.3 Fluoro-Zad B i Hoéchst 33528 bojenje

Fluoro-Zad B (FJB) boja je koris¢ena za detekciju neurona u procesu
degeneracije po protokolu koji su uspostavili Schmued i Hopkins (2000). Ploc¢ice
su prvo susene 20 minuta na 50°C i ohladene na ST. Potom su uranjane redom
u: 1% rastvor natrijum hidroksida u 80% etanolu (5 minuta), 70% etanol (2
minuta), destilovanu vodu (2 minuta), 0,06% rastvor kalijum permanganata (10
minuta). Zatim su ispirane u destilovanoj vodi (2 minuta) i prebacene u rastvor
FJB boje. Radni rastvor boje (0,0004%) je napravljen dodavanjem 4 ml
koncentrovanog rastvora (0,01% rastvor boje u destilovanoj vodi) u 96 ml 0,1%
rastvora siréetne kiseline. Posle 20 minuta bojenja plocice su ispirane 3 puta po
1 minut u destilovanoj vodi, a zatim uronjene u 0,01% vodeni rastvor Hoechst
33258 boje (koristi se za analizu stanja hromatina) 10 minuta. Posle ispiranja 3
puta po 1 minut u destilovanoj vodi i suSenja na ST, plocice su stavljene u ksilol
(2 minuta) radi potpune dehidratacije, na preseke je nanet DPX i stavljeno
pokrovno staklo. Kao negativna kontrola koristile su plocice sa presecima koje
su prosle isti postupak osim $to nisu izlagane dejstvu FJB i Hoechst boje ve¢

0,1% rastvoru siréetne kiseline.
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Za dvojna bojenja prvo je radeno imunofluorescentno, a potom F]JB
bojenje. Bojenja su pratila prethodno opisane protokole, samo je vreme
inkubacije preseka u kalijum permanganatu skraceno na 5 minuta.

Preseci su analizirani na mikroskopu Axio Observer Microscope Z1,
ZEISS. Neuroni u procesu degeneracije koje obeleZi FJB boja se jasno razlikuju
od pozadine jer se vide kao zasebne fluorescentno zelene tacke u odnosu na

crnu pozadinu.

3.2.6. Izolovanje tkiva i odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Proteini su izolovani iz tkiva ipsilateralne kore prednjeg mozga svih
eksperimentalnih grupa. Tkivo je homogenizovano u 10 zapremina vrudeg
(60°C) 1% SDS-a sa 20 zaveslaja, sonifikovano i do dalje analize uzorci su
¢uvani na -80°C.

Za odredivanje koncentracije proteina u uzorcima je koris¢ena metoda
po Markwell-u i sar., (1978) koja predstavlja modifikaciju metode Lowry i sar.,
(1951). Ova metoda omogucava koris¢enje uzoraka koji sadrze komponente
membrana i lipoproteine bez prethodne solubilizacije ili ekstrakcije lipida. Svi
koraci su radeni na ST. U 890 pl dejonizovane vode dodato je 10 pl uzorka, ¢iju
koncentraciju proteina odredujemo, a zatim i 100 pl 1M NaOH. Nakon 10
minuta dodato je 2 ml reagensa C, a posle 15 minuta inkubacije dodato je i 300
ul Folin-Chicalteau-vog reagensa (FC:dH20=1:1). Posle 45 minuta inkubacije
o¢itana je apsorbanca na 750 nm na spektrofotometru Shimadzu UV-160.
Koncentracija uzoraka odredena je iz standardne krive dobijene upotrebom

poznatih koncentracija proteina BSA.

3.2.7. Elektroforeza proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj teZini vrseno je
na SDS denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima u diskontinuiranom sistemu
— SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis). Koris¢ena je mini aparatura za elektroforezu (Mini-PROTEAN

II Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories).
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Za detekciju proteina od interesa u ovom radu koriséeni su 7,5% gel za
razdvajanje i 4% gel za koncentrovanje. Razdvajanje proteinskih traka se znatno
povecava upotrebom gela za koncentrovanje (stacking gel), koji se nalazi iznad
gela za razdvajanje (resolving gel). Razlika u pH i u sastavu ova dva gela
dovodi do koncentrovanja uzoraka u usku traku pre separacije u gelu za
razdvajanje. Na ovaj nacin je omogucen istovremeni ulazak proteina u gel za

razdvajanje.

3.2.7.1. Priprema uzoraka proteina za SDS-PAGE

Pufer u kome se pripremaju uzorci proteina za SDS-PAGE oznacen je
kao pufer za uzorke (2X Laemmli Sample Buffer). Uzorci su pripremljeni u 2X
puferu u odnosu 1:1 (v/v) i denaturisani kuvanjem 5 minuta na 95°C. Kao
standard za molekulsku teZinu koris¢en je obojeni marker opsega od 10 do 170
kDa .

Koli¢ina proteina koja je nanoSena na gel optimizovana je
eksperimentalno za svaki protein preko krivih sa sukcesivnim razblaZenjima
proteina, a koncentracija primarnih antitela je uzeta po preporuci proizvodaca.
Kao optimalna koli¢ina proteina uzeta je ona koja se nalazila u linearnom
opsegu krive zavisnosti intenziteta signala i koli¢ine nanesenih proteina.

U gelu za koncentrovanje su napravljeni bunariéi u koje su sipani uzorci
u finalnoj koncentraciji od 10 pg (GFAP, Vimentin) ili 30 ug (brevikan, fosfakan,
neurokan). Elektroforeza je vrSena u puferu za elektroforezu pri konstantnom

naponu od 120 V na ST.

3.2.8. Western blotting

Prenos proteina sa SDS-poliakrialmidnog gela na nitroceluloznu

membranu i imunoloska detekcija imobilizovanih proteina

Posto su proteini elektroforetski razdvojeni prenose se sa
poliakrilamidnog gela na PVDF membranu (Roche). Nakon zavrSene
elektroforeze gel za razdvajanje je inkubiran 15 minuta u puferu za transfer da

bi se sprecilo njegovo skupljanje tokom transfera. Nitrocelulozna membrana se
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aktivira u metanolu 15 sekundi, ispire u destilovanoj vodi 2 minuta, a zatim
inkubira 20 minuta u puferu za transfer.
Za transfer je koris¢en sistem Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Cell (Bio-Rad Laboratories). Metoda se zasniva na kretanju negativno
naelektrisanih proteina ka pozitivnom polu u elektri¢cnom polju. Tako proteini
prelaze sa gela na nitroceluloznu membranu, koja se nalazi blize anodi.
Transfer proteina ide preko no¢i pri konstantnom naponu od 30 V na 4°C.
Po zavrSenom transferu membrane su obojene Ponceau S bojom radi

vizuelizacije proteinskih traka i potvrde uspesnosti transfera.

3.2.9. Imunoblot analiza

Posle zavrSenog transfera proteina, nitroceluloze su inkubirane u 5%
BSA u TBST-u, da bi se sprecilo nespecifi¢no vezivanje antitela. Nakon ispiranja
(sva ispiranja su vrsena u TBST-u, obi¢no 3 puta po 10 minuta), membrane su
ostavljene u primarnom antitelu (razblazeno u TBST-u) preko noci na 4°C. Posle
ispiranja membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom
obeleZzenim HRP. U tabelama 4. i 5. dat je prikaz svih antitela koja su koris¢ena
u ovoj metodi kao i njihove koncentracije.

Nakon ispiranja membrane su izloZene dejstvu luminola 2 minuta,
ocedene i izloZene autoradiografskom filmu (Kodak) osetljivom na plavu
svetlost u trajanju od 1 do 20 minuta, u zavisnosti od koris¢enog antitela.

Filmovi su razvijeni i skenirani radi dalje analize dobijenih signala.

3.2.10. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Intenzitet dobijenih signala kvantifikovan je denzitometrijski,
koriS¢enjem kompjuterskog programa za analizu signala (ImageQuant 5.2).
Vrednosti dobijene za ciljne proteine su normalizovane u odnosu na p-aktin,
odnosno B-tubulin, kao kontrolu za nanetu koli¢inu totalnih proteina. Tako
dobijene relativne vrednosti su dalje koriséene za statisticku obradu rezultata i

njihovo graficko predstavljanje.
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3.2.11. RT-PCR

PCR (eng. - polymerase chain reaction) je postupak umnoZavanja
ciljne sekvence DNK ili RNK, koji se zasniva na lan¢anoj reakciji polimeraze. Za
ovu reakciju je potrebna DNK matrica ili iRNK (ova metoda ukljucuje korak
reverzne transkripcije kako bi se dobila cDNK, a takav PCR se naziva RT-PCR),
amplimeri, dezoksiribonukleotidi, pufer i enzim DNK zavisna DNK polimeraza
koji katalizuje ugradivanje nukleotida u novi lanac DNK.

U ovom eksperimentu uradena je analiza promena na nivou iRNK
metodom semikvantitativnog RT-PCR u realnom vremenu (eng. quantitative real
time polymerase chain reaction, Q-PCR/qRT-PCR). Metoda najpre obuhvata korak
reverzne transkripcije u kome se ukupna iRNK prevodi u cDNK, i potom korak
umnoZavanja dela cDNK od interesa. Proces umnozavanja se izvodi u seriji
ciklicnih izmena temperatura ¢ime se obezbeduje denaturacija molekula DNK,
hibridizacija amplimera sa matricom i njegovo izduZivanje (elongaciju). Kod PCR-
a u realnom vremenu u svakom ciklusu PCR-a se prati zastupljenost sintetisanog
produkta, Sto omogucava pouzdanu kvantifikaciju nivoa ekspresije ispitivanog

gena.

3.2.11.1. Izolacija RNK

Ukupna RNK je izolovana iz 100 mg tkiva ipsilateralne kore prednjeg
mozga svih eksperimentalnih grupa Trizol reagensom, prema protokolu
proizvodaca. Specifikacija rastvora koris¢enih za izolaciju RNK data je u Tabeli

3. Postupak izolacije se sastojao iz nekoliko koraka:

1. Homogenizacija - na 100 mg tkiva doda se 1 ml trizol reagensa
(monofazni rastvor fenola i guanidin izotiocijanata).

2. Razdvajanje faza - homogenizovani uzorci su inkubirani 5 minuta na
ST, da bi nukleoproteinski kompleksi u potpunosti disosovali, a potom
je dodato 0,2 ml hloroforma na 1 ml trizola. Tube su vorteksovane dok
rastvor nije postao beo, a potom je usledila inkubacija na ST (3 minuta).

Uzorci su potom centrifugirani na 12000g, 15 minuta, 4°C. Sme3a se na
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taj nacin razdvaja na tri sloja: donji crvenkasti (DNA), srednji beli prsten
(proteini) i gornju bezbojnu fazu u kojoj se nalaze RNK molekuli.
. Precipitacija RNK - gornja faza je preneta u nove tubice u koje je
dodato 0,5 ml izopropanola (na pocetnu zapreminu trizola od 1 ml), a
potom su tubice snazno izvorteksovane. Uzorci su inkubirani 24 h na -
80°C, a onda odledeni i centrifugirani na 12000g, 10 minuta, 4°C. RNK
se na ovaj nacin staloZila na dnu tubica u vidu beli¢astog taloga.
. Ispiranje RNK - iz tubica je uklonjen supernatant. Talog RNK je ispran
sa 0,5 ml hladnog 75% etanola (napravljen od apsolutnog etanola u 0.1%
DEPC), vorteksovan dok se talog nije odlepio od dna nakon cega je
usledilo centrifugiranje na 7500g, 5 minuta, 4°C. Ispiranje u etanolu je
ponovljeno jos jedanput.
. Rastvaranje RNK - etanol je odliven, a tubice su ostavljene desetak
minuta da se talog osusi. Talog ne sme da se presusi, jer se time
smanjuje njegova rastvorljivost. Nakon susenja, RNK je rastvorena u 50
do 100 pl upH20 na ledu, provladenjem kroz pipetu nekoliko puta,
potom vorteksovanjem.

Pre skladistenja na -80°C spektrofotometrijski je odredena
koncentracija RNK u uzorcima, a intaktnost izolovane RNK proverena

na 1% agaroznom gelu.

3.2.11.2. DNazni tretman i reakcija reverzne transkripcije

Pre reakcije reverzne transkripcije (RT), izolovana ukupna RNK tretirana

je DNazom I kako bi se uklonila sva eventualno zaostala DNK, koja pri PCR

reakciji moZe dati lazan rezultat u pogledu genske ekspresije. Tretman DNazom

I je izveden po protokolu proizvodaca, tako sto je 1 pg ukupne RNK inkubiran

sa 1U Dnaze I tokom 30 min na 37°C. DNaza I je inaktivirana dodavanjem 25

mM EDTA i inkubacijom 10 min na 65°C. Kona¢na zapremina po uzorku posle

DNaznog tretmana je 10 pl u kojoj se nalazi 1 pg RNK (t. 0.1 pg RNK/ nl
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uzorka). Nakon ove reakcije moZe se zapoceti RT reakcija, bez dodatnih
preciséavanja.

Reverzna transkripcija je reakcija u kojoj se na osnovu RNK molekula
kao matrice, sintetiSe komplementarni lanac molekula DNK (cDNK). Za
reakciju sinteze cDNK neophodan je enzim reverzna transkriptaza (RNK
zavisna DNK polimeraza), dezoksiribonukleotidi, inhibitor enzima RNaze i
prajmer za pocetak sinteze molekula ¢cDNK. Kao prajmeri mogu posluziti
nasumicni (eng. - random) heksameri, 3' prajmeri i oligo-dT niz od 12 - 18
dTTP nukleotida. Za RT koriséen je komplet za sintezu cDNK sa nasumi¢nim
heksamerima. Reakciona sme$a u zapremini od 20 pl je sadrzavala: 2 pul 10x RT
pufera, 0.8 ul 25xdNTP Mix-a (100 mM), 2 pl 10x nasumiénih RT prajmera, 1 pl
MultiScribe reverzne transkriptaze, 4.2 pl DEPC-om tretirane vode i 10 pl
uzorka koji sadrzi 1 pg RNK. Potom je reakciona smesa prosla kroz 4 termalna
ciklusa za sintezu cDNK:

1. 10 min/ 25°C

2. 120 min/ 37°C
3. 5min/ 85°C
4

. Skladistenje na 4°C, gde moze da stoji neograni¢en vremenski period

3.2.11.3. PCR u realnom vremenu

Nivo ekspresije gena od interesa je odredivan u odnosu na nivo
ekspresije nekog kontrolnog gena koji se paralelno umnoZava. Ovaj kontrolni
gen se jo$ naziva endogena ili interna kontrola i predstavlja gen koji ima
konstitutivan nivo ekspresije u jednom tipu celija ili tkivu, nezavisno od
sredinskih faktora, stanja u kome se celija nalazi ili eksperimentalne procedure
kojoj je podvrgnuta. Primena endogene kontrole neutralise tehnicke greske u
proceni ekspresije gena od interesa.

Za pracenje DNK sinteze Koristili smo fluorescentnu boju SYBR green,
koja se vezuje za dvolan¢anu, ali ne i jednolan¢anu DNK. Reakciona smesa za

amplifikaciju ciljnih gena i endogene kontrole (B-aktin) je sadrzala: SYBR
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Green, cDNK (tj 10 ng iRNK prevedene u cDNK), i prajmere za transktipte
prikazane u tabeli 8. Za reakcije lanc¢ane polimerizacije je koriséen aparat ABI
Prism 7000 i slede¢i program amplifikacije:

e 2 minna50°C

e 10 min na 95°C

e 40 ciklusa po 15 sekundi na 95°C

e 1 minut na 60°C

Potom je odredena vrednost eksperimentalnog praga reakcije (eng. -

threshold), a na osnovu nje Ct vrednost (eng. - cycle at threshold). Rezultati su
prikazani kao razlika u broju ciklusa kojim se dostiZze vrednost
eksperimentalnog praga reakcije za ispitivane gene u odnosu na nivo ekspresije

endogene kontrole (endogeni referentni standard): (ACt = Ctciljni gen - Ctekontrola)-

Tabela. 8. Prajmeri za transktipte

Geni Sekvence prajmera

B-actin Forward - AGATTACTGCCCTGGCTCCT
Reverse - ACATCTGCTGGAAGGTGGAC
Brevikan | Forward - CCTCAGGAAGCTGTGGAGAG
Reverse - CTTGCCCCATCTGGAGTAGA
GFAP Forward - CTCCTATGCCTCCTCCGAGACGAT
Reverse - GCTCGCTGGCCCGAGTCTCIT
Fosfakan | Forward - TTGACAAGTGATGAAGAGAGTGG
Reverse - AATCAGCACATCTCGTTCTATCC
Neurokan | Forward - TTTCAGTCCACAGCGATCAG
Reverse - AGGAGAGGGATACAGCAGCA
Vimentin | Forward - GCAAAGCAGGAGTCAAACGA
Reverse - CGTTTCGTCCTCAGTTTGCT

Kvantifikacija je uradena 2-44% metodom (Livak i Schmittgen, 2001).
Rezultati su izraZeni kao stepen promene u odnosu na kontrolnu grupu koju je
predstavljala intaktna netretirana grupa Zivotinja (F). Kontrolnoj grupi je

dodeljena vrednost od 100 % (srednja vrednost + standardna greska).
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3.2.12. Statisticka obrada podataka

Svi numericki parametri su prikazani kao srednja vrednost *
standardna greska ili u procenatima + standardna greska. Znacajnosti u
razlikama izmedu tretiranih i kontrolnih grupa procenjivane su testom
ANOVA i korigovane Tukey metodom. Verovatnoéa nulte hipoteze manja od

0.05 smatrana je statisticki znacajnom (p < 0,05), a za p < 0.005 visoko znacajnim.
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4. REZULTATI
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41. UTICAJ RAZLICITIH KOMBINACIJA B VITAMINA I
RIBAVIRINA NA OPORAVAK MOTORNE FUNKCIJE NAKON
POVREDE PREDNJEG MOZGA PACOVA (TEST PRELASKA PREKO
GREDE - BW TEST)

Oporavak lokomotorne funkcije zadnjeg kontralateralnog (u odnosu na
mesto povrede) ekstremiteta nakon jednostrane ablacije senzomotorne kore
(ASK) prednjeg mozga pracen je primenom BW testa. Ovaj test meri sposobnost
pacova da prede visoku usku gredu. Naime, iako kretanje na ravnoj povrsini
nije naruSeno nakon ovakve povrede, pacovi ispoljavaju smanjenu
koordinaciju, $to se uocava prilikom prelaska uske grede (Sirine 2,5 cm,
aparatura opisana u poglavlju Materijal i metode). Dve do tri nedelje nakon
povrede pacovi se oporavljaju, tako da se nakon ponovljenih testiranja
lokomotorna koordinacija vra¢a na pocetni nivo. Budu¢i da oporavak moze biti
modulisan, na primer, primenom nekih lekova, u nasem eksperimentu BW
testom hteli smo da utvrdimo da li su tretmani koji su ispitivani uticali na

oporavak narusenih motornih funkcija.

4.1.1. Lokomotorna koordinacija kod kontrolnih grupa Zivotinja

Zivotinje su trenirane 5 dana pre pocetka eksperimenta i testirane su
neposredno pre operacije (nulti dan), kako bi se odredio bazalni stepen
lokomotorne koordinacije (ukupna ocena svih Zivotinja u nultom danu
predstavljena je isprekidanom linijom u sivoj zoni na slikama 11. B, 12. B i 13.
B). U nultom danu, Zivotinje su izvrSavale zadatak sa malim brojem ispada i
visokom prose¢nom ocenom (Slika 11., 12. 1 13.).

Ovakav trend se zadrzao kod kontrolnih zivotinja (F, FKR, SKR) u svim
posmatranim danima (Slika 11.A, B), tj. nije bilo znacajne razlike u ostvarenim

rezultatima izmedu te tri grupe.
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Slika 11. Rezultati BW testa kontrolnih i laZno operisanih Zivotinja tretiranih
kombinacijom B vitamina i ribavirina (FKR i SKR), kao i intaktne kontrole (F). A)
Grafik pokazuje procenat nepravilnih postavljanja kontralateralne noge na gredu u odnosu na
ukupan broj koraka pri prelasku + SEM. B) Na osnovu broja omasaja noge Zivotinjama su
dodeljivane odgovarajuce ocene. Na ordinati su prikazane srednje vrednosti ocena za datu
grupu + SEM. Ukupna ocena svih Zivotinja u nultom danu predstavljena je isprekidanom
linijom u sivoj zoni (srednja vrednost + SEM).
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4.1.2. Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na
lokomotornu koordinaciju

U narednom eksperimentu praéene su promene lokomotorne
koordinacije pacova prilikom prelaska grede nakon ASK.

Drugog dana posle ASK uocen je znatan pad lokomotorne koordinacije,
jer je registrovano 77% omasaja leve zadnje noge (kontralateralne u odnosu na
mesto povrede) (Slika 12. A). Narednih dana primetan je trend poboljSanja
lokomotorne koordinacije $to je potvrdeno smanjenjem broja omasaja u odnosu
na 2. dan (Slika 12. A)ito za 14% u 3. danu, 50% u 6. danu, 52% u 8. danu i 59%
u 13. danu. Dobijene su i bolje ocene u narednim danima (Slika 12. B). Medutim,
konacan skor nije dostigao vrednost ostvarenu pre povrede. U 13. danu srednja
ocena grupe predstavlja 80% vrednosti ostvarene u svim grupama u nultom

danu (isprekidana linija u sivoj zoni) (Slika 12. B).

4.1.3. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina na oporavak
lokomotorne koordinacije nakon ablacije senzomotorne kore

U narednom setu eksperimenata ispitan je uticaj slede¢ih kombinacija B
vitamina:

- B1+B6+B12 (LK1)

- B2+ B3 (LK2)

- B1+B2+B3+B6+B12 (LK)

Drugog dana nakon povrede dolazi do znatnog smanjenja lokomotorne
koordinacije i znacajnog povecanja broja omasaja u svim eksperimentalnim
grupama. Medutim, uoc¢ava se da procenat omasaja zadnje leve Sapice zavisi od
tretmana koji je primenjen (77% omasaja u L grupi, 81% u LK1, 59% u LK2 i
53% u LK). Takode, i brzina oporavka koordinacije lokomocije nakon povrede
nije bila ista u svim grupama. Brzina oporavka znacajno je veca u grupama koje
su primile svih pet vitamina (LK), ili kombinaciju B2 i B3 vitamina (LK2) u
odnosu na L i LK1 grupu (Slika 12. A, B; *p <0,05; ***p < 0,005).

U LK grupi procenat omasSaja znacajno je smanjen u odnosu na

odgovarajuc¢u L grupu (Slika 12. A), i to u 2. danu za 31%, u 3. danu za 67%, u 6.
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danu za 58%, u 8. danu za 59% i u 13. danu za 61% (***p<0,005). Takode, ove
zivotinje su ostvarile i vise ocene u svim posmatranim danima u odnosu na
zivotinje iz L grupe (Slika 12. B): 33% u 2. danu, 39% u 3. danu, 23% u 6. danu,
21% u 8. danu i 19% u 13. danu (***p<0,005).

Statisticki znacajno poboljSanje lokomotorne koordinacije (*p<0,05),
primeceno je i u LK2 grupi, sto je potvrdeno smanjenjem broja omasaja (Slika
12. A) itoza23% u 2. danu, 41% u 3. danu, 33% u 6. danu, 40% u 8. danu i 51%
u 13. danu, kao i boljim dobijenim ocenama (Slika 12. B): visim za 20% u 2. danu
i 28% u 3. danu(*p<0,05), 13% u 6. danu, 16% u 8. danu i 14% u 13. danu u
poredenju sa L grupom.

Kao i u ostalim grupama i kod LK1 grupe statisticki znacajno smanjenje
lokomocije uoceno je 2. dana nakon ASK. Medutim, trend oporavka motorne
koordinacije u narednim danima kod Zivotinja iz ove grupe nije se znacajno
razlikovao od L grupe (Slika 12. A, B), osim u 6. danu kada je kod LK1 Zivotinja
uoceno 23% vise greSaka pri izvodenju BW testa (p>0,05) (Slika 12. A).

Iako u svim ispitivanim grupama dolazi do oporavka motorne
koordinacije nakon ASK, brzina oporavka nije bila ista u svim grupama i
zavisila je od koris¢enog tretmana. Uoceno je da se broj omasaja u danima posle
povrede najbrZe smanjuje u LK grupi i da ove Zivotinje 14. dana posle operacije
postiZzu srednju ocenu koja iznosi 94% vrednosti ostvarene u svim grupama u

nultom danu (isprekidana linija na slici 12. B).
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Slika 12. Uticaj tretmana B vitaminima na uspesnost izvodenja BW testa nakon ASK.
A) Grafik pokazuje procenat omasaja zadnje leve noge u odnosu na ukupan broj koraka £ SEM.
B) Na osnovu broja omasaja kontralateralne noge Zivotinje su dobijale odgovarajuce ocene. Na
ordinati su prikazane srednje vrednosti rezultata za datu grupu * SEM. Ukupna ocena svih
Zivotinja u nultom danu predstavljena je isprekidanom linijom u sivoj zoni (srednja vrednost +
SEM). *p<0,05; **p<0,005 vs L za dati dan testiranja, *p < 0,05; ***p < 0,005 u odnosu na
vrednosti ostvarene u prethodnom testiranju u okviru iste grupe.
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Slican trend oporavka primecen je i u LK2 grupi ¢ija ocena postignuta 14. dana
predstavlja 91% vrednosti ostvarene u svim grupama u nultom danu (Slika 12.
B). Kod LK1 grupe oporavak nije bio bolji od L grupe, a bio je znacajno slabiji u
odnosu na LK i LK2 Zivotinje. Srednja ocena u 14. danu dostize 83% vrednosti

postignute u nultom danu (Slika 12. B).

4.14. Uticaj B vitamina i ribavirina na oporavak lokomotorne
koordinacije nakon ablacije senzomotorne kore

Kod grupa koje su primale kombinaciju vitamina i ribavirina (LKR) ili
samo ribavirin (LR), vitamini su davani pocev od 15. minuta nakon povrede
jednom dnevno svaki dan, a ribavirin od 3. dana (plava strelica na slici 13.B
oznacava dan kada je zapocet tretman ribavirinom).

Drugog dana posle operacije uocava se znatan pad lokomotorne
koordinacije, odnosno veliki procenat omasaja leve zadnje noge prilikom
prelaska grede u obe ispitivane grupe, 76% omasaja u LR i 63% u LKR grupi
(Slika 13.A).

Kod testiranja ovih zivotinja posebno je bilo interesantno videti rezultate
od 6. dana, jer se eventualni efekat ribavirina mogao uociti tek od tog
posmatranog vremena. Tako je u 2. i 3. danu zabelen sli¢an procenat omasaja
kod L i LR grupe. Medutim, od 6. dana procenat omasSaja je smanjen u
poredenju sa odgovaraju¢om vremenskom tackom za L grupu (Slika 13. A) i to
za 30% u 6. danu (*p<0,05), 39% u 8. danu (**p<0,01) i 26% u 13. danu. Takode,
ove Zivotinje su ostvarile i vece ocene u u odnosu na Zivotinje iz L grupe (Slika
13. B) za 13% u 6. danu, 17% u 8. danu (*p<0,05) i 9% u 13. danu.

Statisticki znacajno poboljSanje motorike (*p<0,05) primeceno je i u LKR
grupi jo§ od prvog posmatranog dana, Sto je potvrdeno smanjenjem broja
omasaja (Slika 13. A) i to za 24% u 2. danu, 48% u 3. danu (***p<0,005), 41% u 6.
danu, 41% u 8. danu i za 48% u 13. danu, kao i boljim dobijenim ocenama (Slika
13. B) za 20% u 2. danu, 29% u 3. danu (***p<0,005), 18% u 6. danu, 17% u 8.

danu i za 14% u 13. danu u poredenju sa L grupom.
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Brzina oporavka motorne koordinacije nakon ASK u LKR grupi nije se
statisticki razlikovala od LK grupe. Sli¢an trend oporavka primecen je u obe
grupe. Ocena postignuta u LKR grupi 14. dana predstavlja 91% vrednosti
ostvarene u svim grupama u nultom danu (isprekidana linija) (Slika 13.B).

Kod LR grupe, posmatrano od 6. dana, brzina oporavka je bila bolja u
odnosu na L grupu. Medutim, konac¢an skor BW testa ovih zivotinja u 14. danu
nije bio statisticki znacajno bolji od onih u L grupi i predstavljao je 87%

vrednosti ostvarene u nultom danu (Slika 13.B).
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Slika 13. Uticaj ribavirina i B vitamina na uspesnost izvodenja BW testa nakon ASK.
A) Grafik pokazuje procenat omasaja leve zadnje noge u odnosu na ukupan broj koraka + SEM.
B) Na osnovu broja omasaja kontralateralne noge Zivotinje su dobijale odgovarajuce ocene. Na
ordinati su prikazane srednje vrednosti rezultata za datu grupu * SEM. Ukupna ocena svih
Zivotinja u nultom danu predstavljena je isprekidanom linijom u sivoj zoni (srednja vrednost *
SEM). Plava strelica na apcisi na grafiku B oznacava dan kada je zapocet tretman ribavirinom
*p<0,05; **p<0,01; **p<0,005 vs L za dati dan testiranja, * p < 0,05; ++ p < 0,01; *** p < 0,005
u odnosu na vrednosti ostvarene u prethodnom testiranju u okviru iste grupe.
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4.2. UTICAJ RAZLICITIH KOMBINACIJA B VITAMINA I
RIBAVIRINA NA ODGOVOR NEURONA NAKON POVREDE
MOZGA

4.2.1. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na izrastanje
i grananje neurita nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg
mozga pacova

4.2.1.1. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
GAP-43 proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga
pacova

Budu¢i da je GAP-43 membranski protein visoko eksprimiran u kupi
rasta aksona tokom razviéa i regeneracije, kao i u presinaptickoj membrani
aksona, ekspresija GAP-43 u ovoj studiji koris¢ena je kao parametar za procenu

plasti¢nosti, odnosno, regeneracije povredenog mozdanog tkiva.

Ekspresija GAP- 43 proteina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

U mozgu kontrolnih intaktnih Zivotinja (F) GAP-43 bojenje je gotovo
ravnomerno rasporedeno kroz koru sa neSto intenzivnijim bojenjem u
povrsinskim slojevima (Slika 14. A). Imunobojenje pokazuje tackastu formu
prisutnu na neuropilu sive mase (strelice na slici 14. D). Na presecima
kontrolnih grupa Zivotinja koje su primale kombinovanu terapiju B vitamina i
ribavirina (FKR i SKR) nisu uocene razlike u ekspresiji GAP-43 proteina (Slika
14. B, C, E i F), na osnovu cega se moze nacelno zakljuciti da primenjeni

tretmani ne menjaju ekspresiju GAP-43 kod Zivotinja koje nisu pretrpele leziju.
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Slika 14. Imunohistohemijsko obeleZavanje GAP-43 proteina u desnoj kori prednjeg
mozga kontrolnih Zivotinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D), FKR (B,
E) i SKR (C, F) Zivotinja. Skala 50 um.

Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na ekspresiju
GAP-43 proteina

Na presecima mozga pacova 14. dana nakon ASK uocava se pojacana
imuna reakcija u delovima kore oko mesta povrede (Slika 15. A), kao i veliki
broj GAP-43 pozitivnih celija (Slika 15. A, B). Neke od ovih celija su loptasti,
zadebljali intenzivno obojeni, verovatno distrofiéni neuroni grupisani
neposredno uz ivicu lezije (levi insert na B). U istom regionu, narocito u beloj
masi neposredno ispod lezije, uocavaju se i jako obojene celije sa jasno
definisanim nastavcima koje izgledaju kao reaktivni astrociti (desni insert na B).
U Sirem regionu oko lezije javlja se pozitivna reakcije unutar nervnih delija, a
slabo tackasto imunobojenje prisutno je na neuropilu sive mase (Slika 15. C,
insert). U kori dalje od mesta povrede imunoreakcija je slicna onoj koja se

zapaza na kontralateralnoj (ne operisanoj) strani (Slika 15. A).
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Slika 15. Imunohistohemijsko obeleZavanje GAP-43 proteina nakon ASK i tretmmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-
D), LK1 (E-G), LK2 (H-]) i LK (K-M) Zivotinja. D, G, ] i M su uvelicani segmenti sa prethodne
slike. Skala 50 um.
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Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina na ekspresiju GAP-43 proteina
nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Tretman vitaminima B1, B6 i B12 nakon ASK pojac¢ava ekspresiju GAP-43
u celoj ipsilateralnoj kori kod LK1 pacova. Izrazito jaka imuna reakcija prisutna
je u Sirem regionu oko povrede (Slika 15. E). Na ve¢em uvelicanju zapaza se da
je imunoreaktivnost lokalizovana oko nervnih ¢elija (Slika 15. F, G ). I kod LK2
grupe uocava se intenzivnija GAP-43 reakcija u kori neposredno oko lezije
(Slika 15. H ). Javljaju se tamnije obojeni, distrofi¢ni neuroni, ali u manjem broju
nego kod L Zivotinja (Slika 15. A, B). Kod operisanih Zivotinja, koje su nakon
ASK primale kombinaciju svih pet B vitamina (LK) GAP-43 bojenje je veoma
intenzivno u celoj kori, a naroc¢ito u prvom i Sestom sloju i beloj masi uz leziju
(Slika 15. K). Imunobojenje pokazuje tackastu formu prisutnu na neuropilu sive
mase (Slika 15. M) slicno kao kod kontrolnih grupa (Slika 14.). Pozitivna
reakcija unutar nervnih celija uocena je u nekoliko ¢elija samo neposredno uz
leziju (Slika 15.).

Uticaj kombinacije B vitamina i ribavirina na ekspresiju GAP-43 proteina
nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Tretman ribavirinom nakon ASK daje zrnastu formu bojenja oko tela
neurona, jace izraZenu neposredno uz mesto lezije (Slikal6. H). Za razliku od L
grupe (Slika 16. A-D) nije uocena imunoreaktivnost unutar celija (Slika 16. I, J).
Kod LKR Zivotinja koje su nakon ASK primale kombinaciju ribavirina i B
vitamina opaZza se sli¢na ekspresija GAP-43 kao i kod LK grupe (Slika 16. E-G).
Prisutna je intenzivna imunoreakcija posebno u gornjim slojevima kao i u
Sestom sloju kore obe hemisfere i u subkortikalnoj beloj masi (Slika 16. K).

Reakcija je lokalizovana na neuropilu i nije bilo reakcije u telu nervnih celija

(Slika 16. L, M).
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Slika 16. Imunohistohemijsko obeleZavanje GAP-43 proteina nakon ASK i tretmmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci
mozgova L (A-D), LK (E-G), LR (H-]) i LKR (K-M) Zivotinja. D, G, | i M su uvelicani
segmenti sa prethodne slike. Skala 50 um.
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4.2.1.2. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju NF-
H nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Neurofilamenti su neuron-specifi¢ni intermedijarni filamenti gradeni od
tri subjedinice: NF-L, NF-M i NF-H. U ovoj tezi ispitivana je ekspresija NF-H
(NF200) subjedinice kod kontrolnih Zivotinja i Zivotinja sa ASK koje su

podvrgnute razli¢itim tretmanima.

Imunohistohemijsko obelezavanje NF-H u kori prednjeg mozga kontrolnih
pacova

Imunohistohemijska analiza preseka mozga kontrolnih Zivotinja (F, FKR
i SKR) pokazala je da antitelo NF200 jasno boji tela neurona kao i njihove
nastavke u celoj kori prednjeg mozga, narocito u IIl i V sloju (Slika 17.). Kao i
kod proteina GAP-43, nisu uocene razlike u ekspresiji NF200 izmedu ove tri

kontrolne grupe.

Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na ekspresiju NF-
H

Cetrnaestog dana nakon ASK ispitivani preseci mozga L grupe Zivotinja
pokazuju intenzivniju imunoreakciju oko mesta povrede gde su nagomilani
deblji i isprekidani aksoni (Slika 18. B, C, strelice). U ostalim slojevima kore
primetno je smanjeno bojenje celijskih tela neurona (Slika 18. A) u odnosu na

kontrolne Zivotinje (Slika 17.).

Uticaj tretmana razlié¢itih kombinacija B vitamina na ekspresiju NF-H nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Zivotinje koje su nakon ASK primale razli¢ite kombinacije B vitamina
imaju manje isprekidanih aksona u oblastima neposredno uz povredu i
pokazuju intenzivnije bojenje tela kortikalnih neurona u ipsilateralnoj kori
(Slika 18. D-L) u odnosu na L grupu (Slika 18. A-C). Ovo je narocito izrazeno u
LK2 grupi gde je jaka imunoreakcija prisutna u celoj ipsilateralnoj kori (Slika 18.

G), boje se tela piramidalnih neurona kao i dugacki, tanki aksoni (Slika 18. H).
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Slika 18. Imunohistohemijsko obeleZavanje NF-H nakon ASK i tretmana razli¢itim
kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F),
LK2 (G-I) i LK (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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Uticaj kombinacije B vitamina i ribavirina na ekspresiju NF-H nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Cetrnaestog dana nakon ASK na presecima LR Zivotinja uz samo mesto
lezije uocljivi su isprekidani i razoreni aksoni, bojenje je granulisano i difuzno
(Slika 19. 1), primetan je gubitak pravilne organizacije aksona koja se vidi kod
kontrolnih Zivotinja (Slika 17.). Takode, slabije se boje tela neurona, sto je
primeceno i kod L preseka (Slika 19. A-C). Tretman kombinacijom B vitamina i
ribavirina daje rezultate koji su sli¢ni dobijenom bojenju kod LK2 grupe
tretirane samo B vitaminima (Slika 19. D-F). Uo¢ljivo je prisustvo manje
isprekidanih aksona oko lezije (Slika 19. J, L) u odnosu na L grupu, ali i gubitak
fine uredenosti aksona koji je vidljiv kod kontrolnih grupa. U ostatku kore boje

se tela neurona kao i njihovi nastavci (Slika 19. K).
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Slika 19. Imunohistohemijsko obeleZavanje NF-H nakon ASK i tretmana razli¢itim

kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentationi koronalni preseci mozgova L (A-C), LK
(D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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4.2.1.3. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
MAP2 proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga
pacova

MAP?2 su klasa proteina asociranih sa mikrotubulama. VazZni su za
stabilnost mikrotubula i plasticnost neurona. Specifi¢no se eksprimiraju u
dendritima, pa se imunohistohemijsko bojenje na MAP2 rutinski koristi kao

marker vizualizacije dendrita.

Ekspresija MAP2 proteina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Analiza preseka mozga kontrolnih zivotinja (F) (Slika 20. A-C) pokazala
je da je MAP2 imunoreakcija lokalizovana na telu neurona (Slika 20. C, strelice),
kao i u debelim proksimalim dendritima (Slika 20. C, vrh strelice) u celoj kori
prednjeg mozga. Slicnost dobijenih rezultata u kontrolnim grupama FKR i SKR
(Slika 20. D-J) ukazuje da tretman kombinacijom B vitamina i ribavirina ne utice

na ekspresiju ovog citoskeletnog proteina u odsustvu lezije.

Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na ekspresiju
MAP2 proteina

Nakon ASK na presecima mozga inkubiranih sa MAP2 antitelom imuna
reakcija je intenzivna u delu kore neposredno uz mesto lezije (Slika2l. A).
Uocljivi su zrnasto obojeni isprekidani nastavci (Slika 21. B, vrh strelice) i samo

mali broj obojenih tela neurona (Slika 21. C, strelica) u odnosu na kontrole

(Slika 20.).

Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina na ekspresiju MAP2 proteina nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Rezultati dobijeni nakon tretmana B vitaminima donekle su se
razlikovali u zavisnosti od primenjene kombinacije B vitamina. Analizom
preparata LK1 Zivotinja (Slika 21. D-F) uocena je sli¢na ekspresija MAP2
proteina kao kod kontrolnih grupa (Slika 20.). Vide se periferno obojena tela
neurona u ipsilateralnoj kori (Slika 21. D, E, strelica), ali zrnastija forma bojenja

dendrita (Slika 21. F, vrh strelice).
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Slika 20. Imunohistohemijsko obeleZavanje MAP2 proteina u desnoj kori prednjeg
mozga kontrolnih Zivotinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A-C), FKR (D-F)
i SKR (G-I) Zivotinja. Skala 50 um.
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Povecanje MAP2 imunoreaktivnosti uocava se samo u uskom delu oko
mesta lezije (Slika 21. D). Imunoreakcija je najizraZenija kod LK2 grupe. Veliki
broj MAP2 pozitivnih éelija i jasno obojeni dendriti uoc¢ljivi su u celoj
ipsilateralnoj kori (Slika 21. G). Na ve¢em uveli¢anju, ¢ak i uz samu leziju, jasno
se vide obojena tela neurona (Slika 21. H, strelica) i njihovi dendriti (Slika 21. I,
vrh strelice).

Na presecima mozga LK Zivotinja takode su uocljivi neuroni u celoj
ipsilateralnoj kori (Slika 21. J), MAP2 imunobojenje je lokalizovano na periferiji

¢elijskog tela (Slika 21. K, L, strelice) i u dendritima (Slika 21. K, L, vrh strelice) .

Uticaj kombinacije B vitamina i ribavirina na ekspresiju MAP2 proteina
nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Kod LR i LKR grupa tretmani ribavirinom, odnosno kombinacijom B
vitamina i ribavirina imali su efekta na ekspresiju MAP2 proteina nakon ASK.
Rezultati imunobojenja u LR grupi (Slika 22. G-I) sli¢ni su onima dobijenim kod
LK Zivotinja (Slika 22. D-F). Veliki broj ¢elijja i njihovih proksimalnih dendrita
intenzivno su obojeni u celoj ipsilateralnoj kori (Slika 22. G). Cak i uz samu
leziju, jasno se vide obojena tela neurona (Slika 22. H, I, strelica) i njihovi
dendriti (Slika 22. H, I, vrh strelice). I na presecima mozga LKR grupe uocava se
MAP2 imunobojenje lokalizovano na telu neurona (Slika 22. K, strelice) i

njihovim nastavcima (Slika 22. I, vrh strelice.).

83



Slika 21. Imunohistohemijsko obeleZavanje MAP2 proteina nakon ASK i tretmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C),
LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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Slika 22. Immunohistohemijsko obeleivnje MAP2 proteiu nakon ASK i tretmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci
mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) Zivotinja. Skala 50 um
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4.2.2. Uticaj razlicitih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
markera sinaptogeneze

4.2.2.1. Ekspresija sinaptofizina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

S obzirom na to da je sinaptofizin sastavni glikoprotein sinaptic¢kih
vezikula i marker presinapticke oblasti neurona, ekspresija sinaptofizina u ovoj

studiji koris¢ena je za pracenje formiranja novih sinapsi.

Ekspresija sinaptofizina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Na presecima mozga intaktnih kontrolnih Zivotinja (F grupa)
imunoreakcija je gotovo ravnomerno rasporedena kroz koru, dok u
subkortikalnoj beloj masi imunoreaktivnost na sinaptofizin nije primecena
(Slika 23. A). Na vecem uvelicanju (Slika 23. D) vidljivo je difuzno, zrnasto
bojenje izmedu neurona (strelica) kao i zrnaste nakupine oko tela neurona (vrh
strelice). Kod kontrolnih grupa koje su tretirane B vitaminima i ribavirinom
(FKR i SKR) nije uoc¢ena razlika u imunoreakciji na sinaptofizin u desnoj kori
prednjeg mozga (Slika 23. B, C, E, F) u odnosu na F kontrolnu grupu. Dobijeni
rezultati pokazuju da tretman ribavirinom i B vitaminima ne uti¢e na ekspresiju

sinaptofizina u odsustvu povrede.

Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na ekspresiju
sinaptofizina

Na presecima mozga 14. dana nakon ASK dolazi do pojacanog bojenja
na sinaptofizin u delu kore oko mesta lezije (Slika 24. A). U ostalim regionima
kore i u subkortikalnoj beloj masi intenzitet imunoreakcije je isti kao kod F
kontrolne grupe (Slika 23. A, C). Na vecem uveli¢anju (Slika 24. C), duz oboda
lezije, uoc¢ava se intenzivno granularno bojenje izmedu neurona (strelice), oko

tela neurona (vrh strelice) i u telima degenerisanih neurona .
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Slika 23. Imunohistohemijsko obeleZavanje sinaptofizina u desnoj kori prednjeg
mozga kontrolnih Zivotinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D), FKR (B,
E) i SKR (C, E) Zivotinja. Skala 50 um.

Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina na ekspresiju sinaptofizina nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Kod preseka mozga Zivotinja iz grupe LK1 uocena je intenzivna
imunoreaktivnost u delu oko povrede (Slika 24. D-F), kako u kortikalnim
zonama (Slika 24. F) tako i u subkortikalnoj beloj masi (Slika 24. D, E). Povecana
ekspresija sinaptofizina zahvata znacajno $iri region kore u odnosu na L grupu i
uocava se u vecem delu kore, a posebno u subkortikalnoj beloj masi ispod
mesta lezije. Nakon tretmana operisanih Zivotinja kombinacijom B2 i B3
vitamina (LK2) imunoreaktivnost je bila nesto slabija nego kod LK1 grupe (Slika
24. G-1), i ekspresija sinaptofizina se ne zapaza u subkortikalnoj beloj masi. Kod
LK grupe (Slika 24. J-L) zapaza se sli¢an nacin ekspresije sinaptofizina kao kod
LK?2, ali je ekspresija sinaptofizina vise povecana i u Sirem delu kore oko mesta
povrede (Slika 24. L). Na slici 24. L vidljivo je intenzivno, zrnasto bojenje

izmedu neurona (strelica), kao i zrnaste akumulacije oko tela neurona.
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Uticaj kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju sinaptofizina nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Nakon tretmana ribavirinom intenzitet obojenosti je nesto slabiji nego u
L i LK grupi, ali povecana ekspresija sinaptofizina uocava se u veéem delu
ipsilateralne, ali i kontralateralne kore (Slika 25. G). U subkortikalnoj beloj masi
imunoreaktivnost na sinaptofizin nije primecena (Slika 25. G, H). Pojacana
ekspresija sinaptofizina u ipsilateralnoj kori uocena je i kod preseka mozga
LKR Zivotinja, kod kojih je intenzivna imunoreaktivnost uocena u Sestom sloju
kore, a narocito u subkortikalnoj beloj masi. Zapazaju se izuteno dobro obojeni
snopovi neurona koji polaze od subkortikalne bele mase ka pialnoj povrsini
(Slika 25. ], K). Ovo povecanje ekspresije sinaptofizina uofava se i na

kontralateralnoj strani (Slika 25. J).
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Slika 24. Imunohistohemijsko obeleZavanje sinaptofizina nakon ASK i tretmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C),
LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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Slika 25. Imunohistohemijsko obeleZavanje sinaptofizina nakon ASK i tretmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci
mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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4.2.3. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na
neurodegeneraciju

4.2.3.1. Uticaj razlicitih kombinacija B vitamina i ribavirina na
imunohistohemijsko obeleZavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom
nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

SMI 31 antitelo specificno prepoznaje fosforilisane epitope NF-H
subjedinice neurofilamenata, a u manjoj meri i fosforilisane epitope NF-M
subjedinice. Budu¢i da se fosforilacija i integracija NF subjedinica u
funkcionalne neurofilamente odvija u aksonima, u fizioloskim uslovima se
imunoreaktivnost na SMI 31 antitelo uocava iskljuc¢ivo na tankim i debelim
aksonima i gotovo nikad na telima neurona. Pojacano imunobojenje sa SMI 31

antitelom ukazuje na neurodegeneraciju.

Imunohistohemijsko obelezavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom u kori
prednjeg mozga kontrolnih pacova

Na presecima mozga dobijenim od kontrolnih Zivotinja F, FKR i SKR,
uocava se Siroka rasprostranjenost fosforilisanih aksona obelezenih SMI 31
antitelom, ali se zapaZa i izostanak bojenja tela neurona (Slika 26.). Nema
razlike u dobijenim rezultatima medu kontrolnim grupama, koris¢eni tretman
kombinacijom B vitamina i ribavirina ne menja obrazac fosforilacije NF u

odsustvu lezije.

Imunohistohemijsko obelezavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Cetrnaestog dana nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga
pacova uocljiva je hiperfosforilacija NF u Sirokom pojasu oko mesta povrede
(Slika 27. A). Na vecem uveli¢anju intenzivna imunoreakcija otkriva zadebljala i
isprekidana nervna vlakna, kao i tamnije obojene okrugle, perlaste strukture
(Slika 27. B, C) za koje je na uvelicanom segmentu pokazano da su loptasta

prosirenja na distrofi¢cnim aksonima (Slika 27. D, vrh strelice).
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Slika 26. Imunohistohemijsko obeleZavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom u
desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih Zivotinja. Reprezentativni koronalni preseci
mozgova F (A-C), FKR (D-F) i SKR (G-1) Zivotinja. Skala 50 pum.
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Slika 27. Imunohistohemijsko obeleZavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom 14.
dana nakon ASK i tretmana razli¢itim kombinacijama B vitamina. Reprezentationi
koronalni preseci mozgova L (A- D), LK1 (E-H), LK2 (I-L) i LK (M-P) Zivotinja. D, H, L i P su
uvelicani segmenti sa prethodne slike. Skala 50 um.
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Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina na imunohistohemijsko
obelezavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Za razliku od L grupe, na presecima mozga Zivotinja koje su nakon ASK
primale razli¢ite kombinacije B vitamina (LK1, LK2, LK), posle bojenja SMI 31
antitelom nisu uocena intenzivno obojena isprekidana nervna vlakna. Samo se
u uskom regionu, neposredno uz leziju vide tamno obojene zrnaste strukture
ostaci isprekidanih neurona, kao i neurona u Valerovoj degeneraciji (Slika 27.
E-G, I-K, M-0), dok je u ostatku kore imunobojenje slicno onom kod kontrolnih
zivotinja (Slika 26.). Sve tri kombinacije smanjuju , perlanje neurona” koje je
pokazatelj procesa neurodegeneracije i to sa sledec¢om efikasnos¢u LK2 > LK 2

LK1 (Slika 27. P, L, H).

Uticaj kombinacija B vitamina i ribavirina na imunohistohemijsko
obelezavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom nakon ablacije
senzomotorne kore

prednjeg mozga pacova

Nasuprot intenzivnoj hiperfosforilaciji NF u delu kore oko mesta
povrede prisutne kod L Zivotinja (Slika 28. A-D), imunobojenje za SMI 31 kod
LR i LKR grupa je difuzno i sli¢no reakciji dobijenoj kod LK Zivotinja (Slika 28.
E-H). Perlaste strukture i difuzno obojeni tanki aksoni (Slika 28. I-K, M-O), kao i
tamnije obojena, loptasta proSirenja neurita (Slika 28. L, P), uocavaju se samo

neposredno uz mesto lezije.
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Slika 28. Imunohistohemijsko obeleZavanje neurofilamenata antitelom SMI 31 nakon
ASK i tretmana razlicitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni

koronalni preseci mozgova L (A-D), LK (E-H), LR (I-L) i LKR (M-P) Zivotinja. Skala 50 um.
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4.2.3.2. Histohemijsko bojenje fluoro-zadom B

Fluoro-zad B (FJB) je poznat kao fluorescentni marker sa visokim
afinitetom za obelezavanje degenerisanih neurona.

Na presecima intaktnih Zivotinja nisu uocene FJB obojene celije u kori
prednjeg mozga (Slika 29.). Takode, ni kod laZzno operisanih i intaktnih Zivotinja
tretiranih kombinacijom B vitaminima i ribavirina nisu pronadeni obojeni bilo

degenerisani ili normalni neuroni (podaci nisi prikazani).

Slika 29. Dwvojno imunofluorescentno bojenje kore prednjeg mozga kontrolnih
Zivotinja sa FJB. Reprezentationi koronalni presek mozga F Zivotinja. F]B bojenje (F|B)
( ), Hoéchst bojenje (H) (plavo) i preklopljena slika (FJB+H). Skala 50 um.

U 14. danu nakon ASK pronadene su FJB pozitivne celije samo u L grupi
(Slika 30. A-C, strelice). Na preparatima izolovanim iz Zivotinja koje su nakon
ASK tretirane B vitaminima ili kombinacijom B vitamina i ribavirina nije bilo
pozitivnog bojenja, uglavnom su se bojili krvni sudovi (Slika 30. D-R, zvezdica).

Na nekim presecima Zivotinja L grupe uocene su FJB pozitivne zvezdaste
¢elije u oblastima kore neposredno uz povredu (Slika 31. A, strelice). Dvojnim
bojenjem sa GFAP proteinom koji je specifican marker astrocita (Slika 31. E),
pokazano je da su ove zvezdaste celije, koje su FJB*/GFAP*, reaktivni astrociti
(Slika 31. F). Dvojnim bojenjem FJB sa NeuN, koji boji tela neurona, pokazano
je da se neuroni nalaze u Sirem obodu oko lezije, dok ih uz samo mesto lezije

nema (Slika 31. B).
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Slika 30. Dvojno imunofluorescentno bojenje kore prednjeg mozga FJB nakon ASK i
tretmana razlicitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni
preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F), LK2 (G-I), LK (J-L), LR (M-O) i LKR (P-S) Zivotinja. Fluoro-Zad B
bojenje (FJB) ( ), Hoéchst bojenje (H) (plavo) i preklopljena slika (FJB+H). Skala 50 um.
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Slika 31. Dvojno bojenje prednjeg mozga pacova fluoro-Zadom (zeleno) sa NeuN (A C)
(crveno) ili GFAP (crveno) proteinom (D-F) 14. dana nakon ASK. Skala 50 um.

98



4.3. UTICAJ RAZLICITIH KOMBINACIJA B VITAMINA I
RIBAVIRINA NA ODGOVOR GLIJSKIH CELIJA NAKON POVREDE
MOZGA

U drugom delu rada ispitivan je odgrovor astrocita na eksperimentalno
izvedenu povredu mozga, kao i kako tretman razli¢itim kombinacijama B
vitamina i ribavirinom uti¢e na njihov odgovor. Takode je pracen i uticaj
kompleksa B vitamina i ribavirina na proces reaktivne glioze i formiranje
glijskog oZiljka u regionu oko mesta povrede. Kao specifi¢ni markeri reaktivnih
astrocita koris¢eni su GFAP, vimentin i S100B. Promene u ekspresiji ovih
proteina pracene su na genskom i proteinskom nivo primenom RT-PCR i
Western blot analize. Morfoloske promene astrocita nakon lezije, kao i nakon
tretmana  detektovane su  imunohistohemijskim  obeleZavanjem i
imunofluorescentnom metodom. Stvaranju glijskog oZiljka na mestu povrede
doprinose i NG2* éelije. Morfoloske promene na ovim ¢elijama detektovane su

imunofluorescentnim bojenjem proteoglikana NG2.

4.3.1. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na
ekspresiju GFAP nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg
mozga pacova

4.3.1.1. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju iRNK
za GFAP nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga

Nivo ekspresije iRNK za GFAP u kori prednjeg mozga kontrolnih i

operisanih pacova je pracen metodom RT-PCR analize u realnom vremenu.

Ekspresija iRNK za GFAP u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Primena kombinacije ribavirina i vitamina kod kontrolnih neoperisanih
zivotinja (FKR) nije dovela do promene na nivou iRNK u odnosu na intaktnu
tiziolosku kontrolu (F) (Slika 32.). Kod laZno operisanih Zivotinja (SKR) nivo
ekspresije iRNK povecan je za 69% (###p<0,005) u odnosu na fiziolosku grupu

(Slika 32.).
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Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju iRNK za
GFAP nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Ekspresija ispitivanog transkripta nakon ASK povecana je za: 375% u L,
474% u LK1, 361% u LK2, 179% u LK, 357% u LR i 464% u LKR (sve grupe
###p<0,005) u odnosu na fizioloski nivo.

Kombinacija svih pet B vitamina (LK) smanjuje za 52% (***p<0,005) nivo
iRNK u odnosu na L grupu, dok ostali tretmani nemaju statisticki znacajan

uticaj (Slika 32.).
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Slika 32. Promene u ekspresiji iRNK za GFAP u desnoj kori kontrolnih i operisanih
Zivotinja. Koriscena je metoda RT-PCR analize u realnom vremenu. Vrednosti su korigovane
u odnosu na odgovarajuce vrednosti zal -aktin, a potom iskazane kao procenat promene u
odnosu na fiziolosku kontrolu. Rezultati u stubi¢ima su predstavljeni kao srednje vrednosti +
SEM; ###p<0,005 vs F; **p<0,005 vs L za dati dan testiranja.

4.3.1.2. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
GFAP proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga

Western blot (WB) metoda koriS¢ena je za pracenje promene nivoa GFAP
nakon ASK. Ekspresija ovog proteina izraZena je u odnosu na fiziolosku

kontrolu kojoj je pripisana vrednost 100%.
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Uticaj B vitamina i ribavirina na ekspresiju GFAP proteina u kori prednjeg
mozga kontrolnih pacova

Primena kombinacije ribavirina i vitamina kod kontrolnih neoperisanih
zivotinja (FKR) nije dovela do promene na nivou koli¢ine proteina u odnosu na
intaktnu fiziolosku kontrolu (F) (Slika 33.). Kod lazno operisanih Zzivotinja
(SKR) za 87% je povecana (*##p<0,005) ekspresija GFAP u odnosu na F
kontrolnu grupu (Slika 33.).

Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju GFAP
proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Imunoblot analiza na uzorcima proteina izolovanih iz desne (operisane)
kore prednjeg mozga 14. dana nakon ASK pokazala je statisticki znacajno
povecanje u ekspresiji GFAP u svim operisanim grupama u odnosu na
fiziolosku kontrolu (###p<0,005) i to: za 712% L, 504% LK1, 537% LK2, 429% LK,
642% LR 1450% LKR grupa.

Tretmani razli¢itim kombinacijama B vitamina smanjuju ekspresiju
GFAP u odnosu na L grupu i to: za 29% kod LK1 Zivotinja (*p<0,05), za 25% u
LK21i40% u LK grupi (**p<0,01) (Slika 33.).

Kod Zivotinja koje su primale samo ribavirin nije bilo statisti¢ki znacajnih
promena, dok je kombinacija ribavirina i B vitamina za 37% smanjila nivo

ekspresije ovog proteina u odnosu na L grupu (*p<0,05) (Slika 33.).
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Slika 33. Imunoblot analiza ekspresije GFAP proteina. A: Imunoblot analiza ekspresije
GFAP proteina u desnoj kori kontrolnih i operisanih Zivotinja. Vrednosti optickih gustina traka
na imunoblotu korigovane su u odnosu na odgovarajuce opticke gustine za aktin, a potom
normalizovane u odnosu na fiziolosku kontrolu (100%). Rezultati u stubi¢ima su predstavljeni
kao srednje vrednosti + SEM. ###p<0,005 vs F; *p<0,05 i **p<0,01 vs L za dati dan testiranja.
B: Prikazan je reprezentativni snimak imunoblota. U bunariée je nalivenouOproteina.
Antitelo na GFAP na imunoblotu daje specificnu traku na oko 50 kDa.

4.3.1.3. Imunohistohemijska detekcija GFAP proteina u kori prednjeg mozga

pacova nakon tretmana razli¢itim kombinacijama B vitamina i
ribavirina

Ekspresija ovog proteina, specificnog markera zrelih astrocita, pracena je
i imunohistohemijskim obeleZavanjem koronalnih preseka kontrolnih i

operisanih Zivotinja.
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Imunohistohemijsko obeleZzavanje GFAP proteina u kori prednjeg mozga
kontrolnih pacova

Imunohistohemijskim obelezavanjem GFAP proteina, intermedijarnog
filamenta zrelih astrocita, uocili smo intenzivno obojene astrocitne celije u kori
prednjeg mozga kontrolnih pacova (Slika 34. A-C). U sivoj masi kore astrociti su

malog tela i dugackih, tankih i razgranatih nastavaka (Slika 34. D, E).

Slika 34. Imunohistohemijsko obeleZavanje GFAP proteina u kori prednjeg mozga
kontrolnih pacova. Reprezentativni koronalni preseci mozga F Zivotinja(A-E). Slike D i E su
uvelicani detalji sa B i C. Skala 50 um.

Kao sto se vidi na slikama 34. B-E, razgranati nastavci jednog astrocita se
ne preklapaju sa nastavcima drugih astrocita. Na taj nacin se formira
mikrosredina svakog astrocita koji samo krajnjim distalnim delovima nastavaka

uspostavljaju veze sa drugim celijama. Na slici 34. C i na veem uvelic¢anju

103



(Slika 34. E) primecuju se astrociti koji svojim zavrsnim stopalima uspostavljaju
kontakt sa krvnim sudovima (strelica).
Tretman B vitaminima i ribavirinom ne menja morfologiju astrocita kod

FKR i SKR grupa (rezultati nisu prikazani).

Imunohistohemijsko obelezavanje GFAP proteina nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Cetrnaestog dana nakon ASK kod Zivotinja iz L grupe (Slika 35. A-C),
primeceno je povecanje broja GFAP* astrocita u odnosu na kontrolne gupe
(Slika 34.). Najvedi broj astrocita se nalazi u Sirokom obodu oko mesta lezije i
potpuno je ograni¢ava ucestvujuci u formiranju glijskog oZiljka (Slika 35. A, B),
dok se u ostalim oblastima ipsilateralne kore ne opaZa pojacano bojenje na
GFAP. U odnosu na astrocite kontrolnih Zivotinja (Slika 34. D, E), astrociti oko
lezije imaju karakteristicnu morfologiju: krace i deblje nastavke i hipertrofirano
telo i oznaceni su kao reaktivni astrociti (Slika 34. C, insert). Promene koje se
deSavaju na ovim dcelijama nakon ASK dovele su do preklapanja i preplitanja
citoplazmati¢nih nastavaka susednih astrocitnih celija (Slika 35. C) i

narusavanja mikrosredina pojedinac¢nih celija.

Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina na imunohistohemijsko
obelezavanje GFAP proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg
mozga pacova

Na presecima mozgova izolovanih iz Zivotinja koje su nakon ablacije
prosle tretman B vitaminima (LK1, LK2, LK) znacajno je slabija GFAP
imunoreaktivnost (Slika. 35. D-L). Reaktivni astrociti su zapaZaju samo u delu
kore neposredno uz leziju (Slika 35. D, G, J), ali u mnogo manjem broju u
odnosu na L grupu (Slika 35. A-C). Pored toga ovi astrociti imaju izmenjenu
morfologiju, najzastupljeniji su astrociti sa tankim i dugim nastavcima i bez
odlika hipertrofije tela (Slika 35. F, I, L) sli¢no astrocitima koji se vide u
kontrolnim presecima. Na vecem uvecanju se vidi da se morfologija astrocita

menja u zavisnosti od toga kojim koktelom B vitamina su tretirane Zivotinje.
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Tako, nakon tretmana LK1 koktelom astrociti gotovo da nemaju nastavke,
toliko su oni tanki (Slika 35. F insert), dok je nakon LK2 tretmana njihovo telo
nesto manje, ali je broj kracih, razgranatih nastavaka ve¢i (Slika 35. I insert).
Nakon tretmana LK koktelom astrociti imaju malo, okruglo telo sa velikm

brojem dugih, razgranatih i tankih nastavaka (Slika 35. L insert).

Uticaj kombinacija B vitamina i ribavirina na imunohistohemijsko
obelezavanje GFAP proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg
mozga pacova

Tretman ribavirinom (Slika 36. G-I), takode, drasticno smanjuje broj
astrocita aktiviranih povredom senzomotorne kore. U poredenju sa LK grupom
imunoreakcija je slabija i prisutna je samo uz ivicu lezije (slika 36. G, H), gde
ima izvestan broj reaktivnih astrocita. Njihova morfologija je takode
promenjena (Slika 36. I) i oni ne formiraju gustu mrezu isprepletenih nastavaka
kao sto je to slucaj kod L grupe (Slika 36. C). Rezultati GFAP imunobojenja kod
LKR grupe (Slika 36. J-L) sli¢ni su onima videnim kod LK Zivotinja (Slika 36. D-
F). Smanjen je intenzitet imunoreakcije i broj obojenih astrocita. Vecina
astrocita, ¢ak i u blizini lezije ima formu sa manjim telom i tankim, dugim
nastavcima (Slika 36. K,L) po ¢emu su sli¢niji astrocitima videnim u kontrolnim

presecima.
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Slika 35. Imunohistohemijsko obeleZavanje GFAP proteina nakon ASK i tretmana

razli¢itim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C),
LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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Slika 36. Imunohistohemijsko obeleZavanje GFAP proteina nakon ASK i tretmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci
mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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4.3.2. Uticaj razlicitih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
vimentina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga
pacova

4.3.2.1. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
iRNK za vimentin nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga

Nakon ASK prednjeg mozga pacova ispitana je promena ekspresije
vimentina na nivou iRNK, metodom RT-PCR analize u realnom vremenu.

Dobijeni rezultati su izraZeni kao procenat (%) promene u odnosu na fizioloSku

kontrolu (F).

Ekspresija iRNK za vimentin u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Primena kombinacije ribavirina i vitamina B kod kontrolnih
neoperisanih (FKR), kao i laZzno operisanih Zivotinja (SKR) nije dovela do
znacajne promene na nivou iRNK u odnosu na intaktnu fiziolosku kontrolu (F)

(Slika 37.).
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Slika 37. Ekspresija iRNK za vimentin u desnom korteksu kontrolnih i operisanih
Zivotinja. Koriscena je metoda RT-PCR analize u realnom vremenu. Vrednosti su korigovane
u odnosu na odgovarajuce vrednosti zaf -aktin, a potom normalizovane u odnosu na fiziolosku
kontrolu. Rezultati u stubicima su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM. #p<0,05;
###p<(0,005 vs F; *p<0,051 *p<0,01 vs L za dati dan testiranja.
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Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju iRNK za
vimentin nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

U odnosu na fiziolosku kontrolu nivo ekspresije iRNK za vimentin 14.
dana nakon ASK (Slika 37.) statisticki znacajno je povecan u svim operisanim
grupama i to za: 208% u L (¥#p<0,005), 214% u LK1 (*#p<0,005), 168% u LK2
(##p<0,005), 162% u LK  (¥p<0,05), 201% u LR (¥##p<0,005) i 214% u LKR
(¥##p<0,005).

Tretmani razli¢itim kombinacijama B vitamina smanjuju nivo iRNK za
vimentin u odnosu na L grupu i to za: 20% u LK2 (*p<0,05) i 22% u LK grupi
(*p<0,05). Rezultati dobijeni za LK1 grupu nisu znacajno razlic¢iti u odnosu na L
grupu.

Ekspresija iRNK za vimentin nakon tretmana ribavirinom ili njegovom
kombinacijom sa B vitaminima nije znacajno promenjena u odnosu na rezultate
L grupe (Slika 37.).

4.3.2.2. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
vimentina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga

Uticaj B vitamina i ribavirina na ekspresiju vimentina u kori prednjeg mozga
kontrolnih pacova

Ekspresija vimentina pracena je Western blot metodom i izraZena je u
procentima (%) promene u odnosu na fiziolosku kontrolu (Slika 38.).

Primena kombinacije ribavirina i vitamina kod kontrolnih neoperisanih
(FKR), kao i lazno operisanih zivotinja (SKR) nije dovela do statisticki znacajne

promene ekspresije vimentina u odnosu na fiziolosku kontrolu.

Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju vimentina
nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Imunoblot analiza na uzorcima proteina izolovanih iz DK prednjeg
mozga pacova 14. dana nakon ablacije pokazala je statisticki znacajno povecanje

u ekspresiji vimentina u svim operisanim grupama u odnosu na fizioloSku
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kontrolu (Slika 38.) i to za: 503% L, 327% LK1, 285% LK2, 252% LK, 456% LR i
320% LKR grupa.
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Slika 38. Imunoblot analiza ekspresije vimentina. A: Imunoblot analiza ekspresije
vimentina u DK kod kontrolnih Zivotinja i 14. dana nakon povrede. Vrednosti optickih gustina
traka na imunoblotu korigovane su u odnosu na odgovarajuce opticke gustine za aktin, a potom
iskazane kao procenat (%) promene u odnosu na fiziolosku kontrolu (vrednost 100% ). Rezultati
u stubicima su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SEM. ###p<0,005 vs F; *p<0,05 i
***p<0,005 vs L za dati dan testiranja. B: Prikazan je reprezentativni snimak imunoblota. U
bunarice je naliveno 10ug proteina. Antitelo na vimentin na imunoblotu daje jednu specificnu
traku na oko 58 kDa.

Tretmani razli¢itim kombinacijama B vitamina smanjuju ekspresiju

Vimentin

B-aktin

vimentina u odnosu na L grupu i to: za 33% kod LK1 Zivotinja, za 43% u LK2
(*p<0,05) 1 48% u LK grupi (**p<0,01).

Ekspresija ovog proteina nakon povrede nije promenjena kod grupe
tretirane ribavirinom, dok je kombinacija B vitamina i ribavirina za 36%

smanjila nivo ekspresije u odnosu na L grupu.
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4.3.2.3. Imunohistohemijska detekcija vimentina u kori prednjeg mozga
pacova nakon tretmana razli¢itim kombinacijama B vitamina i
ribavirina

Ekspresija vimentina ispitivana je i imunohistohemijskom metodom.

Imunohistohemijsko obelezavanje vimentina u kori prednjeg mozga
kontrolnih pacova

Fizioloski nivo ekspresije vimentina pracen je na presecima prednjeg
mozga pacova koji nisu prosli nikakvu operacionu proceduru (F). Pokazana je
slaba imunoreaktivnost mozdanog tkiva (Slika 39. A, B) izuzev u zonama uz
ventrikulu gde se intenzivno boje celije radijalne glije (Slika 39. C, strelica). Ovi
rezultati pokazuju da je u adultnom mozgu u fizioloSkim uslovima prisutan
mali broj nezrelih astrocita. Ista slika je dobijena i kod lazno operisanih i
kontrolnih grupa koje su primale kombinaciju ribavirina i B vitamina (SKR i

FKR) (rezultati nisu prikazani).

Slika 39. Imunohistohemijsko obeleZavanje vimentina u kori prednjeg mozga
kontrolnih pacova. Reprezentativni koronalni preseci mozga F (A-C) Zivotinja. Skala 50 um.

Imunohistohemijsko obelezavanje vimentina nakon ablacije senzomotorne
kore prednjeg mozga pacova

Na presecima mozgova 14. dana nakon lezije uocava se snazna
imunoreakcija na vimentin u Sirokom delu kore oko mesta povrede (Slika 40. A-
C). Jaka obojenost astrocita ukazuje na visok sadrzaj vimentina u njima i
potvrduje da pripadaju reaktivnim astrocitima. Ove celije formiraju gustu
mreZu uz ivice lezije, karakteriSu se krupnim telom i ve¢im brojem zadebljalih
nastavaka (Slika 40. C).
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Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina na imunohistohemijsko
obelezavanje vimentina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga

pacova

Kod LK1 Zivotinja smanjen je intenzitet imunobojenja i maniji je sloj kore
uz leziju u kom se javlja imunoreakcija (Slika 40. D, E) u odnosu na L
grupu(Slika 40. A-C). Takode, nakon tretmana B vitaminima, vimentin*
reaktivni astrociti manje su brojni i ne formiraju gustu mrezu (Slika 40. F). Sli¢ni
rezultati dobijeni su i u druge dve grupe nakon postooperativnog tretmana
kombinacijom B vitamina (LK2 i LK). Znacajno je smanjen broja vimentin*
astrocita (Slika 40. I, L). U poredenju sa L grupom imunoreakcija je slabija i

prisutna samo u uskom regionu oko mesta lezije (Slika 40. G, H, J, K).

Uticaj kombinacija B vitamina i ribavirina na imunohistohemijsko
obelezavanje GFAP proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg
mozga pacova

Nakon tretmana ribavirinom (Slika 41. G-I) znac¢ajno se smanjuje broj
vimentin* astrocita aktiviranih povredom senzomotorne kore (Slika 41. A-C). U
poredenju sa L grupom imunoreakcija je slabija i prisutna samo uz ivicu lezije
(Slika 41. G). Vecina astrocita, ¢ak i u blizini lezije ima miruju¢u formu sa malim
telom i tankim, dugim nastavcima (Slika 41. H, I). Rezultati imunobojenja
vimentina kod LKR grupe (Slika 41. J-L) sli¢ni su onima videnim kod LK
zivotinja (Slika 41. D-F). Smanjen je intenzitet imunoreakcije i broj obojenih

astrocita, ali ne u istoj meri kao nakon tretmana samo ribavirinom.
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Slika 40. Imunohistohemijsko obeleZavanje vimentina nakon ASK i tretmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C),
LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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Slika 41. Imunohistohemijsko obeleZavanje vimentina nakon ASK i tretmana
razli¢itim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci
mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-1) i LKR (J-L) Zivotinja. Skala 50 um.
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4.3.3. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
S100B nakon nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga
pacova

S100B je protein koji vezuje kalcijum i produkuju ga vedinom astrociti.
Pokazano je da se njegova koncentracija znacajno povecava nakon traumatske
povrede mozdanog tkiva. Takode, poznato je da pored ostalog on ima ulogu i u
modifikaciji citoskeleta, proliferaciji, diferencijaciji i migraciji astrocita, kao i u
regulaciji njihove morfologije (Rothermundt i sar., 2003, Brozzi et al., 2009).
Stoga je bilo interesantno da se ustanovi Sta se deSava sa ekspresijom S100B

proteina u astrocitima kod Zivotinja tretiranih B vitaminima i ribavirinom.

Ekspresija S100B i GFAP u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

U fizioloskim uslovima na kontrolnim presecima S100B pozitivna
imunoreakcija uocava se na celijskom telu, a u manjoj meri je prisutna i na
citoplazmati¢nim nastavcima astrocita (Slika 42. A, C). Za razliku od S100B,
intenzivna GFAP imunoreakcija se uocava kako u telu, tako i u nastavcima
astrocita (Slika 42. B, C). Tretman kombinacijom svih pet B vitamina i ribavirina
kod intaktne grupe (FKR), kao i kod sham Zzivotinja (SKR) ne menja obrazac

ekspresije posmatrana dva markera astrocita (Slika 42. D-I).
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A S100B

Slika 42. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje S100B ( ) i GFAP (crveno)
proteina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova. Reprezentativni koronalni preseci F
(A-C), FKR (D-F) i SKR (G-I) Zivotinja. Skala 50 um.

Imunofluorescentno obelezavanje S100B i GFAP nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Nakon ablacije mozdanog tkiva, kod L grupe zapaZa se pojacana
ekspresija i GFAP i S100B proteina (Slika 43. A-C), i njihova kolokalizacija u
hipertrofiranom telu i u zadebljalim krad¢im nastavcima reaktivnih astrocita

(Slika 43. A-C, insert).

Uticaj kombinacija B vitamina i ribavirina na imunofluorescentno
obelezavanje S100B i GFAP nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg
mozga pacova

Kod Zivotinja koje su tretirane koktelom svih pet B vitaminima - LK
(Slika 43. D-F), ribavirinom -LR (Slika 43. G-I) ili njihovom kombinacijom - LKR
(Slika 43. J-L) kolokalizacija dva ispitivana proteina sli¢na je slici videnoj kod
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kontrolne grupe Zzivotinja (Slika 42.). Sva tri tretmana dovode do znacajnog
smanjenja broja reaktivnih astrocita i menjaju njihovu morfologiju ka mirujucoj

formi astrocita i to sa sledeé¢om efikasnoséu LKR >> LR > LK.

S100B STO00B+GFAP "
iy (T

Slika 43. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje S100B ( ) i GFAP (crveno)
proteina u kori prednjeg mozga pacova 14.dana nakon ASK. Reprezentativni koronalni
preseci L (A-C), LK (D-F), LR (J-L) i LKR (G-I) Zivotinja. Skala 50 um.
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4.3.4. Uticaj kombinacije B vitamina na ekspresiju NG2 nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

NG2 glikoprotein pripada porodici hondroitin sulfatnih proteoglikana.
U toku razvi¢a mozga sintetiSu ga i luce oligodendrocitne prekursorske celije
(OPC). Nakon povrede mozga njegova ekspresija je povecana u glijskom oZiljku
gde ga, pored OPC, oslobadaju i celije glije i makrofagi. U prethodnim
istrazivanjima pokazali smo da tretman kombinacijom svih pet B vitamina (LK)
u vedini slucajeva ima najjace dejstvo te ¢emo u daljim eksperimentima pratiti

efekat ovog koktela B vitamina na procese oporavka nakon ASK.

Slika 44. Imunofluorescentno obeleZavanje NG2 u kori prednjeg mozga kontrolnih
pacova i 14. dana nakon ASK. Reprezentativni koronalni preseci F (A), FKR (B), SKR (C), L
(D-F) i LK (G-I) Zivotinja. Skala 50 um.

Ekspresija NG2 u kori prednjeg mozga kontrolnih i operisanih pacova

Kod svih kontrolnih Zivotinja u kori prednjeg mozga uocavaju se NG2
pozitivne celije karakteristicne multipolarne morfologije (Slika 44. A-C), sa

brojnim veoma razgranatim nastavcima koji su sferi¢no orjentisani (Slika 44. A,
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insert). Cetrnaestog dana nakon povrede intenzivna NG2 imunoreaktivnost
uocava se u Sirokoj zoni oko mesta povrede (Slika 44. D, E). Na vecem
uveli¢anju (Slika 44. F) primetno je povecanje broja ovih ¢elija kao i promena
morfologije u odnosu na kontrolne grupe. Dolazi do hipertrofije tela i smanjuje
se razgranatost nastavaka (Slika 44. F, insert). Kod Zivotinja tretiranih
kombinacijom svih 5 vitamina ne uocavaju se NG2 reaktivne celije, ve¢ se oko
mesta lezije primecuje slabo povecanje ekspresije slobodnog hondroitin

sulfatnog proteoglikana NG2 (Slika 44.G-I).

Ekspresija NG2 i GFAP u kori prednjeg mozga kontrolnih i operisanih
pacova

Poznato je da reaktivni astrociti (jedan deo ovih ¢elija na mestu povrede
moze nastati od NG2 ¢elija) nakon povrede luce NG2 hondroitin sulfatni
proteoglikan. Da bi smo to potvrdili dvojnim imunofluorescentnim bojenjem
pratili smo kolokalizaciju antitela na NG2 i GFAP. Kod kontrolne intaktne
grupe (Slika 44-1. A-C) i zivotinja koje su nakon ASK primale kombinaciju svih
pet B vitamina (Slika 44-1. P-S) nismo uocili kolokalizaciju ispitivanih markera.
Medutim, kod operisanih L Zivotinja u delu kore oko mesta povrede mogu se
uociti sporadicne celije (Slika 44-1. D-E, vrh strelice) kod kojih je utvrdena
koekspresija NG2 i GFAP proteina (Slika 44-1. J-O, vrh strelice). MozZe se
primetiti da se NG2 imunoreaktivnhost u vidu “oblaka” uocava oko tela

reaktivnih GFAP* astrocita (Slika 44-1. M, O, vrh strelice).

Ekspresija NG2 i vimentina u kori prednjeg mozga kontrolnih i operisanih
pacova

Kod kontrolne intaktne grupe (Slika 45. A-C) mala je ekspresija
vimentina u kori (Slika 45. B) i nismo uo¢ili kolokalizaciju ispitivanih markera.
Medutim, kod operisanih L Zivotinja, kao i kod kolokalizacije sa GFAP, u delu
kore oko mesta povrede mogu se uociti sporadi¢ne celije (Slika 45. D-I, vrh

strelice) kod kojih je utvrdena koekspresija NG2 i vimentina. Kod zivotinja koje
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su nakon ASK primale kombinaciju svih pet B vitamina, kao i kod kontrolnih,

nismo uocili kolokalizaciju ispitivanih markera (nije prikazano).

Slika 44-1. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje NG2 (zeleno) i GFAP (crveno) u
kori prednjeg mozga kontrolnih pacova i 14. dana nakon ASK. Reprezentativni koronalni
preseci F (A-C), L (D-O) i LK (P-S) Zivotinja. Skala 10 um na slikama A-C, G-I, J-L. Na
ostalim slikama 50 um.
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Slika 45. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje NG2 (zeleno) i vimentina (crveno)
u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova i 14. dana nakon ASK. Reprezentativni
koronalni preseci F (A-C), L (D-1). Skala 10 um.
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4.4. EKSPRESIJA KOMPONENTI VANCELIJSKOG MATRIKSA
(ECM) NAKON POVREDE SENZOMOTORNE KORE

4.4.1. 4S i 6S Hondroitin sulfatni proteoglikani

Hondroitin sulfatni proteoglikani (CSPG) su izgradeni od sredis$njeg
proteinskog dela za koji su kovalentno vezani sulfatisani glikozaminoglikanski
lanci (GAG). Ekspresija CSPG proteina kao i sinteza i sulfatacija vezanih GAG
lanaca su znac¢ajno povecani nakon povrede CNS.

U cilju ispitivanja odgovora mozga na ablaciju senzomotorne kore
ispitivali smo promene dve grupe CSPG (4S i 6S), za koje je poznato da su

komponente i ECM i membrana nervnih i glijskih celija.

4.4.1.1. Imunohistohemija 4S CSPG

Promene su pracene kod tri eksperimentalne grupe Zivotinja: intaktne
zivotinje (F) i Zivotinje kojima je izvrSena ablacija senzomotorne kore, a
zrtvovane su 7. (L7) ili 14. dana (L14) nakon povrede.

Kod kontrolnih zivotinja (F) konstatuje se nizak nivo ekspresije CS5-4 u
celoj kori mozga (Slika 46. A, D). Veca ekspresija je uocena jedino u
subkortikalnoj beloj masi (Slika 46. A; bm).

Jednostrana ASK dovodi do pojacane ekspresije CS-4 u 7. danu posle
povrede (slika 46. B, E) koja se u manjoj meri zadrZzava i u 14. danu (slika 46. C,
F). Imunobojenje je izraZenije oko mesta lezije u 7. danu i ispoljava se u zrnastoj
formi na povrsini celija (slika 46. E, strelice). U 14. danu imunobojenje je vise
zastupljeno u ECM (slika 46. F, strelica) mozga. U okolini lezije u oba
posmatrana dana obelezavanje sa CS-4 se wuofava na zvezdolikim,
najverovatnije glijskim celijama (Slika 46. E, F; crne glave strelica) i okruglim

tamno obojenim celijama unutar lezije, verovatno limfocitima (Slika 46.).

4.4.1.2. Imunocitohemija 6S CSPG
Imunohistohemijsko bojenje 3B3 antitelom specifi¢cnim za CS-6 pokazuje

slabu ekspresiju ovog proteina u intakthnom mozgu (Slika 46. G, J). Najvedi deo
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tackastog bojenja nalazi se izmedu snopova aksona koji su usmereni ka pialnoj
povrsini (Slika 46. J; strelica). Povreda senzomotorne kore znacajno pojacava
CS-6 imunobojenje u 7. danu posle lezije (Slika 46. H), a narocito u 14. danu
(Slika 46. I). U 7. i 14. danu nakon povrede CS-6 imunoreaktivnost detektuje se
na povrsini Celijskih tela neurona u vidu otvorenih krugova (Slika 46. K, L
strelice). Pored toga, i na ovim presecima vidljive su brojne dobro obojene CS-6
pozitivne zvezdolike Celije (Slika 46. K, L; crni vrh strelice), kao i okrugle celije

(limfociti i makrofagi?) (Slika 46. K, L).
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Slika 46. Imunohistohemijsko obeleZavanje CS-4 i CS-6 proteoglikana. Ekspresija 45
PG kod intaktnih kontrolnih Zivotinja (A, D), operisanih Zivotinjau 7. (B, E) i 14. danu (C, F).
Uwvelicanje: A, B, C -10x; D, E, F -20x. Ekspresija 6S PG kod intaktnih kontrolnih Zivotinja (A,
D), operisanih Zivotinja 7. (B, E) i 14. danu (C, F). Uvelicanje: G, H, I -10x; ], K, L- 20x.

124



4.4.2. Uticaj B vitamina na ekspresiju proteoglikana fosfakana nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

4.4.2.1. Uticaj B vitamina na ekspresiju iRNK za fosfakan nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga

Koristili smo RT-PCR analizu da bi uporedili nivo iRNK u tkivu oko
mesta povrede u 14. danu posle ablacije sa onim u tkivu izolovanom iz

nepovredene kore mozga.

Ekspresija iRNK za fosfakan u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Primena kombinacije ribavirina i svih pet B vitamina kod kontrolnih
neoperisanih (FKR), kao i laZzno operisanih Zivotinja (SKR) nije dovela do

znacajne promene na nivou iRNK u odnosu na intaktnu kontrolu (F) (Slika 47.).

Uticaj B vitamina na ekspresiju iRNK za fosfakan nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Ekspresija ovog transkripta 14. dana nakon ASK je smanjena, ali ne
statisticki znacajno u odnosu na kontrolni nivo. Medutim, pod uticajem
tretmana koktelom svih pet B vitamina nivo iRNK za fosfakan znacajno je
smanjen kod LK grupe (za 36%, #p<0,05) u odnosu na kontrolnu vrednost.
Uprkos ovakvom efektu B vitamina nema statisticki znacajne razlike u

ekspresiji iRNK u odnosu na L grupu (Slika 47.).
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Slika 47. Ekspresija iRNK za fosfakan u desnoj kori kontrolnih i operisanih Zivotinja.
Koriséena je metoda RT-PCR analize u realnom vremenu. Vrednosti korigovane u odnosu na
odgovarajuce vrednosti zaf -aktin, a potom normalizovane u odnosu na fiziolosku kontrolu.
Rezultati u stubi¢ima su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM; #p<0,05 vs F.

4.4.22. Uticaj B vitamina na ekspresiju fosfakana nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Ekspresija fosfakana u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Ekspresiju fosfakana pratili smo i imunofluorescentnim obeleZavanjem
koronalnih preseka mozga. Kod intaktnih kontrolnih Zivotinja F na malom
uveli¢anju uocava se slaba imuna reakcija na fosfakan u kori (Slika 48. A)
nasuprot intenzivnom bojenju koje je primeceno u hipokampusu (Slika 48. D).
Rezultati dobijeni na vecdem uvelicanju ukazuju da je u kori fosfakan
lokalizovan u vancelijskom prostoru (Slika 48. E) i da formira tackastu mrezu
oko tela celija (Slika 48. F, strelice). Kod FKR i SKR Zivotinja dobijeni rezultati
na malom (Slika 48. B i C) i velikom uveli¢anju (Slika 48. insert B, insert C)
odgovaraju onima koji su videni kod F grupe.

Kolokalizacija fosfakana sa GFAP-om kod F grupe pokazuje da se neki
nastavci astrocita poklapaju sa imunofluorescencijom za fosfakan (Slika 49 .D,

G, J, strelica).
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Slika 48. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje fosfakana ( ) i markera jedara
¢elija (DAPI, plavo) u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih Zivotinja. Reprezentationi
koronalni preseci mozgova F (A, D, E, F), FKR (B) i SKR (C) Zivotinja. Insert na B i C su 40x
uvelicanja. Uokvireni deo na E prikazan na F. Skala 50 um.

Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na ekspresiju
fosfakana

Ablacija senzomotorne kore povecava ekspresiju proteoglikana
fosfakana u Sirokoj zoni oko mesta lezije (Slika 49. B). Imunoreaktivnost za
fosfakan uglavnom se javlja u vidu tackaste, guste mreze u ECM (Slika 49. E),
dok je kod kontrolnih Zivotinja prisutna oko tela ¢elija (Slika 49. D, vrh strelice).
Dvojno bojenje sa GFAP-om pokazuje kolokalizaciju fosfakana sa mrezom

astrocitnih nastavaka (Slika 49. E, H, K, strelica).

Uticaj B vitamina na ekspresiju fosfakana nakon ablacije senzomotorne kore
prednjeg mozga pacova

Kod Zivotinja koje su nakon povrede tretirane koktelom svih pet B vitamina
(LK) pojac¢ano imunofluorescentno bojenje je ograni¢eno samo na uski prostor
uz samu ivicu lezije i to uglavnom u lateralnim delovima oko mesta povrede
(Slika 49.C), dok je u ostalim delovima kore intenzitet imunobojenja sli¢an

kontrolnim presecima (Slika 49. A). Na vec¢em uveli¢anju uocava se da je
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Slika 49. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje fosfakana ( ) i GFAP (crveno)
nakon ASK i tretmana kombinacijom svih pet B vitamina. Reprezentativni koronalni
preseci mozgova F (A, D, G, ]), L (B, E, H, K) i LK (C, F, I, L) Zivotinja. Skala 50 um.

fosfakan lokalizovan u vancelijskom prostoru i da formira tackastu
mreZu oko tela celija (Slika 49. F, vrh strelice).

Dvojno bojenje sa GFAP-om ne pokazuje kolokalizaciju proteoglikana

fosfakana sa astrocitima (Slika . F, I, L).
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4.4.3. Uticaj B vitamina na ekspresiju proteoglikana neurokana nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

4.4.3.1. Uticaj B vitamina na ekspresiju iRNK za neurokan nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga

Nivo ekspresije iRNK za neurokan u kori prednjeg mozga kontrolnih i

operisanih pacova je pracen metodom RT-PCR analize.

Ekspresija iRNK za neurokan u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Tretman kombinacijom ribavirina i svih pet B vitamina kod kontrolnih
neoperisanih Zivotinja (FKR) nije doveo do promene ekspresije iRNK za
neurokan u odnosu na fiziolosku kontrolu (F) (Slika 50.). Medutim, kod lazno
operisanih Zivotinja (SKR) za 47% je povecan (#p<0,05) nivo iRNK za neurokan

u odnosu na F grupu (Slika 50.).

Uticaj kombinacije B vitamina na ekspresiju iRNK za neurokan nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

U odnosu na fizioloski nivo kod obe operisane grupe detektovano je
znacajno povecanje ekspresije iRNK za neurokan i to kod: L (za 35%, #p<0,05) i
LK (za 84%, ##p<0,005). Primenjeni tretman B vitaminima nakon ASK
poveceva ekspresiju iRNK u odnosu na L grupu, ali to povecanje nije bilo

statisticki znacajno (Slika 50.).
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Slika 50. Ekspresija iRNK za neurokan u desnoj kori kontrolnih i operisanih Zivotinja.
Koriscena je metoda RT-PCR analize u realnom vremenu. Vrednosti su korigovane u odnosu na
odgovarajuce vrednosti z@ -aktin, a potom iskazane kao procenat promene u odnosu na
fiziolosku kontrolu F. Rezultati u stubi¢ima su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM;
#p<0,05; ###p<0,005; vs F.

4.4.32. Uticaj B vitamina na ekspresiju neurokana nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Ekspresija ovog CSPG pracena je imunofluorescentnim obeleZavanjem

koronalnih preseka kontrolnih i operisanih Zivotinja.

Ekspresija neurokana u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Kod kontrolnih F, FKR i SKR Zivotinja uoc¢ava se ujednacen intenzitet
imunobojenja na neurokan kroz koru mozga (Slika 50-1. A-C). Na vecem
uveli¢anju primetno je sporadi¢no tackasto bojenje oko tela celija (vrh strelica,
Slika 50-1. D-F). Kod intaktne kontrole dvojno bojenje sa GFAP-om nije
pokazalo preklapanje imunoreakcije (Slika 51. D, G, J).
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Slika 50-1. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje neurokana (zeleno) i markera
jedara Celija (DAPI, plavo) u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih Zivotinja.
Reprezentationi koronalni preseci mozgova F (A, D), FKR (B, E) i SKR (C, F) Zivotinja. Skala
50 um.
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Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na ekspresiju
neurokana

Nakon ablacije senzomotorne kore javlja se pojacano imunobojenje na
neurokan u Sirokom pojasu oko mesta povrede (Slika 51. B). Imunoreakcija je
prisutna u ECM u vidu bogato razgranate mreze (Slika 51. E) . Dvojno bojenje
sa GFAP-om pokazuje da je neurokan uglavnom prisutan u ECM oko astrocita,
a da samo sporadi¢no postoji kolokalizacija ovog proteoglikana sa astrocitima

(Slika 51. E, H, K; vrh strelice), $to se posebno dobro vidi na veéem uveli¢anju

(Slika 51. M-O).

Uticaj kombinacije B vitamina na ekspresiju neurokana nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Kod Zivotinja koje su nakon povrede tretirane koktelom svih pet B
vitamina (LK) pojac¢ano imunofluorescentno bojenje za neurokan ograniceno je
samo na uski prostor oko lezije (Slika 51. C), dok je u ostalim delovima kore
intenzitet imunobojenja slican kontrolnim presecima (Slika 51. A). Na vedem
uvelicanju uocava se da je neurokan lokalizovan u vancelijskom prostoru i da
formira tackastu mrezu oko tela ¢elija (Slika 51. F). Dvojno bojenje sa GFAP-om

pokazuje da je neurokan prisutan u ECM-u oko tela astrocita (Slika 51. L).
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Slika 51. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje neurokana (zeleno) i GFAP
(crveno) nakon ASK i tretmana kombinacijom svih pet B vitamina. Reprezentativni
koronalni preseci mozgova F (A, D, G, ]J), L (B, E, H, K) i LK (C, F, I, L, M-O) Zivotinja. Skala
50 um.
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4.4.4. Uticaj B vitamina na ekspresiju proteoglikana brevikana nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

4.4.4.1. Uticaj B vitamina na ekspresiju iRNK za brevikan nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga

Nivo ekspresije iRNK za brevikan u kori prednjeg mozga kontrolnih i

operisanih pacova je pracen metodom RT-PCR.

Ekspresija iRNK za brevikan u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Primena kombinacije ribavirina i svih pet B vitamina kod kontrolnih
grupa FKR i SKR nije dovela do promene na nivou iRNK u odnosu na intaktnu

fiziolosku kontrolu F (Slika 52.).
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Slika 52. Promene u ekspresiji iRNK za brevikan u desnoj kori kontrolnih i operisanih
Zivotinja. Koriscena je metoda RT-PCR analize u realnom vremenu. Vrednosti su korigovane
u odnosu na odgovarajuce vrednosti fh -aktin, a potom iskazane kao procenat promene u
odnosu na fiziolosku kontrolu. Rezultati u stubi¢ima su predstavljeni kao srednje vrednosti +
SEM.

Uticaj B vitamina na ekspresiju iRNK za brevikan nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Lezija senzomotorne kore ne menja znacajno ekspresiju iRNK za
brevikan u odnosu na kontrolni nivo (Slika 53.). Primenjeni tretman

kombinacije svih pet B vitamina (LK) posle ASK takode ne uti¢u na promenu
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nivoa ekspresije ispitivane iRNK u odnosu na kontrolne grupe, kao ni u

poredenju sa L grupom (Slika 52).

44.42. Uticaj B vitamina na ekspresiju brevikana nakon ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

Brevikan luce astrociti i neuroni. To je protein od 145 kD za koji su
kovalentno vezana do tri hondroitin sulfatna lanca. Izoforma 1 je sekretovana u
ECM, dok je izoforma 2 vezana za membranu. Antitelo koje je koris¢eno u ovoj

tezi prepoznaje izoformu 1.

Ekspresija brevikana u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

U svim kontrolnim grupama (F, FKR i SKR) primetna je ujednacena i slaba
imunoreakcija na brevikan (Slika 53. A-C). Kod intaktne kontrole dvojno bojenje

sa GFAP-om pokazalo je da nema preklapanja imunoreakcije (Slika 54. D, G, ).

Slika 53. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje brevikana ( ) i markera
jedara ¢éelija (DAPI, plavo) u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih Zivotinja.
Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A), FKR (B) i SKR (C) Zivotinja. Skala 50 um.

Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na ekspresiju
brevikana

Nakon ablacije senzomotorne kore primecuje se intenzivna
imunoreakcija na brevikan u Sirokom pojasu oko mesta povrede (Slika 54. B).
Nasuprot mreZastoj formi imunoreakcije koja se javlja kod dva prethodno
ispitana proteoglikana, bojenje za brevikan je u vidu zrnastih loptastih
nakupina (Slika 54. E). Dvojno bojenje sa GFAP-om pokazuje da je brevikan

prisutan u ECM-u oko ¢elija, ali i
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Slika 54. Dvojno imunofluorescentno obeleZavanje brevikana ( ) i GFAP (crveno)
nakon ASK i tretmana kombinacijom svih pet B vitamina. Reprezentativni koronalni
preseci mozgova F (A, D, G, ]), L (B, E, H, K) i LK (C F, I, L, M-O) Zivotinja. Skala 50 um.

da dolazi do kolokalizacije ovog proteoglikana sa astrocitima (vrh strelice, Slika

54.F, H, K).

Uticaj B vitamina na ekspresiju brevikana nakon ablacije senzomotorne kore
prednjeg mozga pacova

Kod zivotinja koje su nakon povrede tretirane kombinacijom svih pet B
vitamina (LK) imunofluorescentno bojenje za brevikan redukovano je na uski

pojas uz samu ivicu lezije (Slika 54. C), dok je u ostalim delovima kore intenzitet
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imunobojenja sli¢an kontrolnim presecima (Slika 54. A ). Na vecem uveli¢anju
uocava se da je brevikan lokalizovan u vancelijskom prostoru i da formira
tackastu mrezu oko tela celija (Slika 54. F). Brevikan u ovoj ispitanoj grupi ne
pokazuje kolokalizaciju sa astrocitima (Slika 54. F, I, L) ve¢ je lokalizovan u

ECM-u.
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5. DISKUSIJA
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Traumatska povreda mozga (TPM) vodeci je uzrok smrti i invaliditeta
kod mladih odraslih osoba u razvijenim zemljama, i to je razlog za njeno
intenzivno izucavanje. lako su uradena opsirna predklinicka istraZivanja na
zivotinjama, sa nadom da ¢e to omoguciti razvijanje efikasnih tretmana za TPM,
ni jedan terapeutski tretman nije uspesno sproveden u svakodnevnu klini¢ku
praksu.

Primarna povreda predstavlja mehani¢ka o$tecenja nervnih puteva koja
su nepovratna i to je pocetni dogadaj. Medutim, mnoge komplikacije koje se
javljaju kod TPM proizilaze iz sekundarne povrede - kaskade dogadaja koji se
nastavljaju na primarnu povredu i dovode do mnogo veceg oStecenja
mozdanog tkiva nego $to je prvobitno izazvano. Vecina tretmana koji se koriste
u oporavku nakon TPM za metu imaju upravo ove sekundarne promene, ali su
uglavnom usredsredene na lecenje pojedina¢nih dogadaja kao Sto su ishemija,
hematom, otok, neuroinflamacija, astroglioza, stvaranje slobodnih radikala ili
ekscitotoksicna celijska smrt neurona (Raghupathi, 2004). UspeSan tretman u
borbi protiv TPM, koji bi delovao na viSe sekundarnih procesa, danas se
pokusava pronac¢i kombinacijom razli¢itih terapijskih tretmana. Jedan od
zadataka ove teze je bio da utvrdimo da li razli¢ito kombinovanje vise B
vitamina, kao i B vitamina i ribavirina, deluje drugacije na oporavak nakon
ablacije senzomotorne kore, nego 5to je to slucaj sa pojedinacnim tretmanima.

Eksperimentalni modeli su od sustinskog znacaja za dalje razjasnjenje
veoma sloZene patologije TPM i za pocetna (rana) testiranja potencijalnih
neuroprotektivnih jedinjenja. Izmedu ostalih u upotrebi su i Zivotinjski modeli
TPM (pogledati revijski rad O'Connor i sar., 2011). Na Zalost, idealan zivotinjski
model ne postoji. Ni jedan model TPM ne pokazuje ¢itav spektar patoloskih
promena. Ovo ogranicenje proistic¢e iz ¢injenice da vecina modela oponasa ili
fokalno ili difuzno oste¢enje mozga (Buki i sar., 2009), dok je klinicka stvarnost
da svaki pacijent ima individualni oblik TPM koji se odlikuje razlic¢itim

kombinacijama fokalne i difuzne povrede tkiva. Budud¢i da jedan model ne
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moze da obuhvati ¢itav spektar dogadaja koji mogu nastati u TPM, dizajn i
izbor specificnog modela predstavlja veliki izazov za istrazivace.

U ovoj tezi, kao eksperimentalni model koriséen je model ablacije
senzomotorne kore prednjeg mozga pacova. Ovaj tip lezije ima nekoliko
prednosti u odnosu na druge TPM modele (Goldstein, 2003): (1) lezija je lako
ponovljiva - reproducibilna (Goldstein 1993); (2) lezija nastaje kao rezultat
uklanjanja mozdanog tkiva pa su patoloska stanja kao $to su upalne reakcije i
glioza redukovane (Pearlson i Robinson, 1981; Szele i sar., 1995); (3) veli¢ina
lezije i propratne promene ponaSanja su najvece na pocetku; (4) patoloski
procesi vezani za sekundarnu povredu su smanjeni na minimum u odnosu na
druge tipove povreda npr. ishemije (Pulsinelli i sar., 1982).

Traumatske povrede mozga mogu dovesti do senzornih, motornih i
kognitivnih poremecaja, kako kod ljudi, tako i u zivotinjskim modelima TPM
(Narajan i sar., 2002; Saatman i sar., 2008). Jedan od vazZnih ciljeva
eksperimentalnih istrazivanja TPM je da se povezu delijski mehanizmi koji
dovode do post-traumatske disfunkcije i smrti celija sa uocenim deficitima u
ponasanju. Medutim, razlike u sloZenosti anatomskih puteva koji su u vezi sa
kognitivnim i motornim funkcijama, otezavaju korelaciju zapaZene promene
ponasanja kod ljudi sa onima ostvarenim u manjim Zivotinjama. Dakle,
potrebno je da se izaberu testovi ponasanja koji su relativno lako izvodljivi u
laboratoriji, ponovljivi i koji se lako tumace (revijski rad Fujimoto i sar., 2004), a
njihovi rezultati mogu da doprinesu razumevanju tih procesa kod ljudi.

Vestibulomotorni testovi su dizajnirani da rasvetle finu motornu
koordinaciju i idealni su za merenje funkcionalnog oporavka u
eksperimentalnim modelima TBI. Oni oponaSaju svakodnevne aktivnosti
pacijenata, kao $to su ravnoteza, koordinacija i hodanje. Povreda senzomotorne
kore dovodi do poremecaja motorike i problema u prednjim i zadnjim
ekstremitetima. Jedan od najcesc¢e koris¢enih testova ponasanja koji se koriste
kod poremecaja motorike zadnjih ekstremiteta je test prelaska preko grede

(BW)(Feeney i sar., 1982; Goldstein i Davis, 1990; Goldstein, 1993). To je test koji
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smo Koristili i u ovoj tezi. Podrazumeva odredivanje broja omasaja (nepravilnog
postavljanja Sapice na gredu) zadnjeg ekstremiteta (kontralateralnog u odnosu
na mesto TPM) i ocenjivanje prelaska Zivotinja preko grede (Feeney i sar., 1982;
Goldstein i Davis, 1990; Goldstein, 1993; Soblosky i sar., 1996; Baskin i sar., 2003;
Brkié i sar., 2012). BW test je bio prvi test koriSéen u eksperimentima TPM kod
glodara (Dixon i sar., 1987), osetljiv je na tezinu povrede i farmakoloske
manipulacije kod razli¢itih modela TPM. Pokazao se posebno koristan u
testiranju efekata lekova na oporavak ljudi posle moZdanog udara (Goldstein,

2000).
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5.1. UTICAJ] RAZLICITIH KOMBINACIJA B VITAMINA I RIBAVIRINA
NA OPORAVAK LOKOMOTORNE FUNKCIJE NAKON POVREDE
PREDNJEG MOZGA PACOVA

Fokalna jednostrana lezija senzomotorne kore obi¢no ne prouzrokuje
znacajna smanjenja lokomocije zadnjih ekstremiteta pri hodu na ravnoj povrsini
(Gentile i sar., 1978). Medutim, promene u hodu postaju ocigledne kada
zivotinje moraju da predu usku gredu (Gentile i sar.,, 1978). Merenje
sposobnosti pacova da prelaze usku gredu se pokazalo kao posebno koristan
test za utvrdivanje oporavka koordinacije lokomotorne aktivnosti zadnjeg
ekstremiteta (BW test). Ponovljena merenja ovakvog ponasanja tokom vremena
obezbeduju jednostavan nac¢in za kvantifikaciju stepena lokomotornog
oporavka i predstavljaju pogodan test za ispitivanje mogucih strategija lecenja.
Da bi se sto preciznije odredio uticaj povrede mozga i primenjenih tretmana na
oporavak motornih funkcija rezultati testiranja su prikazani na dva nacina: kao
ukupna ocena prelaska i kao procenat omasaja zadnjeg kontralateralnog
ekstremiteta tokom prelaska preko grede. Analiza dobijenih rezultata pokazuje
da procenat omasaja bolje odraZzava fine promene u koordinaciji lokomocije
nego ukupna ocena, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Stanley i sar.,
2005).

Zastupljenost zadnjih ekstremiteta u kori pacova je lokalizovana na
medijalnom delu temene kore (Hall i Lindholm, 1974). U nasoj studiji ovaj deo
kore bio je wuklonjen metodom usisne ablacije. Jednostrano oStecenje
senzomotorne kore (SMK) je koristan eksperimentalni model za istraZivanje
¢elijskih mehanizama koji su u osnovi sinapti¢kih rearanzmana nakon TPM.
Prethodne studije pokazuju da jednostrano ostec¢enje delova SMK odgovornih
za lokomociju zadnjih ekstremiteta dovodi do deficita u koriS¢enju
kontralateralnog ekstremiteta (Schallert i sar., 2000).

Poznato je da lokomotorni deficiti, koji prate mozdanu traumu u
humanoj populaciji, predstavljaju jedan od najve¢ih problema, ne samo

zdravstvenih ve¢ i socioekonomskih. Jedan od zadataka ove doktorske teze je
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bio da se utvrdi da li ribavirin i B vitamini mogu doprineti oporavku

lokomotornih funkcija nakon TPM.

5.1.1. Motorna koordinacija kod kontrolnih grupa Zivotinja

Intaktne Zzivotinje koje nisu prosle ni operaciju ni tretman ispitivanim
supstancama (FK grupa) su u svim posmatranim vremenima imale sli¢ne
rezultate koji nisu odstupali od onih dobijenih u predtreningu. Sve Zivotinje su
imale mali broj omasaja levog zadnjeg ekstremiteta i postizale su na testu sli¢ne
ocene koje su bile bliske maksimalnim vrednostima.

I kod kontrolnih grupa tretiranih kombinacijom svih pet B vitamina i
ribavirina (FKR, SKR) dobijeni su sli¢ni rezultati. To upucuje na zakljucak da
tretman B vitaminima i ribavirinom ne utiCe na lokomotornu sposobnost
intaktnih i lazno operisanih pacova. Nasi rezultati su u skladu sa literaturnim.
Pokazano je da pojedinac¢na i.p. primena ribavirina samo u velikim dozama (0,5
do 1,5 g/kg) uti¢e na ponasanje (De Sarro i sar., 1990), a da pojedinac¢na i.p.

primena u malim dozama (10, 20 ili 30 mg/kg) ne dovodi do znacajnih

promena bazalnog motornog ponasanja i da nema efekta na motorni odgovor

zdravih, adultnih pacova (Jana¢ i sar., 2005).

5.1.2. Uticaj ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova na
lokomotornu koordinaciju

Delovi senzomotorne kore koji su odgovorni za zadnje ekstremitete
uklonjeni su ablacijom. Ova metoda se cesto koristi u eksperimentima
(Goldstein i Davis, 1990; Goldstein, 1993; Soblosky i sar., 1997, Brki¢ i sar., 2012)
jer omogucava da lako kontroliSemo velic¢inu lezije i poc¢etni motorni deficit u
zadnjim Sapama. Oporavak motornih funkcija pratili smo BW testom (Feeney i
sar., 1982; Goldstein i Davis, 1990; Goldstein, 1993). NajcesSce se koristi sistem
bodovanja koji su razvili Feeney i saradnici (1982). Medutim, u ovoj tezi
koriséena je modifikovana skala (Clifton i sar., 1991; Ohlsson i Johansson, 1995)
koja se pokazala bolja za uocavanje malih, finih promena koje se deSavaju

nakon ASK.
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U 2. danu nakon ablacije senzomotorne kore dolazi do znacajnog pada
lokomotornih funkcija Sto je predstavljeno povecanim brojem omasSaja
kontralateralnog zadnjeg ekstremiteta. U narednim danima kod ove grupe
zivotinja primetno je poboljSanje motorike, ali do kraja posmatranog perioda
(14. dan) konacan skor nije dostigao vrednost ostvarenu pre povrede. Poznato
je da pacovi sa povredama ili ASK pokazuju spontan oporavak lokomotornih
funkcija u narednim nedeljama, sa potpunim oporavkom do 30-tog dana nakon
povrede (Soblosky i sar., 1996, 1997; Hoane i sar., 2006 a, b, 2008; Goffus i sar.,
2010; Brki¢ i sar., 2012; Lavrnja i sar.,, 2013, u Stampi). Medutim, iako su
netretirane operisane Zivotinje u grupi L postigle zavidan stepen oporavka
senzomotorne integracije 14. dana nakon TPM, njihovi rezultati su u
odgovarajué¢im posmatranim vremenima bili znacajno lo$iji u odnosu na
rezultate ostvarene u grupama koje su posle ablacije primale B vitamine,

ribavirin ili njihov koktel.

5.1.3. Efekat B vitamina na lokomotornu koordinaciju nakon ablacije
senzomotorne kore

Izuc¢avanje celijskih i molekularnih mehanizama koji su u osnovi
nastajanja patofizioloskih pojava u traumatskoj povredi mozga i ki¢mene
mozdine, omogucdilo je da se identifikuju potencijalna ciljna mesta za delovanje
supstanci koje bi mogle da imaju terapijski potencijal. Pokazano je da vitamini
iz grupe B daju dobre rezultate u predklini¢ckim bihevioralnim i histoloskim
ispitivanjima na animalnim modelima TPM (Betz i sar., 1994; Hoane i sar., 2003,
2006, 2008; Belenky i sar. 2007; Quigley i sar., 2009). S obzirom na to da tretmani
pojedina¢nim supstancama ne blokiraju sve moguce procese koji se javljaju u
sekundarnoj povredi, istraZivaci su poceli da kombinuju terapije za efikasnije
lecenje. Kombinovani tretmani B2 i B3 vitamina pokazali su dobre efekte kod
MELAS sindroma (eng- mitochondrial encephalomyopathy lactic acidosis and stroke).
Radeni su i eksperimenti u kojima su ispitivane kombinacije viSe razlicitih
jedinjenja i pracena je njihova sposobnost da poboljSaju oporavak nakon TPM
(Hoane i sar., 1997; Scholler i sar., 2004), kao npr. efekat magnezijuma i B2

144



vitamina na oporavak nakon kontuzione povrede kore (CCI) (Barbre i Hoane,
2006).

U ovoj tezi su ispitivani uticaji razli¢itih kombinacija B vitamina: B1 + B6
+ B12 (LK1); B2 + B3 (LK2); B1 + B2 + B3 + B6 + B12 (LK) na oporavak nakon
TPM. Pokazano je da se u 2. danu nakon povrede, kada je najvece smanjenje
lokomotorne koordinacije, uticaj ovih razli¢itih kombinacija bitno razlikuje.
Tako, kombinacija LK1 nema efekta, dok LK2, a naro¢ito LK, statisti¢ki znacajno
smanju broj omasaja prilikom izvodenja BW testa. Ovakav trend se zadrzavaiu
ostalim vremenskim tackama.

Zivotinje tretirane koktelom svih pet B vitamina (LK grupa) imale su
znacajno manji broj omasaja na BW testu u poredenju sa L grupom i postigle su
bolje ocene u svim posmatranim danima. Statisticki znacajno poboljsanje
lokomocije, u odnosu na L grupu, primeceno je i u LK2 grupi gde je tretman
podrazumevao primenu samo B2 (7,5 mg/kg/dan) i B3 vitamina (500
mg/kg/dan).

Nalazi drugih studija potvrduju neke nase rezultate. Tako, pokazano je
da B3 ima neuroprotektivni efekat kod ishemija (Klaidman i sar., 1996; Ayoub i
sar., 1999; Mokudai i sar., 2000; Sakakibara i sar., 2000, 2002; Maynard i sar.,
2001; Ayoub i Maynard, 2002) i TPM (Hoane i sar., 2003, 2006a,b; Belenky i sar.
2007; Quigley i sar., 2009). Primena 500 mg/kg B3 vitamina 15 minuta i 24 sata
nakon CCI poboljSava oporavak, kao i postignute rezultate senzomotornog
testa (eng-bilateral tactile adhesive removal) i radnu memoriju na Morrisovom
vodenom lavirintu (Hoane i sar., 2003). U modelu FPI (eng-fluid percussion
injury) dve aplikacije B3 (u koncentraciji od 50 ili 500 mg/kg) primenjene u
prvih 24 sata nakon lezije dovode do oporavka senzomotornih funkcija, a vec¢a
doza poboljsava i kognitivni oporavak do 35. dana posle povrede (Hoane i sar.,
2006a). Primena B3 vitamina nakon CCI u trajanju od 12 dana u istoj dozi od
500 mg/kg dala je razli¢ite rezultate u zavisnosti od pocetka tretmana.
Primenom u 4. satu nakon povrede dobijeni rezultati na testovima motornog

ponasanja u 14. danu bili su isti kao kod sham kontrolnih Zivotinja. Pocetak
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tretmana u 8. satu nakon CCI omogucuje bolje izvodenje testova u odnosu na
netretirane operisane Zivotinje, ali rezultati ne dostizu nivo lazno operisane
kontrole (Hoane i sar., 2008). Imajué¢i u vidu ove podatke, u nasim
eksperimentima smo zapocinjali sa tretmanom B vitaminima 15 min nakon
zavrsetka operacije. Najbolji rezultati su dobijeni kontinuiranim sedmodnevnim
tretmanom niskom dozom B3 (50 mg/kg), sto znac¢ajno poboljsava lokomotorne
funkcije do 28. dana nakon CCI (Goffus i sar., 2010). Nedavni radovi opisuju
viSestruke mehanizme delovanja vitamina B3 i ukazuju na antioksidativne
aktivnosti na nivou mitohondrija, PARP inhibicije i neuroprotekcije preko
sitruin receptorskog sistema (Chong i Maiese, 2008; Maiese i sar, 2009).

Poznato je da vitamin B2 smanjuje pojavu otoka nakon ishemije mozga
(Betz i sar., 1994). Studija koja je prva ukazala na terapeutski potencijal vitamina
B2 u le¢enju TPM objavljena je 2005 godine. Hoane i saradnici su pokazali da B2
u koncentraciji od 7,5 mg/kg (koju smo i mi koristili) primenjen i.p. 15. minuta i
24. sata nakon CCI smanjuje veli¢inu lezije, umanjuje pojavu edema i
poboljsava motorni oporavak.

Kao sto je vec receno, primetili smo da postoji razlika u savladavanju BW
testa medu samim tretiranim grupama. Tako je u grupi LK1 primena B1, B6 i
B12 vitamina nakon ablacije dovela do poboljSanja motorike, ako se prati
procenat omasaja u razli¢itim vremenima nakon lezije. Medutim, njihov
ukupan skor nije bio bolji od L grupe, a bio je znacajno slabiji u odnosu na LK i
LK2 grupu.

Nedostatak vitamina B6 moZe da dovede do ishemije, pojave otoka,
produkcije slobodnih radikala, neurotoksi¢nosti i kognitivnih oste¢enja (Cabrini
i sar., 1998; Bender, 1999; Cuskelli i sar., 2001; Friso i sar., 2004). Budud¢i da su
ovakvi problemi uoceni i posle povreda mozga, pretpostavka da bi povecanje
koncentracije B6 vitamina nakon TPM moglo da ima neuroprotektivni efekat
potvrdena je delovanjem aktivne forme B6 (piridoksal 5-fosfat) u dozama od
200 do 1200 mg/kg u ishemiji (Hwang i sar., 2007). Nedavno je pokazano da
dve aplikacije B6 vitamina nakon CCI (30 minuta i 24 h), u dozi od 300 ili 600
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mg/kg dovodi do dozno-zavisnog oporavka lokomotornih funkcija (Kuypers i
Hoane, 2010). Uoceno je da dugotrajna primena velikih doza (od 200 mg/kg) B6
izaziva neuropatije (Perry i sar., 2004), pa za razliku od drugih B vitamina
njegova doza mora biti pazljivo odabrana.

Vitamin B12 deluje kao kofaktor metionin sintaze koja metilise
homocistein do metionina, pa manjak ovog vitamina dovodi do povecéanja
ukupnih serumskih koncentracija homocisteina. Vitamin B12 takoder deluje kao
kofaktor metilmalonil-CoA mutaze koja prevodi metilmalonil-CoA u sukcinil-
CoA. B6 i B12 u kombinaciji sa folnom kiselinom poboljSavaju ucenje i
memoriju kod pacova nakon ishemije (Huang i sar., 2007).

Iako pojedina¢na primena B1l, B6 i B12 vitamina poboljSava motorni
odgovor nakon TPM, kombinacija ta tri B vitamina u ovoj tezi nije dovela do
znacajnog poboljSanja motorne koordinacije nakon ASK u odnosu na L
zivotinje.

5.1.4. Efekat ribavirina i kombinovanog tretmana B vitamina i
ribavirina na motornu koordinaciju nakon ablacije senzomotorne kore

U LR grupi u 2. i 3. danu zabeleZen je slican procenat omasaja kao kod L,
Sto je bilo o¢ekivano bududi da je tretman ribavirinom zapocet tek od 3. dana. U
6. danu, pa do kraja posmatranog perioda tretman ribavirinom je znacajno
smanjio procenat omasaja na BW testu u poredenju sa L grupom u
odgovaraju¢em posmatranom vremenu. Takode, LR Zivotinje su ostvarile i
vece ocene u 6. i 8. danu. Treba napomenuti da iako LR Zivotinje u 14. danu
nisu bile znacajno bolje u izvodenju BW testa od onih u L grupi, nisu se
razlikovale od LKR grupe koja je statisticki znatno uspesnija na testu nego L
grupa.

Ribavirin pokazuje umeren afinitet za Al receptore (Franchetti i sar.,
1996). Amfetamin je aktivator dopaminergickog sistema prednjeg mozga i
uzrokuje dozno-zavisne biohemijske efekte, kao i promene ponaSanja pacova
(Sharp i sar., 1987; Seiden i sar., 1993). Predtretman ribavirinom u sve tri doze
(10, 20 ili 30 mg/kg) odlaze pocetak amfetaminom indukovanog
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hiperlokomotornog odgovora, dok primena dve vece doze ribavirina znacajno
smanjuje ovaj odgovor. Ribavirin smanjuje amfetaminom indukovanu
lokomotornu aktivnost preko efekata koje vrsi na centralnu dopaminergicku
neurotransmisiju (Janac i sar., 2005).

Kod Zivotinja koje su primale kombinaciju B vitamina i ribavirina (LKR)
treba imati u vidu da su ove Zivotinje primale dva dana samo koktel svih 5
ispitivanih B vitamina, a tek od 3. dana i ribavirin. Kod ove grupe je takode
primetno znacajno poboljSanje motorike (*p<0,05) u odnosu na L grupu u svim
posmatranim danima, $to je potvrdeno smanjenjem broja omasaja kao i boljim
dobijenim ocenama. Medutim, ako se uporede efekti ova tri tretmana (LK, LR i
LKR) nema statisticki znacajnih razlika, sto ukazuje da kombinacija ribavirina i
svih pet B vitamina nije imala dodatni efekat na oporavak lokomotornih

funkcija kod ASK pacova.

5.2. UTICA] TRETMANA RAZLICITIM KOMBINACIJAMA B
VITAMINA I RIBAVIRINA NA ODGOVOR NEURONA NAKON
POVREDE MOZGA

Citoskelet neurona pokazuje niz sli¢nih promena nakon razli¢itih tipova
povreda mozga i kod mnogih neurodegenerativnih bolesti. Pored toga, povreda
mozga dovodi do propadanja neurona, prekidanja mnogih neuronskih veza i
puteva unutar i izmedu pojedinih regiona mozga, sto u krajnjem sledu rezultira
znacajnim neuroloskim deficitom, koji zavisi od mesta i veli¢ine povrede.
Imajuéi to u vidu, jedan od ciljeva ove disertacije bio je da se
imunohistohemijskom metodom ispita uticaj B vitamina i ribavirina na

promenu ekspresije neuronalnih markera nakon ASK.
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5.2.1. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na izrastanje
i grananje neurita nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga
pacova

5.2.1.1. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
GAP-43 proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

GAP-43 je fosfoprotein bogato zastupljen tokom sinaptogeneze u
konusima rasta i presinaptickim membranama (Benowitz i Perrone-Bizzozero,
1991). Nakon sinaptogeneze smanjuje se njegovo prisustvo u vedini regiona
mozga osim u delovima u kojima se plasti¢nost zadrzava i u adultnom dobu. U
neokorteksu pacova najvisi nivo ekspresije zabeleZen je u prve dve nedelje
posle rodenja, Sto se poklapa sa periodom terminalnog grananja aksona i
formiranjem sinapsi (Jacobson i sar., 1986; Oestreicher i Gispen, 1986; McGuire i
sar., 1988; Meberg i Routtenberg, 1991; Dani i sar., 1991; Holtmaat i sar., 1995).
Zatim se nivo iRNK i proteina znatno smanjuje $to je pokazano u primarnim
senzornim i motornim zonama (Benowitz i sar., 1989). Odredene populacije
neurona nastavljaju da eksprimiraju visok nivo GAP-43 i kod adulta, npr.
limbicki sistem i asocijativne zone (Jacobson i sar., 1986; Oestreicher i Gispen,
1986; McGuire i sar., 1988; Meberg i Routtenberg, 1991; Dani i sar., 1991).

Nasi rezultati imunohistohemijskog bojenja GAP-43 proteina u mozgu
kontrolnih Zivotinja pokazali su zrnasto bojenje u neuropilu ravnomerno
rasporedeno kroz koru $to je u skladu sa prethodno objavljenim rezultatima
(Gispen i sar., 1985; Benowitz i sar., 1989; Mercken i sar., 1992). Medutim,
postoje i drugaciji podaci o distribuciji GAP-43 u adulthom mozgu. Masliah i
saradnici (1991) uocili su imunoreaktivnost u citoplazmi kod 40% piramidnih
neurona kore. Uocene razlike verovatno nastaju zbog primene razlicite
metodologije i upotrebe drugacijih antitela.

Na presecima kontrolnih grupa Zivotinja koje su primale kombinovanu
terapiju B vitamina i ribavirina (FKR i SKR) nisu uocene razlike u ekspresiji
GAP-43 proteina u odnosu na netretiranu kontrolnu grupu na osnovu c¢ega se
mozZe nacelno zakljuciti da primenjeni tretmani ne menjaju ekspresiju GAP-43
kod zivotinja koje nisu pretrpele leziju.
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Do sada objavljeni podaci o sudbini GAP-43 proteina nakon povrede
CNS idu u obe krajnosti. Dok neki autori pokazuju da povreda smanjuje nivo
ekspresije ovog proteina u odnosu na kontrolne vrednosti kod intaktnih
zivotinja (Masliah i sar., 1991; Hulsebosch i sar., 1998; Loncarevié¢-Vasiljkovi¢ i
sar., 2012), u drugim slu¢ajevima uocena je prekomerna ekspresija oko mesta
lezije. Npr, nakon perkusione povrede mozga, tokom pocetne regeneracije,
dolazi do znacajnih modifikacija citoskeleta u oste¢enim aksonima i povecanja
ekspresije GAP-43 (Christman i sar., 1997). Takode, ablacija senzomotorne kore
pojacava ekspresiju ovog proteina oko mesta povrede (Stroemer i sar., 1995;
Benowitz i Routtenberg, 1997, Christman i sar., 1997; Brki¢ i sar., 2012).
Rezultati dobijeni u ovoj tezi ukazuju na pojac¢anu imunoreakciju u delovima
kore oko mesta povrede, kao i veliki broj GAP-43 pozitivnih celija. Neke od
ovih celija su loptasti, zadebljali, intenzivno obojeni (verovatno distrofi¢ni)
neuroni grupisani neposredno uz ivicu lezije. Primecuje se intenzivna
imunoreakcija u citoplazmi neurona, a smanjena je okolocelijska zrnasta forma
bojenja prisutna kod kontrolnih Zivotinja. Pored toga, u delu kore oko mesta
lezije, narocito u beloj masi neposredno ispod povrede, uocavaju se intenzivno
obojene celije sa jasno definisanim nastavcima koje izgledaju kao reaktivni
astrociti. I radovi drugih autora sugerisu da je ekspresija GAP-43 nakon
povrede izrazena kod Cdelija na kojima se odvijaju procesi grananja
karakteristi¢ni za reaktivne astrocite i aktivhu mikrogliju/makrofage (Vitkovic i
sar., 1988; da Cunha i Vitkovic, 1990; Moretto i sar., 1995; Brkic i sar., 2012).
Ishemija povecava ekspresiju GAP-43 u GFAP pozitivnim Milerovim ¢elijama
(Dijk i sar., 2007). U toku razvica i nakon povrede eksprimira se GAP-43 iRNK u
glijskim celijama u beloj masi i to u astrocitima (de la Monte i sar., 1995) i
Svanovim ¢celijama (Benowitz i Routtenberg, 1997).

U literaturi nema podataka o efektu tretmana pojedina¢nim B
vitaminima, ribavirinom ili njihovom kombinacijom na ekspresiju GAP-43
proteina nakon ablacije senzomotorne kore. U ovoj doktorskoj tezi pokazali smo

po prvi put da tretmani B vitaminima i ribavirinom menjaju ekspresiju GAP-43
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nakon ablacije senzomotorne kore. Tako kod LK2 i LR Zivotinja pojacana je
imunoreakcija u kori neposredno oko lezije, pozitivna reakcija u citoplazmi
javlja se samo u nekoliko sporadi¢nih celija, a nije primeceno bojenje glijskih
¢elija. Kod LK1, a naro¢ito kod LK i LKR grupa jos je veca ekspresija pracenog
proteina, imunoreakcija se detektuje u celoj ipsilateralnoj kori kao zrnasto

bojenje neuropila, a zahvata i belu masu.

5.2.1.2. Uticaj razli¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju NF-
H, SMI-31 i neurodegeneraciju nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg
mozga pacova

Traumatske povrede mozga dovode do gubitka brojnih citoskeletnih
proteina, ukljuc¢uju¢i MAP2 (Hicks i sar., 1995, 1997; Posmantur i sar., 1996a;
Folkerts i sar., 1998; Saatman i sar., 1998), a-spektrin (Saatman i sar., 1996;
Posmantur i sar., 1997), NF-L i NF-H (Posmantur i sar., 1994, 1997, 2000;
Saatman i sar., 1998). Povreda uzrokuje povecan ulazak kalcijuma u neurone
koji potom pokrece celu kaskadu dogadaja. [zmedu ostalog, aktivira se kalpain
(Kampfl i sar., 1996; Saatman i sar., 1996; Posmantur i sar., 1997), a
eksperimentalno je pokazano da je upravo aktivacija ove kalcijum zavisne
proteaze glavni razlog propadanja citoskeletnih proteina nakon TPM (revijski
radovi Kampfl i sar., 1997; Saatman i sar., 1998). Povecan unutarcelijski nivo
kalcijuma aktivira i kalcineurin, kalcijum zavisnu fosfatazu koja defosforilise
boc¢ne lance neurofilamenata (Btiki i Povlishock, 2006).

Neurofilamenti su neuron specifi¢ni intermedijarni filamenti gradeni od
NF-L subjedinice za koju su vezane NF-M i NF-H subjedinice (Julien i
Mushynski, 1998). Dva teza NF proteina, narocito NF-H, su izrazito fosforilisani
u aksonu, a slabo u telu i dendritima (Cohen i sar., 1987; Gotow i sar., 1992,
1995). Poremecaji u ovim citoskeletnim proteinima imaju posledice po
strukturu i funkciju neurona.

U ovoj tezi pokazano je da tretman ribavirinom i B vitaminima ne menja
obrazac ekspresije NF-H kod kontrolnih Zivotinja. Imunoreakcija na NF-H

prisutna je u celoj kori, gde se intenzivno boje tela nervnih celija i njihovi
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nastavci. Medutim, nakon ASK smanjuje se intenzitet bojenja u svim slojevima
kore osim neposredno oko lezije gde se uocavaju izrazito obojeni i isprekidani,
zadebljali aksoni. Imunohistohemijska istrazivanja drugih autora pokazala su
da TPM dovode do =znacajnog smanjenjenja NF-L, NF-H i MAP2
imunoreaktivnosti u telima neurona, kao i u dendritima, u prvih 24 h nakon
povrede i opstaje nedeljama potom (Posmantur i sar., 1996 a, b; Hicks i sar.,
1997; Saatman i sar., 1996, 1998). Dobijeni rezultati su potvrdeni i WB analizom
kada je pokazan gubitak NF proteina (Posmantur i sar., 1994, 1997).

Tretmani B vitaminima nakon ASK menjaju obrazac bojenja NF-H uocen
kod operisanih Zivotinja. Dovode do smanjenog nakupljanja NF-H oko mesta
lezije, dok je imuno reakcija u ostatku kore sli¢na kontrolnim. NajizraZeniji
efekat ima primena B2 i B3 vitamina nakon ASK.

Izmenjena grada NF negativno utice na preZivljanje oStecenih neurona
(Galvin i sar., 2000). Pokazano je da TPM dovodi do smanjene stope fosforilacije
NF (Posmantur i sar., 1998; Chen i sar., 1999) sto povecava osetljivost NF na
proteolizu (Pant, 1988; Greenwood i sar., 1993; Raabe i sar., 1996). Istrazivano je
kako kinaze i fosfataze doprinose ostecenju citoskeletnih elemenata nakon TPM
i zna se da trauma moze dovesti do naruSavanja ravnoteZze u aktivnosti
pomenutih enzima (Yang i sar., 1993; Dash i sar., 1995) sto dovodi do
nenormalne fosforilacije ili defosforilacije NF. Da bismo utvrdili da li promene
NF koje se deSavaju nakon povrede u CNS opstaju i u 14. danu nakon ASK,
izabrali smo procenu NF-H proteina jer je najvise fosforilisan od svih NF. Huh i
saradnici su 2002. godine pokazali da se imunoreaktivnost na NF-H smanjuje
vec u prvim minutama posle fokalne TPM.

Nakupljanje fosforilisanih NF je obeleZje raznih neurodegenerativnih
stanja: Alchajmerove bolesti, amiotroficke lateralne skleroze, Parkinsonove
bolesti itd (Gold i sar., 1991; Liu i sar., 2011), a primeceno je i kod zivotinja sa
eksperimentalnim povredama CNS. Agregati fosforilisanih NF su pronadeni u
¢elijskim telima i proksimalnim delovima aksona (jer je narusen aksonalni

transport), dok u fizioloskim uslovima NF je lokalizovan samo u distalnim
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delovima aksona (Shea i sar., 2009). Proteoliticka razgradnja NF mozZe biti
blokirana povec¢anom fosforilacijom ovih proteina (Goldstein i sar., 1987; Pant,
1988). Povecano nakupljanje fosforilisanih NF moZze da bude citotoksi¢no i da
dovede do neadekvatnih interakcija sa drugim citoskeletnim elementima (Zhou
i sar., 2010). Pokazano je da NF inhibiraju polimerizaciju mikrotubula (Bocquet i
sar., 2009), a povecana fosforilacija NF smanjuje njihovu interakciju i direktno
povecava polimerizaciju mikrotubula. Ovakva patoloska organizacija NF
doprinosi neurodegeneraciji. Iz degenerisanih neurona oslobadaju se
fosforilisani NF u ECM, i njihov povec¢an nivo moZe se detektovati pre pojave
klini¢kih simptoma povrede, pa se koriste kao rani biomarkeri (Petzold, 2005;
Brettschneider i sar., 2006).

Koristili smo imunobojenje na SMI-31 antitelo, koje obelezava
fosforilisane epitope NF-M i NF-H, da ispitamo efekat primenjenih tretmana na
fosforilaciju NF. Nasuprot intenzivnoj imunoreakciji koja je obeleZila aksone u
svim slojevima kore kod kontrolnih Zivotinja, nakon ASK intenzivno bojenje
uocljivo je samo oko lezije koja indukuje specifi¢cnu akumulaciju fosforilisanih
NF u formi loptastih proSirenja, “perlica”, na intenzivno obojenim zadebljalim
nastavcima. Sli¢an obrazac bojenja abnormalnih struktura neurona viden je i u
radovima drugih autora (King i sar., 2001; Bjelobaba i sar., 2010). Ispitivanje
ultrastrukturne organizacije uoc¢enih loptastih prosirenja pokazalo je da sadrze
organele pomesane sa NF (King i sar., 2000). B vitamini i ribavirin menjaju
opisanu situaciju nakon ASK. Oko mesta lezije samo se sporadi¢no javljaju
intenzivno obeleZeni isprekidani aksoni. Loptaste agregacije fosforilisanih NF
su retke i manjih dimenzija.

Za obelezavanje degenerisanih neurona Koristili smo bojenje Fluoro-
zadom B (FJB). Nakon lezije na presecima prednjeg mozga uocava se mali broj
degenerisanih neurona 3to i nije neobi¢no bududi da se radi o 14. danu nakon
ASK. Dosadasnje studije su pokazale da je je broj degenerisanih neurona 3.
dana nakon lezije vedi nego 10. dana nakon ubodne kortikalne povrede

(Parabucki i sar., 2012), odnosno da je broj degenerisanih neurona u kori
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prednjeg mozga maksimalan u prva tri dana nakon povrede (Sato i sar. 2001).
Kod Zivotinja koje su nakon ablacije SMK tretirane B vitaminima i ribavirinom
nisu primecene Celije koje su se bojile F]B. 1z literature je poznato da primena B3
vitamina u dozi od 500 mg/kg smanjuje apoptozu i ima neuroprotektivni
efekat (Hoane i sar., 2006a; 2006b; Holland i sar., 2008). Pokazano je da primena
B3 nakon TPM redukuje aktivnost kaspaze-3 (Feng i sar., 2006) i smanjuje
¢elijsku smrt (Holland i sar., 2008, Hoane i sar. 2006a) verovatno preko
inhibicije PARP-a (poli (ADP-riboza) polimeraza) (Yang i sar., 2002).

Na nekim presecima mozga nakon ASK uocene su FJB* zvezdaste celije u
zonama kore neposredno uz povredu. Dvojnim bojenjem sa GFAP proteinom,
markerom astrocita, pokazano je da su ove zvezdaste celije, koje su
FJB*/GFAP* u stvari reaktivni astrociti. Nasi rezultati su nasli potvrdu u
literaturi. Pokazano je da se FJB moZe koristiti za obeleZavanje aktivirane
mikroglije i astrocita u toku hroni¢nih degenerativnih procesa kao sto je

Alchajmerova bolest (Damjanac i sar., 2007).

5.2.1.3. Uticaj razlicitih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
MAP2 proteina nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova

MAP2 je neophodan za stabilnost mikrotubula i plasti¢nost neurona.
do kojih dovodi povreda u CNS. Naime, pokazano je da se smanjenje MAP2
imunobojenja uocava ve¢ u prvim minutima (Huh i sar, 2003) i satima
(Furutani i Kibiyashi, 2012) nakon povrede, 5to ga ¢ini ranim markerom
neuronalnog osteCenja nakon TPM. U adulthom mozgu MAP2
imunoreaktivnost je prisutna samo u telu i dendritima neurona (De Camilli i
sar., 1984). To je potvrdeno i u ovoj tezi. Analizom preseka mozga intaktnih
zivotinja MAP2 imunobojenje lokalizovano je na telu i dendritima neurona u
svim slojevima kore prednjeg mozga.

Razli¢ite povrede CNS dovode do znacajnih promena morfologije
dendrita (bubrenje dendrita, gubitak trnolikih spinova) ¢emu je prethodilo

smanjenje imunoreakcije na MAP2. Naime, TPM preko aktivacije kalpaina i
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povecane proteolize MAP2 proteina, odnosno aktivacijom kalcineurina i
smanjenom fosforilacijom MAP2, dovode do gubitka MAP2, sto indukuje
depolimerizaciju mikrotubula (Halpain i Greengard, 1990; Li i sar., 2000;
Hoskison i Shuttleworth, 2006). Ovakvo naruSavanja strukture mikrotubula
primecéeno je nakon ishemije (Akulinin i Dahlstrom, 2003), hroni¢nog
subduralnog krvarenja (Furutani i Kibayashi, 2012), TPM (Hoskison i sar.,
2009), povreda ki¢mene mozdine (Li i sar., 2000).

U skladu sa navedenim literaturnim podacima pokazali smo da nakon
ASK dolazi do gubljenja imunobojenja za MAP2 protein u telu neurona, a da se
uz leziju uocavaju zrnasto obojeni isprekidani dendriti. Furutani i Kibiyashi su
pokazali da pored redukcije MAP2 imunobojenja i smanjenja broja MAP2
pozitivnih ¢elija dolazi i do smanjenja broja dendritskih trnova na piramidalnim
neuronima. To ukazuje na promene u sinaptickoj komunikaciji u kortikalnim
krugovima.

Iako B vitamini i ribavirin nisu menjali ekspresiju ovog citoskeletnog
proteina u odsustvu lezije, to se menja nakon povrede. Naime, kod svih
tretiranih grupa primetno je ofuvanje obrasca ekspresije MAP2 slicno onom
kod kontrolnih Zivotinja. Intenzivno se boje tela ¢elija u celoj ipsilateralnoj kori i
dendriti, ¢ak i uz samu leziju.

U nekim radovima je pokazano da moZze doc¢i do prolaznog povecanja
imunoreaktivnosti na MAP1B u kori i hipokampusu od 24 sata do sedam dana
nakon TPM (Emery i sar., 2000). Budu¢i da je MAP1B ukljuc¢en u izduzivanje
aksona povecana ekspresija ovog proteina moze ukazivati na plasti¢nost ili
prolazni regenerativni odgovor nakon povrede mozga. Pored toga nekoliko
studija ukazuje na vezu izmedu povecane ekspresije GAP-43 proteina u
delovima kore odgovornim za kontrolu motornih aktivnosti prednjih i zadnjih
Sapa sa stepenom oporavka izgubljenih motornih funkcija (koriséeni su razni
testovi ponasanja medu kojima je i BW test) (Dixon i sar., 1987; Hulsebosch i
sar., 1998). Imajuci ovo u vidu mozemo pretpostaviti da povecana ekspresija

GAP-43 i MAP2 proteina doprinosi brzem oporavku motornih funkcija nakon
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ASK kod grupa tretiranih koktelom B vitamina i ribavirinom. 1z ovih rezultata
proizilazi da primenjena terapija promoviSe rast aksona i grananje dendrita u
cilju stvaranja novih neuronskih veza i ponovnog uspostavljanja prekinutih
neuronskih krugova. To dalje dovodi do smanjenja motornog deficita
uzrokovanog povredom i omogucuje postizanje boljih rezultata na BW testu. S
druge strane, treba imati u vidu i ¢injenicu da grananje neurona nakon povrede
i uspostavljanje novih veza moZe dovesti do povecanih epilepti¢nih aktivnosti
neurona (McKinney i sar., 1997). Medutim, u nas$im eksperimentima nismo

konstatovali pojavu konvulzija ni kod jedne od testiranih Zivotinja.
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5.2.2. Uticaj razlic¢itih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju
markera sinaptogeneze

Oporavak funkcije nakon TPM je izuzetno ogranicen. Neuspeh oporavka
motornih funkcija pripisuje se ograni¢avanju rasta aksona i sinapticke
plasti¢nosti (Ramic i sar., 2006). Da bismo ispitali efekat B vitamina i ribavirina
na procese sinaptogeneze posle lezije senzomotorne kore wuradeno je
imunobojenje sinaptofizina, markera presinapticke plasti¢nosti i sinaptogeneze

(Ujike i sar., 2002).

5.2.2.1. Ekspresija sinaptofizina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova

Sinaptofizin je kalcijum-vezujuéi glikoprotein, molekulske mase od 38
kDa, lokalizovan u membranama presinaptickih vezikula neurona
(Wiedenmann i Franke, 1985; Navone i sar., 1986; Stidhof i sar., 1987). Rutinski
se koristi kao marker za odredivanje broja sinapsi tokom neuroanatomskog
remodelovanja (sinapticka plasti¢nost) ili nakon povrede (Brock i O'Callaghan,
1987; Meng i sar., 2006), i kao marker funkcionalnosti mozga (Masliah i sar.,
1989).

Pracenje smanjenja nivoa sinaptofizina pokazalo je da je stepen gubitka
sinapsi u cerebralnoj kori povezan sa progresijom simptoma kod pacijenata sa
Alchajmerovom bolesti (Callahan i sar., 2002; Ingelsson i sar., 2004), koja je
vodedi uzrok demencije kod starijih osoba. Takode, traumatske povrede mozga
dovode do promene koli¢ine i distribucije sinaptofizina (D'Ambrosio i sar.,
1998; Shojo i Kibayashi, 2006). Pokazano je da dolazi do gubitka sinapsi
povezanih sa oSteCenim aksonima i do naruSavanja sinapticke plasti¢nosti
(Scheff i sar., 2005; Semchenko i sar., 2006), sto dovodi do poremecaja u
ponasanju.

Kod kontrolnih adultnih Zivotinja koje nisu prosle nikakav tretman
imunobojenje je gotovo ravnomerno rasporedeno kroz koru. Vidljivo je difuzno,

zrnasto bojenje izmedu neurona kao i zrnaste nakupine oko tela neurona, dok u
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subkortikalnoj beloj masi nije primecéena reakcija. To su potvrdili i nalazi drugih
autora (Shojo i Kibayashi, 2006; Brkic i sar., 2012).

Rezultati imunoreakcije koje smo dobili nakon ASK pokazuju pojacanje
intenziteta bojenja na sinaptofizin oko mesta povrede. Shojo i Kibayashi su
pokazali da se imunoreaktivnost poveéava u delu kore oko mesta lezije i u
subkortikalnoj beloj masi (bez promene nivoa proteina u ipsilateralnoj
hemisferi) i da je intenzitet reakcije proporcionalan velic¢ini lezije i vremenu
proteklom nakon povrede. Objasnjenje mozZe biti ili povecana sinaptogeneza ili
neurodegeneracija. Medutim, ako dobijene rezultate poveZemo za rezultatima
FJB bojenja, koji ukazuju na prisustvo degenerisanih neurona oko mesta lezije,
mozemo da zaklju¢imo da je povedano imunobojenje na sinaptofizin nakon
ASK rezultat nagomilavanja sinaptofizina. Do nagomilavanja sinaptofizina
dolazi zbog inhibicije transporta sinaptickih vezikula $to ukazuje na disfunkciju
sinapsi i degeneraciju nastavaka neurona (Shojo i Kibayashi, 2006).

Tretmani B vitaminima i ribavirinom, kao i njihovom kombinacijom
dovode do izrazitog povecanje imunoreaktivnosti u Sirem regionu oko mesta
povrede i subkortikalnoj beloj masi. Ranije prikazano poveéanje GAP-43 i
MAP?2 imunoreakcije nakon upotrebe ovih supstanci, brzi oporavak motornih
funkcija nakon povrede, uz negativho bojenje F]JB, vise ukazuje na
sinaptogenezu, podrZzavajué¢i ideju nekih autora o regeneraciji neurona
(Stroemer 1i sar., 1992; Chou i sar., 2002) i neuroplasti¢nosti. Nasi rezultati po
prvi put pokazuju da B vitamini, ribavirin i njihova kombinacija povecavaju

sinapticku plasti¢nost nakon ASK.
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5.3. UTICA] RAZLICITIH KOMBINACIJA B VITAMINA I
RIBAVIRINA NA ODGOVOR GLIJSKIH CELIJA NAKON POVREDE
MOZGA

Vec¢ina aksona CNS-a adulta ne uspeva da se regeneriSe nakon
traumatskih povreda (Fitch i Silver 2008). Regeneracija je neuspesSna zbog
slabog kapaciteta za oporavak neurona u CNS-u, ali i zbog nastanka glijskog
oziljka koji inhibira izrastanje aksona. Glijski oZiljak sadrzi gustu mrezu
hipertrofiranih nastavaka astrocita, brojne celijske elemente ukljucujuci
osteene oligodendrocite, aktiviranu mikrogliju, OPC, meningealne Ccelije,
vaskularne endotelijalne celije kao i molekule ECM-a, najces¢e CSPG (Chen i
sar., 2002; Galtrey i Fawcett, 2007; Sherman i Back, 2008). Zreli glijski oziljak
¢ine uglavnom reaktivni astrociti pa se svaka regeneracija CNS-a odvija u
sredini ispunjenoj ovim ¢elijama. Procesi koji uti¢u na hipertrofiju i hiperplaziju
astrocita u glijskom oziljku su pogodna mesta za terapijske intervencije, koje bi
poboljsale preZivljavanje neurona i potpomogle ponovno izrastanje neurita.
PronalaZenje novih terapijskih pristupa u cilju da se ogranici glijski oziljak i
omoguéi oporavak funkcija nakon povreda CNS-a je jedan od ciljeva rada
mnogih laboratorija.

Medutim, ustaljeno misljenje o glijskom oziljku samo kao inhibitoru
regeneracije aksona danas se menja. Molekularne tehnike manipulacije genima
omogucdile su istrazivanje funkcije reaktivnih astrocita i uloge glijskog oZiljka.
Reaktivni astrociti su nadeni na granici zdravog i oSteenog tkiva.
Ogranicavanjem mesta lezije astrociti doprinose odrZavanju jonske homeostaze,
transporta vode, uklanjaju vancelijski glutamat i slobodne radikale, u¢estvuju u
produkciji citokina i hemokina, faktora rasta (Rolls i sar., 2009; Sofroniew, 2009).
Ablacija ovih c¢elija narusava formiranje oziljnog tkiva i dovodi do Sirenja
inflamatornih éelija u zdravo tkivo, neuspeha oporavka narusene KMB, jaceg
ostecenja tkiva i povedanja veli¢ine lezije, veceg gubitka nervnih Ccelija i

demijelinizacije, pogorsanja klini¢ke slike i smanjenog oporavka povredom
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izgubljenih funkcija (Bush i sar., 1999; Faulkner i sar., 2004; Sofroniew, 2005;
Voskuhl i sar., 2009). Studije na transgenim miSevima pokazale su da ekspresija
GFAP-a nije neophodna za normalno funkcionisanje veéine astrocita u zdravom
mozgu ovih miSeva, ali da je neophodna u procesu reaktivne astroglioze i za
formiranje glijskog oziljka (Pekny i sar., 1995; Pekny i Pekna, 2004; Herrmann i
sar., 2008). Naime, pokazano je da je kod nokaut Zivotinja za GFAP i vimentin
redukovana astroglioza i povecana regeneracija aksona (Wilhelmsson i sar.,
2004; Pekny i Nilsson, 2005), ali i da se povecava veli¢ina lezije i pogorsavaju
simptomi kod EAE i nakon ishemija (Liedtke i sar., 1998; Li i sar., 2008).

Svi navedeni, ali i mnogi drugi, u neku ruku opre¢ni rezultati, ukazuju
na kompleksnu ulogu reaktivnih astrocita: kao inhibitora izrastanja aksona i
glavnog krivca za neuspeh oporavka nakon povreda CNS-a, do druge krajnosti
u kojoj ima zastitnu funkciju i pospeSuje oporavak. Koju ¢e od ovih uloga
astrociti igrati zavisi od vremenskog perioda nakon povrede i treba znati u
kojim vremenskim prozorima je najbolje intervenisati.

Kao sto je receno, nakon povreda u CNS-u astrociti, mikroglija i glijske
progenitorske celije se aktiviraju i povecavaju svoju brojnost oko mesta lezije.
Odmah nakon povrede rezidentni astrociti uvecavaju telo (hipertrofija),
izduzuju nastavke (ve¢ u prvim satima nakon povrede; Sibson i sar., 2008) i
pojacavaju ekspresiju GFAP proteina i vimentina. Pokazano je da glijske
progenitorske celije generiSu reaktivne astrocite (Yoshioka i sar., 2012) i
doprinose povecéanju broja ovih ¢elija oko mesta lezije.

Iako mnogi zreli astrociti u zdravom tkivu CNS-a ne eksprimiraju nivo
GFAP-a koji moze biti otkriven, za identifikaciju reaktivnih astrocita GFAP je
pouzdan marker. Pored toga, za identifikaciju reaktivnih astrocita koriste se i
glutamin sintetaza i S100B (Norenberg i Martinez-Hernandez, 1979; Gongalves i
sar., 2008), ali ovi markeri nisu eksprimirani samo u ovim ¢elijjama. Vimentin je
eksprimiran u astrocitima u toku razvic¢a da bi u adulthom mozgu bio zamenjen
GFAP-om. Ponovna ekspresija vimentina u reaktivnim astrocitima ¢ini ga

pouzdanim markerom ovih celija.
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U ovoj tezi koristili smo GFAP, vimentin i S100B protein da utvrdimo da
li tretmani B vitaminima i ribavirinom nakon ASK dovode do promene u
morfologiji i broju reaktivnih astrocita, kao i u ekspresiji njihovih
karakteristi¢nih proteina.

Imunohistohemijskim bojenjem (IHC) uocena je intenzivna ekspresija
GFAP i vimentina, kao i povecanje broja GFAP* i vimentin* astrocita u Sirokom
obodu oko mesta lezije 14. dana nakon ASK. Reaktivni astrociti karakteristicne
morfologije, sa kra¢im i debljim nastavcima i hipertrofiranim telom ucestvuju u
formiranju glijskog oziljka i potpuno ogranic¢avaju mesto povrede. Analizom
tkiva kore prednjeg mozga pacova nakon ablacije RT-PCR i Western blot (WB)
metodom detektovali smo statisticki znacajno povecanje iRNK za GFAP i
vimentin kao i samih proteina. Dobijeni rezultati su u skladu sa dosadasnjim
istrazivanjima iz ove oblasti. Pokazano je da nivo povecanja genske ekspresije
pracenih proteina zavisi od tipa lezije sto ukazuje da je vrsta povrede vazna
determinanta reaktivnosti astrocita (Burbach i sar., 2004). Odgovor astrocita
zavisi 1 od regiona mozga koji je oStecen, Sto ukazuje da proces astroglioze
moze biti modulisan faktorima prisutnim u post-traumatskom mozgu (Hill i
sar, 1996).

PronalaZenje novih terapijskih pristupa u cilju ograni¢avanja Stetnog
efekta glijskog oZiljka i omogucavanje oporavka funkcija nakon povreda CNS-a
je jedan od ciljeva rada mnogih laboratorija. Pokazano je da neki farmakoloski
tretmani koji se koriste u predklinickim studijama umanjuju posledice koje se
javljaju nakon TPM i imaju neuroprotektivno dejstvo u razli¢itim tipovima
lezija (Saatman i sar., 2008; Vink i Nimmo, 2009). Iz literature je poznato da
primena B2 i B3 vitamina nakon TPM statisticki znacajno smanjuje veli¢inu
lezije, redukuje ekspresiju GFAP-a i reaktivnu astrogliozu oko mesta povrede
(Ayoub i sar., 1999; Mokudai i sar., 2000; Sakakibara i sar., 2000, 2002; Maynard
i sar., 2001; Ayoub i Maynard, 2002; Hoane i sar., 2003, 2005, Quigley i sar.,
2009). Takode, poznato je da purinski nukleotidi reguliSu izrastanje neurona,

proliferaciju glijskih ¢elija, sintezu i oslobadanje neurotrofickih faktora, a imaju
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znacajnu ulogu i u aktivaciji mikroglije i astrocita i formiranju oZiljnog tkiva.
Mogu da indukuju proliferaciju astrocita pacova, dovode do promene u obliku
¢elije i povecavaju ekspresiju GFAP-a i vimentina kao i elongaciju celijskih
nastavaka (Rathbone i sar., 1999). U cilju inhibicije sinteze purinskih nukleotida
i modulisanja glijskog oziljka moZze se Kkoristiti ribavirin, koji je analog
guanozina, a koji smanjuje proces reaktivne astroglioze nakon povrede mozga
(Pekovi¢ i sar., 2005, 2006) i u EAE (Lavrnja i sar., 2012). Mehanizam delovanja
ribavirina je slozen. On inhibicijom enzima IMPDH (Franchetti i Grifantini,
1999) sprecava konverziju IMP u XMP i na taj nac¢in smanjuje nivo guanilata
(GMP, GDP, GTP i dGTP) u celiji, usled ¢ega dolazi do zaustavljanja celijskog
ciklusa u G0/G1 medufazi (Vallée i sar., 2000) i inhibicije proliferacije. Posto je
GTP neophodan kao kofaktor za konverziju IMP u AMP, smanjuje se i nivo
adenilata. Ribavirin ostvaruje svoje dejstvo i vezivanjem za adenozinske
receptore, delujuci kao selektivni agonist adenozinskih A1 receptora (Franchetti
i sar., 1996). Stoga se moze pretpostaviti da ribavirin, delujuc¢i kao analog Al
adenozinskih receptora, inhibira adenilat ciklazu i produkciju cAMP,
sprecavajuci na taj nacin fosforilaciju nishodnih proteina u ERK1/2 signalnom
putu, $to smo i pokazali u naSem ranijem radu (Pekovi¢ i sar., 2006). Imajuci u
vidu da se ERK/MAPK intezivno aktiviraju u reaktivnim astrocitima, kao i da
je njihova aktivacija neophodna za indukciju i odrZavanje reaktivnog fenotipa
astrocita, moZze se pretpostaviti da je to jedan od mehanizama kojim ribavirin
dovodi do redukcije reaktivne astroglioze i sprecava formiranje glijskog oZiljka,
Sto smo zapazili i u ovoj tezi. Ovaj njegov efekat je dodatno pojacan u
kombinaciji sa B vitaminima.

S druge strane, imajuci u vidu da reaktivni astrociti mogu da imaju i
neuroprotektivni efekat posebno u prvim satima i danima nakon povrede, jer
kontrolisu inflamaciju, oslobadaju neuroprotektivne i neurotroficke molekule i
pomazu u o¢uvanju jonske homeostaze u ostecenim regionima mozga (Fawcett
i Asher, 1999, Wang i sar., 2008; Buffo i sar., 2010), tretman ribavirinom je

zapocinjan tek od treceg dana posle lezije. U nasem prethodnom radu (Pekovi¢
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i sar., 2005) tretman ribavirinom, nakon ASK, primenjivan je u duZini od 51 10
dana. Pokazano je da ve¢ i 5 tretmana dovodi do smanjenja reaktivne
astroglioze, dok je nakon 10 tretmana taj efekat ribavirina jo$ viSe bio izraZen,
tako da je u ovoj doktorskoj tezi primenjen taj protokol.

Iako, u odnosu na kontrolne Zivotinje, povreda povecava gensku i
proteinsku ekspresiju GFAP i kod grupa koje su tretirane ispitivanim
supstancama, nasi rezultati pokazuju da primena razli¢itih kombinacija B
vitamina i ribavirina razli¢ito moduliSe odgovor astrocita nakon ASK. Rezultati
RT-PCR i WB analize statisticki su zna¢ajno smanjeni samo kod Zivotinja koje
su primale koktel svih 5 vitamina. S druge strane, na IHC nivou sve primenjene
kombinacije menjaju nivo ekspresije GFAP proteina u astrocitima u zoni
povrede i dovode do morfoloskih promena na ovim éelijama. Naime, reaktivni
astrociti nakon primenjenih tretmana imaju manje reaktivnhu formu i viSe
nalikuju astrocitima kod kontrolnih Zivotinja.

Isti obrazac genske i proteinske ekspresije nakon ASK i tretmana
ispitivanim supstancama uocen je i kod vimentina, intermedijarnog filamenta
nezrelih astrocita koji je ponovo eksprimiran u reaktivnim astrocitima. Na
nivou IHC analize uocene promene u ekspresiji vimentina u astrocitima, kao i
smanjenje broja vimentinom obelezenih ¢elija, jo$ su izraZenije nego $to je slucaj
sa GFAP-om.

Kao $to je poznato, S100B je protein koji vezuje kalcijum, produkuju ga
uglavnom astrociti i njegova koncentracija se znacajno povecava nakon TPM,
najverovatnije usled destrukcije astrocita (Rothermundt i saradnici, 2003). Kako
je pokazano da je njegova ekspresija u korelaciji sa veli¢inom povrede,
prezivljavanjem i neuroloskim ishodom S100B se koristi kao jedan od
biomarkera TPM (Dash i sar., 2010).

Izmedu ostalog S100B ima ulogu i u modifikaciji citoskeleta, proliferaciji,
diferencijaciji i migraciji astrocita, kao i u regulaciji njihove morfologije
(Rothermundt i sar.,, 2003, Brozzi i sar., 2009). U nasim eksperimentima,

dvojnim imunofluorescentnim bojenjem pokazali smo da se nakon ASK njegova
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ekspresija znac¢ajno povecava u reaktivnim GFAP* astrocitima oko mesta lezije.
Sva tri tretmana (koktel svih pet B vitamina, ribavirin i njihova kombinacija)
dovode do znacdajnog smanjenja ekspresije S100B i to sa sledecom efikasnosé¢u
LKR >> LR > LK. Do sada u literaturi nema podataka o delovanju B vitamina i
ribavirina na ekspresiju S100B proteina, tako da su ovo prvi rezultati koji
ukazuju na to da ovi tretmani mogu da modulisu ekspresiju ovog proteina.

Pracenjem ekspresije GFAP-a, vimentina i S100B proteina u astrocitima
zivotinja tretiranih razli¢itim kombinacijama B vitamina i ribavirina, pokazali
smo da svi ispitivani tretmani dovode do znacajnog smanjenja broja reaktivnih
astrocita oko mesta povrede i menjaju njihovu morfologiju ka mirujucoj formi.

Skorasnji rezultati nekih autora (McTigue i sar., 2001; Chen i sar., 2002)
pokazuju da povreda CNS stimulise NG2 celije da se dele i akumuliraju oko
mesta povrede (Levine i sar., 1993; Levine, 1994; Barnabe” -Heider i sar., 2010;
Komitova i sar., 2011) i zajedno sa mikroglijom i astrocitima formiraju glijski
oziljak. Rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju na pojavu masovne akumulacije
NG2 ¢elija u Sirokom pojasu oko mesta lezije koja je smanjena primenom svih 5
B vitamina.

Rezultati prikazani u ovoj tezi pokazuju da se primenom B vitamina i
ribavirina nakon ASK redukuje proces reaktivne glioze, smanjuje proliferacija
reaktivnih astrocita i NG2 celija oko mesta lezije i smanjuje ekspresija markera
ovih celija: GFAP-a, vimentina, S100B proteina i NG2. Tim se otvaraju vrata
efikasnijoj regeneraciji nervnog sistema, izrastanju aksona, sinaptogenezi i

sledstveno tome oporavku izgubljenih funkcija.
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5.4. EKSPRESIJA KOMPONENTI VANCELIJSKOG MATRIKSA
(ECM) NAKON POVREDE SENZOMOTORNE KORE

Ve¢ je prethodno receno da povrede nervnog sistema aktiviraju
mikrogliju, astrocite i OPC i dovode do povecanja produkcije CSPG (Fitch i
Silver, 1997; Fitch i sar., 1999; Rhodes i sar., 2006). CSPG inhibiraju izrastanje
neurita in vitro (Hynds i Snow, 1999; Snow i sar.,, 2001) i sprecavaju
regeneraciju aksona in vivo (Zhang i sar., 2001). Medutim, nisu kod svih CSPG
isti mehanizmi ukljuceni u ove procese. Proteoglikani NG2 (Dou i Levine, 1994)
i versikan - V2 izoforma (Schmalfeldt i sar., 2000) inhibiraju izrastanje aksona
preko proteinskih delova, dok brevikan i neurokan za ostvarivanje istog cilja
zahtevaju prisusutvo GAG lanaca (Yamada i sar., 1997). U toku sazrevanja
CNS-a i nakon povreda menja se nivo ekspresije srediSnjeg proteina CSPG
(Dobbertin i sar., 2003; Tang i sar., 2003) i obrazac sulfatacije CS-GAG lanaca
(Properzi i sar., 2005; Gilbert i sar.,, 2005; Nandini i Sugahara, 2006). U
fizioloskim uslovima najzastupljeniji GAG je CS-4 (Flaccus i sar., 1991; Gilbert i
sar., 2005), dok je u oziljnom tkivu najprisutniji CS-6 GAG (McKeon i sar., 1991;
Gilbert i sar., 2005) i detektuje se znacajno povecana ekspresija C5-4,6 (Gilbert i
sar., 2005). Eksperimenti in vitro pokazali su da najveci inhibitorni uticaj na rast
aksona ima CS-4,6 (Gilbert i sar., 2005), dok CS-2,6 promovise rast embrionalnih
neurita in vitro (Nadanaka i sar., 1998).

U ovoj doktorskoj tezi ispitali smo ekspresiju dva razli¢ito sulfatisana
GAG: CS-4 i CS-6. Kod kontrolnih Zivotinja detektuje se slicna ekspresija ova
dva CS-GAG. Najvedi deo tackastog bojenja lokalizovan je izmedu snopova
aksona koji su usmereni ka pialnoj povrsini, a uocena je intenzivna ekspresija
CS-4 i u subkortikalnoj beloj masi. Prethodne studije pokazale su povecanje
ekspresije C5-4 i CS-6 nakon povrede u CNS-u adulta (McKeon i sar., 1991;
Asher i sar., 2002; Properzi i sar., 2003, 2005; Gilbert i sar., 2005; Dacic i sar.,
2008). I mi smo pokazali da ablacija senzomotorne kore povecava ekspresiju i
CS-4 i CS-6. Imunoreakcija je najintenzivnija oko lezije, ali su njihovi obrasci
ekspresije u oba posmatrana dana drugaciji. Kod CS5-4 imunoreakcija je prisutna
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u zrnastoj formi na povrsini ¢elija u 7. danu da bi se u 14. danu imunobojenje
intenzivnije uoc¢avalo u ECM-u. Kod CS-6 intenzivnija reakcija detektuje se na
povrsini tela neurona u oba posmatrana dana. Pokazano je da postoji razlika u
ekspresiji ovih CS-GAG nakon ASK kod mladih i adultnih Zivotinja, i da je ne
samo koli¢ina ve¢ i obrazac ekspresije CSPG bitan faktor koji uti¢e na smanjeni
oporavak kod adulta nakon povrede CNS (Dacic i sar., 2008).

Bolje razumevanje relativne distribucije CS-GAG, kao i njihovog
doprinosa inhibitornom efektu glijskog oZiljka, neophodno je za razvoj
specifi¢nih strategija za prevazilaZenje neuspesne regeneracije nakon povrede
CNS-a.

Kao sto je prethodno diskutovano, tretman B vitaminima i ribavirinom
smanjuje reaktivnu astrogliozu i glijski oziljak koji predstavljaju barijeru za
regeneraciju aksona. Medutim, poznato je da se i u odsustvu vidljivog glijskog
oziljka ne postize izrastanje aksona u CNS-u sto ukazuje da reaktivni astrociti
na mestu povrede uspostavljaju lokalnu biohemijsku barijeru koja sprecava
regeneraciju aksona (Davies i sar., 1996). Danas je dobro poznato da
proteoglikani povezani sa reaktivnim astrocitima inhibiraju izrastanje neurita in
vitro (Snow i sar., 1996; McKeon i sar., 1991; Dou i Levine, 1994; Canning i sar.,
1996; Tom i sar., 2004). Takode, pokazano je da imaju klju¢nu ulogu u
formiranju nepermisivne sredine i sprecavaju uspesnu regeneraciju adultnih
neurona nakon povrede in vivo (Fawcett i Asher, 1999; Morgenstern i sar., 2002;
Properzi i Fawcett, 2004; Sandvig i sar., 2004; Silver i Miller, 2004). Modifikacije
ovih molekula omogucavaju uspesnu regeneraciju aksona (Moon i sar., 2001;
Bradbury i sar., 2002; Silver i Miller, 2004; Houle i sar., 2006; Cafferty i sar.,
2007). Najzastupljeniji CSPG u adultnom CNS-u su iz lektikanske familije.
Siroko su rasprostranjeni u razviéu, ucestvuju u pokretljivosti céelija, izrastanju
neurita i sinaptickoj plasti¢nosti (Hartmann i Maurer, 2001), ali i ogranic¢avaju
plasti¢nost u adultnom CNS, $to je potvrdeno u eksperimentima u kojima se
odredenim enzimima uklanjaju GAG lanci (Moon i sar., 2001; Bradbury i sar.,

2002; Dityatev i Schachner, 2003; Harris i sar., 2013).
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Lektikani se razlikuju po vremenskoj i prostornoj distribuciji. Tako je u
ranom razvi¢u detektovana maksimalna ekspresija versikana i neurokana koja
se znacajno smanjuje ubrzo posle rodenja, dok su brevikan i agrekan slabo
eksprimirani u ranoj ontogenezi, a veoma zastupljeni u adultnom CNS-u (Milev
i sar., 1998; Schmalfeldt i sar., 1998; Rauch i sar., 2001; Matthews i sar., 2002;
Viapiano i sar., 2003). Pokazano je da je oZiljno tkivo oko mesta povrede bogato
lektikanima (Silver i Miller, 2004; Harris i sar., 2009). Ove razli¢ite vremenske
ekspresije lektikana, ali i ostalih CSPG, ukazuju na njihove razlic¢ite uloge u
razvicu i u adulthom nervnom sistemu, ali i u intaktnom i povredenom CNS-u.

U ovoj tezi pratili smo ekspresiju fosfakana, neurokana i brevikana.
Imunohistohemijsko obelezavanje pokazalo je njihovu razli¢itu distibuciju kod
neoperisanih Zivotinja. Odnos izmedu ovih CSPG unutar perineuronalne mreze
varira u zavisnosti od regiona, kao i od sloja kore (Haunse i sar., 1999).

Fosfakan sintetiSu i oslobadaju astrociti (Milev i sar., 1994). Njegova
lokalizacija, grada i stepen sulfatacije menjaju se sa razviéem nervnog sistema
(Meyer-Puttlitz i sar., 1996). U toku embrionalnog razviéa i u ranom
postnatalnom mozgu pacova imunoreakcija na fostakan prisutna je u neuropilu
kore prednjeg mozga, dok je u mozgu adultnih pacova lokalizovana samo oko
parvalbumin pozitivnih gabaergic¢kih neurona (Haunsg i sar., 1999). Fosfakan
nastaje alternativnom obradom transkripta za RPTP( kao jedan od tri izoforme.
Dve su membranske izoforme (RPTPp i short RPTPp) i jedna je sekretovana
(fosfakan). Receptorske izoforme su najzastupljenije u glijskim progenitorskim
¢elijama u proliferativnim zonama i to u toku ranog razvi¢a mozga, dok se
ekspresija fosfakana naglo povecava kasnije u perinatalnom razviéu i ostaje na
tom nivou i kod adulta Maurel i sar., 1994; Canoll i sar., 1996; Sakurai i sar.,
1996; Margolis i sar., 1996).

Pokazano je da fosfakan moZe podstaci ili inhibirati rast aksona, npr.
potpomaze izrastanje neurona hipokampusa delujuéi preko CS lanaca dok
preko proteinskog jezgra inhibira izrastanje ganglijskih celija retine (Faissner i

sar., 1994; Garwood i sar., 1999; Inatani i sar., 2001). Poznato je da se nivo

167



fosfakana znacajno smanjuje u toku prve nedelje nakon lezije kore prednjeg
mozga (McKeon i sar.,, 1999; Dobbertin i sar., 2003), u modelu epilepsije
izazvane kaini¢nom kiselinom i kod Thara epilepti¢nih pacova, koji su animalni
model epilepsije slepoo¢nog reZznja (Wu i sar., 2000; Kurazono i sar., 2001), kao i
nakon povreda ki¢mene mozdine (Jones i sar., 2003b). Nasuprot tome, vec¢ina
CSPG-a, uklju¢ujudéi neurokan, brevikan, versikan, NG2, dekorin i biglikan,
rapidno se povecava nakon povrede CNS-a (Levine, 1994; Haas i sar., 1999;
Jaworski i sar., 1999; McKeon i sar., 1999; Asher i sar., 2000; 2002, Thon i sar.,
2000; Moon i sar., 2002; Jones i sar., 2003b; Aya-ay i sar., 2005). Dobbertin i
saradnici (2003) su pokazali da je nivo iRNK za fosfakan znac¢ajno smanjen 2. i
4. dana nakon povrede kore prednjeg mozga, a da se u 7. i 14. danu nakon
povrede vraca na kontrolni nivo. Rezultati dobijeni u nasem radu pokazuju da
nema statisti¢ki znacajne promene na nivou iRNK za fosfakan u 14. danu posle
ablacije desne senzomotorne kore pacova u odnosu na kontrolne grupe. Pod
uticajem tretmana koktelom svih pet B vitamina nivo iRNK za fosfakan
znacajno je smanjen kod LK grupe (za 36%, #p<0,05) u odnosu na kontrolnu
vrednost. Uprkos ovakvom efektu B vitamina nema statisticki znacajne razlike
u ekspresiji iRNK u odnosu na L grupu.

Izvor neurokana su neuroni, a nakon povrede pretezno reaktivni
astrociti (Haas i sar., 1999; McKeon i sar., 1999; Asher i sar., 2000; Beggah i sar.,
2005). U toku razvica uglavnom je prisutna izoforma sa punom duZinom (od
250 kDa), a u adultnom mozgu detektuju se dva secena krac¢a produkta (od 150
i 130 kDa) (Matsui i sar., 1994; Rauch i sar., 2001). Povreda CNS-a povecava
ekspresiju neurokana i to njegove izoforme sa punom duZinom (Matsui i sar.,
2002; Deguchi i sar., 2005). Ekspresija kracih izoformi je sporija i maksimum
dostize oko druge nedelje posle povrede (Jones i sar., 2003, a, b; Tang i sar.,
2003). Pretpostavlja se da kasnije isecanje juvenilne forme neurokana
omogucava njegovo nakupljanje u periodu intenzivnog remodelovanja ECM-a

(Rauch i sar.,, 2004). Zamena ove forme krad¢im adultnim izoformama
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ogranicava pokretljivost nervnih celija kao i njihovih nastavaka (Rauch i sar.,
2001, 2004).

U istraZivanjima prikazanim u ovoj tezi nismo detektovali promene na
nivou iRNK za neurokan u 14. danu posle ASK kod kontrolnih intaktnih
zivotinja i onih koje su tretirane B vitaminima i ribavirinom. To ukazuje da
ispitivane supstance ne uti¢u na nivo ekspresije iRNK u odsustvu lezije. Kod
SKR grupe u 14. danu nakon sham operacije detektovan je statisti¢ki znac¢ajno
poviSen nivo ekspresije iRNK (za 47%, #p<0,05). Sli¢ni rezultati su
dokumentovani i kod drugih autora. Na primer, nakon CCI nivo ekspresije
iRNK za neurokan u ipsilateralnoj kori sham Zivotinja raste u 4. danu, pa
opada, ali u 14. danu jos uvek ostaje iznad kontrolnih vrednosti (nije statisti¢ki
znacajno)(Harris i sar., 2009). Sama ablacija znacajno povecava nivo iRNK za
35% (#p<0,05). Primenjeni tretman B vitaminima povecdava gensku ekspresiju u
odnosu na kontrolni nivo, ali to povecanje u odnosu na L grupu nije bilo
statisticki znacajno. Budud¢i da antitelo koris¢eno u ovoj tezi prepoznaje i
juvenilnu izoformu neurokana kao i krac¢e adultne izoforme bez dodatne
provere nemoguce je oceniti koja je od izoformi odgovorna za znatno povecanje
iRNK za neurokan nakon tretmana B vitaminima.

Brevikan je specifican samo za CNS i Siroko je zastupljen u adultnom
mozgu (Yamaguchi, 1996; Yamada i sar., 1997, Seidenbecher i sar., 1998).
Prvenstveno ga oslobadaju astrociti, a u manjoj meri ologodendrociti i neuroni.
To je protein od 145 kD za koji su kovalentno vezana do tri hondroitin sulfatna
lanca. Alternativno isecanje genskog transkripta, enzimsko secenje i razlicita
glikozilacija dovode do nastanka heterogenih izoformi brevikana (Yamaguchi,
2000; Yuan i sar., 2002; Jones i sar., 2003, a, b; Tang i sar., 2003; Mayer i sar.,
2005; Aya-ay i sar., 2005). Izoforma 1 je sekretovana u ECM, dok je izoforma 2
vezana za membranu. Pokazano je da C terminalni domen brevikana moZze da
stimuliSe rast neurita in vitro najverovatnije vezivanjem za sulfatisane
glikolipide bogato zastupljene u nervnom tkivu (Miura i sar., 2001). Brevikan je

pojacano sintetisan u glijskom oziljku nakon povrede CNS (Jaworski i sar., 1999;
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Thon i sar., 2000; Beggah i sar., 2005). Naden je u regionima gde su gusto
pakovani nastavci astrocita i pokazano je da ovaj CSPG oslobadaju reaktivni,
nestin negativni astrociti (Beggah i sar., 2005). Ni kod jedne ispitivane grupe
nismo uocili promene na nivou iRNK za brevikan u 14. danu posle ASK.

Dakle, rezultati prikazani u ovoj tezi pokazali su povec¢an nivo iRNK za
neurokan u kori u 14. danu nakon ASK, a u isto vreme ablacija nije imala efekta
na ekspresiju iRNK za fosfakan i brevikan. Da povreda razli¢ito uti¢e na nivo
ekspresije iRNK za fosfakan, neurokan i brevikan pokazano je i in vitro modelu
u naSem najnovijem radu (Parabucki i sar., 2013, u Stampi). Za razliku od RT-
PCR analize, IHC bojenje u 14. danu pokazuje povecanje ekspresije za sva tri
ispitivana CSPG oko mesta lezije. Iz literature je poznato da
imunohistohemijsko bojenja tkiva 7. dana nakon CCI pokazuje izrazito
povecanje ekspresije CSPG proteina u regionima kore oko glijskog oziljka sto se
zadrzava i u 14. danu (Harris i sar., 2009), bas kao i u nasem eksperimentu. Ono
Sto je bilo iznenadujuce jesu naizgled kontradiktorni rezultati WB analize u
odnosu na IHC zapaZeno povecanje ekspresije CSPG. Naime, Harris i saradnici
su utvrdili da se nivo proteina svih ispitivanih CSPG znac¢ajno smanjuje u prvoj
nedelji posle ASK, da bi zatim krenuo da se normalizuje, ali je u 14. danu
ekspresija ispitivanih CSPG jo$ uvek ispod kontrolnih vrednosti (Harris i sar.,
2009). Medutim, treba imati u vidu da se WB analiza odnosi na ukupni efekat
povrede, dok rezultati IHC bojenja ukazuju na povecanje CSPG samo u
glijskom oZiljku, dok su veliki regioni kore i dalje sa niskim intenzitetom
reakcije.

Primena svih pet B vitamina nakon ASK smanjuje ekspresiju neurokana,
fosfakana i brevikana i svodi je uglavnom na usku zonu oko mesta povrede.
Ovi rezultati predstavljaju prve nalaze o dejstvu B vitamina na ekspresiju CSPG

nakon povrede mozga.
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6. ZAKLJUCCI
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Na osnovu postavljenih ciljeva i analizom dobijenih rezultata, kao i
njihovim poredenjem sa publikovanim rezultatima iz ove oblasti, definisani su

sledeci zakljucci:

1.  Ablacija senzomotorne kore prednjeg mozga pacova smanjuje stepen
koordinacije pokreta zadnje Sape suprotne (kontralateralne) strane
tela. Iako tokom oporavka dolazi do spontanog poboljSanja uocenog
motorickog deficita kod svih grupa Zivotinja, ispitivani tretmani
ispoljavaju dodatni pozitivan uticaj na brzinu i domet tog oporavka.
Najveci uticaj na brzinu oporavka i na ocenu na kraju
eksperimentalnog perioda (14.-tog dana nakon operacije) pokazuje
primena kombinacije svih pet B vitamina, kao i kombinacija B
vitamina i ribavirina. Nesto slabiji, ali znacajan efekat pokazuju
kombinacije dva B vitamina (B2, B3) i pojedinacna primena
ribavirina. Tretman kombinacijom tri B vitamina (B1, B6, B12), u
dozama koje su koris¢ene u tezi, nije ispoljio znacajan uticaj na

oporavak motorne koordinacije u ovom modelu povrede.

2. Primena B vitamina i ribavirina menja odgovor nervnih Cdeljja i
povecava sinapti¢ku plasti¢cnost nakon ablacije senzomotorne kore
prednjeg mozga. Primenjeni tretmani specificno povecavaju
ekspresiju markera izrastanja aksona, dendrita i formiranja sinapsi
(GAP-43, MAP2 i sinaptofizina). Kompleks svih 5 B vitamina (LK), i,
narocito, njegova kombinacija sa RBV (LKR), ispoljavaju najizraZeniji
efekat. Njihova primena podsti¢e izrastanje aksona i dendrita,
grananje dendrita kao i formiranje novih sinapsi. To verovatno
doprinosi stvaranju novih sinaptickih veza, ¢ime se moze objasniti
zapazeni brZi oporavak motorike zadnjeg kontralateralnog

ekstremiteta.
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B vitamini (pre svega kombinacija B2 i B3), njihova kombinacija sa
RBV (LKR), kao i sam RBV (LR), pokazuju izrazito povoljan efekat u
ocuvanju morfologije neurona, kao i u smanjenju broja degenerisanih
neurona. Naime, primenjeni tretmani smanjuju uobicajenu
sekundarnu progresiju neuronalnih ostecenja, i usporavaju procese

neurodegeneracije i apoptoze.

Primena navedenih kombinacija B vitamina i ribavirina razli¢ito
moduliSe odgovor astrocita nakon ablacije senzomotorne kore kako
na genskom, tako i na proteinskom nivou. Koktel svih pet B vitamina
ima najizrazenije dejstvo i najviSe smanjuje povredom indukovano
povecanje ekspresije GFAP i vimentina koji se smatraju specifi¢nim
markerima reaktivnih astrocita. Sa druge strane, imunohistohemijska
analiza ukazuje da sve primenjene kombinacije izazivaju izrazite
morfoloSke promene astrocita, koji zadobijaju odlike sli¢ne
neaktiviranim, miruju¢im astrocitima sa sitnim celijskim telom i

tankim i dugackim nastavcima.

Primenjeni tretmani dovode do znacajnog smanjenja ekspresije

S100B nakon povrede i to sa slede¢om efikasnos¢u LKR >> LR > LK.

Tretman kombinacijom svih pet B vitamina smanjuje prisustvo NG2
pozitivnih celija oko mesta povrede, kao i ekspresiju NG2

proteoglikana.

Ablacija senzomotorne kore povecava ekspresiju CS-4 i CS-6
proteoglikana, najvise oko same lezije, a imunoreakcija se detektuje

na povrsini Celija, kako neurona tako i astrocita.

Kombinacija svih pet B vitamina ne uti¢e znacajno na ekspresiju

iRNK za neurokan, fosfakan i brevikan u 14. danu nakon ablacije
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senzomotorne kore. Medutim, imunohistohemijska analiza pokazuje
da primenjeni tretman znacajno smanjuje povredom indukovano

povecanje ekspresije ovih proteoglikana oko mesta povrede.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske teze pokazuju da primena
kompleksa vitamina B, bilo pojedina¢no ili u kombinaciji sa nukleozidnim
analogom ribavirinom, poboljSava oporavak motorne koordinacije nakon
ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova. Na celijskom i
molekulskom nivou, primenjene kombinacije vitamina i ribavirina ublaZavaju
proces reaktivne glioze, smanjuju proliferaciju reaktivnih astrocita i NG2 celija
oko mesta lezije, broj degenerisanih neurona i ekspresiju komponenti
vancelijskog matriksa. Svi navedeni efekti redukuju stvaranje glijskog oziljka i
povecavaju permisivnost mozdanog tkiva oko mesta povrede, formirajuci
sredinu koja viSe pogoduje izrastanju aksona i remodeliranju postojec¢ih i
formiranju novih sinapsi. Za razvoj specificnih strategija za prevazilaZenje
neuspesne regeneracije nakon povrede CNS-a neophodno je bolje razumevanje
kako distribucija CS-GAG, kao i stepen njihove sulfatacije, doprinose
inhibitornom efektu glijskog oZiljka. Rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju na
to da bi koktel B (B1, B2, B3, B6 i B12) vitamina u kombinaciji sa ribavirinom
mogao da bude efektivan tretman u terapiji povrede mozga, $to zahteva dalju

klini¢ku proveru.
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Mpwunor 1.

U3JABA O AYTOPCTBY

IToramcaum-a Cama Harmh

Opoj nHIEeKCa /

M3jaBspyjeM

Jaa je HOKTOPCKa )IT/ICepTaHT/Ija 1100 HaCJIOBOM

yTT/IHai b BUTaMMHCKMX KOMIIJIEKCA U DT/I6aBT/IDT/IHa Ha oaroBop HEpPBHUMX 1

mmjckmx henmja 1 omopaBak MOTOPHMX (PYHKIIMja HAKOH IIOBpeIe MOo3Ta

I1aI10Ba

® Ppe3yJITaT COIICTBEHOI MCTpaXMBa4dKOI' panda,

e a HpemIoXKeHa IOycepTalyja y LeJVMHM HU Y JejIoBMMa Huje Owla
IpejyiokeHa 3a JoOujarke OwWIO Koje AMIUIOMe IIpeMa CTYAUjCKUM
IIporpaMmMa JpyTyX BUCOKOIIKOJICKMX YCTaHOBa,

¢ [a Cy pe3yJITaTi KOPEKTHO HaBeOeHI 11

* Jla HMUCaAM KpIINO/jla ayTopcka IIpaBa ¥ KOPWUCTMO WHTeJIeKTYyasIHy
CBOjVHY JIPyTVIX JIUIIA.

IToTnic moKkTOpaHIa

/
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ITpwnor 2.

U3JABA O UCTOBETHOCTWH
LLITAMMAHE U EJIEKTPOHCKE
BEP3WUJE OJOKTOPCKOI' PAOA

Vime v mpe3nMe ayTopa Casmpa [Tatinh

Bpoj nHmekca /

Cryaujcku mporpam /

Hacios paga Vrunaj b BuramMmeckmx Kommsiekca ¥ pubaBupuHa Ha

OIroBOp HEepBHMX M IIujckmx heamja v omopaBak MOTOpHMX dyHKIIMja

HAKOH IIOBpe/ie MO3ra marosa

MenTop ap Cama Ilexosuh mn op Hagexxnma Henesskosuh

[MTorrmmcanmn/a Campa [darmh

MsjaBpyjeM 1a je mTaMmaHa Bep3uja MOI JOKTOPCKOI pajla MCTOBeTHa
eJIeKTPOHCKOj Bep3ujii KOjy caM IIpefao/ja 3a oOjaB/biBarmbe Ha IOPTaLy
AururanHor penosutopujyMa YHuBepsurera y beorpany.

[Ho3BorpaBaM J1a ce objaBe MOju JIMYHM IIOJAIM Be3aHM 3a JoOujarbe
aKaJIeMCKOT 3Barba JIOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy MMe W IIpe3ViMe, FTOAVIHA VI MeCTO
pobema 1 JaTym ofidbpaHe paja.

OBy ymMuHM HopalM MOry ce o00jaBUTM Ha MpPeXHWM CTpaHUIlama
auUrnTajgHe OMOIMOTeKe, Yy eJIeKTPOHCKOM KaTajiory M y myOnmkaiyjaMa

Ynusepsurera y beorpamy.

IloTrinic mokTopaHza

/

Yy Beorpamy, __04.07.2013. 5 ,j,f& Dace



ITpwor 3.

U3JABA O KOPULWLhEWY

Osnamthyjem YHuBepsurercky oubimoteky ,,Cserozap Mapkosuh” na y
AvruTaran peniosuTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy mTOKTOPCKY
AvicepTanyjy IO HacJIOBOM:

yTT/IHai b BUTAaMMHCKIMX KOMIUIEKCA U DT/I6aBT/IDT/IHa Ha OATroBOp HEPBHMX

n maujckmx hermja m omopaBak MOTOpHMX (PVHKIIMja HAKOH IIOBpede MO3Tra

HarioBsa

KOja je MOje ayTOPCKO [1€eJ10.

Huvicepramyjy ca cBuM HOpwlosuMa IIpefao/jla caM y eJIeKTPOHCKOM
dopmMaTy HOroHOM 3a TPajHO apXUBUparbe.

Mojy DoKTOpCcKy AucepTanyjy HoxpameHy y IurnraaHu penosuTopujym
Yuusepsutera y beorpamy Mory ga KopucTe CBM KOju IIOIITYjy onpende
cagpaHe y opaOpanom Tuny JsmieHIile KpeatrmsHe 3ajennuie (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce ofjIyuno/jia.

1. AyropcTBo

2. AyTOpPCTBO - HEKOMepLVjaIHO

3. AyTopcTBO - HEKOMepLMjayiHO — Oe3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMePLVjaIHO — IeJINTI ITOJL, ICTVIM yCJIOBMMa

5. AytopcTBo - 0Oe3 mipepasie

6. AyTOpCTBO - HeJIMTV MO ICTVIM yCJIOBVIMA

(Mommo 11a 3a0KpyXuUTe caMo jeqHy oOf IecT HNOHyDeHMX JIMIIeHIN,

KpaTak OIIVC JIMIIeHIIN JaT je Ha 1ojiebuHm jmicTa).

IToTnivic nOKTOpaHIa

7
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1. AyrtopctBo - [lo3BosbaBaTe yMHOXaBarbe, OVCTPUOYLM)y U jaBHO
caoIlllITaBambe Jiejla, U IIpepajle, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ofpebeH
OfI CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIeHIle, YaK 1 y KoMepiyjaiHe cepxe. OBo je
HajcJI000IHMja Of1 CBVIX JIUIIEHIIL.

2. AytopctBO - HekoMepuujayHo. /[losBosbaBaTe  yMHOXaBambe,
AucTpuOyIIMjy M jaBHO caoIllliTaBarbe Jlejla, M IIpepajie, ako ce HaBpesle MMe
ayTopa Ha HauMH ofpebeH oy cTpaHe ayTopa Wi daBaolia juieHie. Osa
JIMIIeHIIa He JI03B0JbaBa KOMepLyjaJIHy yoTpeOy fJera.

3. AyTopcTBO - HekoMmepuMjaJIHO - 0Oe3 1pepase. /[losBosbasate
yMHOXaBame, AUCTPUOYIMjy M jaBHO caollllTaBame Jejla, 0Oe3 ITpoMeHa,
IpeobsIKoBara MWiIn yIroTpeOe Jiejla y CBOM Jlejly, ako ce HaBejle VMe ayTopa
Ha HaulMH ofpebeH of1 cTpaHe ayTopa MiIn jlaBaolia jmieniie. OBa JmiieHIla He
J03BOJbaBa KOMepIMjaiHy yroTpeOy Jesa. Y ofHOCY Ha cBe ocTajle JIMIIeHIle,
OBOM JIMIIEHIIOM Ce OrpaHMYaBa Hajsehyt oOmM IrpaBa Kopuihema jea.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjaJIHO - JeJIWTU II0J VICTUM YCJIOBMMA.
[o3BorpaBaTe yMHOXaBame, OUCTPUOYIMjy ¥ jaBHO caolllTaBaim-e Jeja, U
Ipepajie, ako ce HaBefle IMe ayTopa Ha HauMH ofpebeH of1 cTpaHe ayTopa MM
JaBaolia JIMIIeHIle ¥ aKo ce Ipepaja OUCTpuOywpa IO, MICTOM WJIM CJIMYHOM
minennioM. OBa JmMIleHIIa He [J03BOJbaBa KOMeplLMjaJIHy YIOTpeOy Iena m
npepaja.

5. AytopctBo - Oe3 mpepape. [lo3BospaBaTe yMHOXaBarbe, AVCTPUOYINY

Y jaBHO caoIIlITaBame Jlejla, Oe3 mpoMeHa, IIpeodIMKoBama MM yIioTpede fiesia
y CBOM JIeJly, aKO ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojpebeH of1 cTpaHe ayTopa
Wi Jasaonia ymieHIile. Opa JIMIeHIIa J03BOJbaBa KOMepIlMjaIHy YHOTpeOy
aerna.
6. AyTOpcTBO - [OeMTV IIOH, WCTMM YycjIoBuMMa. lo3BojbaBaTe yMHOXKaBambe,
AucTpuOyIIMjy M jaBHO caoIllliTaBaikbe Jlejla, M IIpepajie, ako ce HaBpesle MMe
ayTopa Ha HauMH ofpebeH of1 cTpaHe ayTopa WIN JlaBaolia JIMIIeHIIe ¥ aKo ce
npepasga IucTpubyupa IO, MCTOM WM CJIMYHOM JmiieHIIoM. Opa JmileHIIa
J103BOJbaBa KoMeplyjaiHy yroTpeOy nesa u npepasa. CrmuHa je copTBepcKiM
JIMIIeHIIaMa, OJJHOCHO JIMIIeHIIaMa OTBOPEHOT Kofa.
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	Slika 12. Uticaj tretmana B vitaminima na uspešnost izvođenja BW testa nakon ASK.     A) Grafik pokazuje procenat omašaja zadnje leve noge u odnosu na ukupan broj koraka ± SEM. B) Na osnovu broja omašaja kontralateralne noge životinje su dobijale odgo...
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	Slika 13. Uticaj ribavirina i B vitamina na uspešnost izvođenja BW testa nakon ASK.
	A) Grafik pokazuje procenat omašaja leve zadnje noge u odnosu na ukupan broj koraka ± SEM. B) Na osnovu broja omašaja kontralateralne noge životinje su dobijale odgovarajuće ocene. Na ordinati su prikazane srednje vrednosti rezultata za datu grupu ± S...
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	Slika 14. Imunohistohemijsko obeležavanje GAP-43 proteina u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih životinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D), FKR (B, E) i SKR (C, F) životinja. Skala 50 µm.
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	Slika 15. Imunohistohemijsko obeležavanje GAP-43 proteina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A- D), LK1 (E-G), LK2 (H-J) i LK (K-M) životinja. D, G, J i M su uveličani segmenti sa pre...
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	Slika 16. Imunohistohemijsko obeležavanje GAP-43 proteina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-D), LK (E-G), LR (H-J) i LKR (K-M) životinja. D, G, J i M su uveličani segm...
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	Slika 17. Imunohistohemijsko obeležavanje NF-H u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih životinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A-C), FKR (D-F) i SKR (G-I) životinja. Skala 50 µm.
	Slika 18. Imunohistohemijsko obeležavanje NF-H nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) životinja. Skala 50 µm.

	Uticaj kombinacije B vitamina i ribavirina na ekspresiju NF-H nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova
	Slika 19. Imunohistohemijsko obeležavanje NF-H nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) životinja. Skala 50 µm.
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	Slika 20. Imunohistohemijsko obeležavanje MAP2 proteina u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih životinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A-C), FKR (D-F) i SKR (G-I) životinja. Skala 50 µm.

	Uticaj kombinacije B vitamina i ribavirina na ekspresiju MAP2 proteina  nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova
	Slika 21. Imunohistohemijsko obeležavanje MAP2 proteina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) životinja. Skala 50 µm.
	Slika 22. Imunohistohemijsko obeležavanje MAP2 proteina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) životinja. Skala 50 µm
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	/Slika 23. Imunohistohemijsko obeležavanje sinaptofizina u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih životinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D), FKR (B, E) i SKR (C, E) životinja. Skala 50 µm.
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	Slika 24. Imunohistohemijsko obeležavanje sinaptofizina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) životinja. Skala 50 µm.
	/Slika 25. Imunohistohemijsko obeležavanje sinaptofizina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) životinja. Skala 50 µm.



	4.2.3. Uticaj različitih kombinacija B vitamina i ribavirina na neurodegeneraciju
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	Slika 26. Imunohistohemijsko obeležavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih životinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A-C), FKR (D-F) i SKR (G-I) životinja. Skala 50 µm.
	/Slika 27. Imunohistohemijsko obeležavanje neurofilamenata SMI 31 antitelom 14. dana nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A- D), LK1 (E-H), LK2 (I-L) i LK (M-P) životinja. D, H, L i P s...
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	/Slika 28. Imunohistohemijsko obeležavanje neurofilamenata antitelom SMI 31 nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-D), LK (E-H), LR (I-L) i LKR (M-P) životinja. Skala 50 µm.


	4.2.3.2. Histohemijsko bojenje fluoro-žadom B
	Slika 29. Dvojno imunofluorescentno bojenje kore prednjeg mozga kontrolnih životinja sa FJB. Reprezentativni koronalni presek mozga F životinja. FJB bojenje (FJB) (zeleno), Hoëchst bojenje (H) (plavo) i preklopljena slika (FJB+H). Skala 50 µm.
	Slika 30. Dvojno imunofluorescentno bojenje kore prednjeg mozga FJB nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F), LK2 (G-I), LK (J-L), LR (M-O) i LKR (P-S) životinj...
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	Slika 31. Dvojno bojenje prednjeg mozga pacova fluoro-žadom (zeleno) sa NeuN (A-C) (crveno) ili GFAP (crveno) proteinom (D-F) 14. dana nakon ASK. Skala 50 µm.
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	Slika 32. Promene u ekspresiji iRNK za GFAP u desnoj kori kontrolnih i operisanih životinja. Korišćena je metoda RT-PCR analize u realnom vremenu. Vrednosti su korigovane u odnosu na odgovarajuće vrednosti za β-aktin, a potom iskazane kao procenat pro...
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	Slika 35. Imunohistohemijsko obeležavanje GFAP proteina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) životinja. Skala 50 µm.
	Slika 36. Imunohistohemijsko obeležavanje GFAP proteina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) životinja. Skala 50 µm.
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	4.3.2.1. Uticaj različitih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju iRNK za vimentin nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga
	Ekspresija iRNK za vimentin u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova
	Uticaj različitih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju iRNK za vimentin nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova
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	Slika 39. Imunohistohemijsko obeležavanje vimentina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova. Reprezentativni koronalni preseci mozga F (A-C) životinja. Skala 50 µm.
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	/ Slika 40. Imunohistohemijsko obeležavanje vimentina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK1 (D-F), LK2 (G-I) i LK (J-L) životinja. Skala 50 µm.
	/Slika 41. Imunohistohemijsko obeležavanje vimentina nakon ASK i tretmana različitim kombinacijama B vitamina i ribavirina. Reprezentativni koronalni preseci mozgova L (A-C), LK (D-F), LR (G-I) i LKR (J-L) životinja. Skala 50 µm.



	4.3.3. Uticaj različitih kombinacija B vitamina i ribavirina na ekspresiju S100B nakon nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova
	Ekspresija S100B i GFAP u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova
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	Slika 42. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje S100B (zeleno) i GFAP (crveno) proteina u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova. Reprezentativni koronalni preseci F (A-C), FKR (D-F) i SKR (G-I) životinja. Skala 50 µm.
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	Slika 43. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje S100B (zeleno) i GFAP (crveno) proteina u kori prednjeg mozga pacova 14.dana nakon ASK. Reprezentativni koronalni preseci L (A-C), LK (D-F), LR (J-L) i LKR (G-I) životinja. Skala 50 µm.



	4.3.4. Uticaj kombinacije B vitamina na ekspresiju NG2 nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova
	Slika 44. Imunofluorescentno obeležavanje NG2 u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova i 14. dana nakon ASK. Reprezentativni koronalni preseci F (A), FKR (B), SKR (C), L (D-F) i LK (G-I) životinja. Skala 50 µm.
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	Slika 44-1. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje NG2 (zeleno) i GFAP (crveno) u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova i 14. dana nakon ASK. Reprezentativni koronalni preseci F (A-C), L (D-O) i LK (P-S) životinja. Skala 10 µm na slikama A-C, G-I, J-L...
	Slika 45. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje NG2 (zeleno) i vimentina (crveno) u kori prednjeg mozga kontrolnih pacova i 14. dana nakon ASK. Reprezentativni koronalni preseci F (A-C), L (D-I). Skala 10 µm.
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	/ Slika 46. Imunohistohemijsko obeležavanje CS-4 i CS-6 proteoglikana. Ekspresija 4S PG kod intaktnih kontrolnih životinja (A, D), operisanih životinja u 7.  (B, E) i 14. danu (C, F). Uveličanje: A, B, C -10x; D, E, F -20x. Ekspresija 6S PG kod intakt...
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	Slika 48. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje fosfakana (zeleno) i markera jedara ćelija (DAPI, plavo) u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih životinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D, E, F), FKR (B) i SKR (C) životinja. Insert ...
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	Slika 49. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje fosfakana (zeleno) i GFAP (crveno) nakon ASK i tretmana kombinacijom svih pet B vitamina.  Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D, G, J), L (B, E, H, K) i LK (C, F, I, L) životinja. Skala 50 µm.
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	Slika 51. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje neurokana (zeleno) i GFAP (crveno) nakon ASK i tretmana kombinacijom svih pet B vitamina.  Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D, G, J), L (B, E, H, K) i LK (C, F, I, L, M-O) životinja. Skal...



	4.4.4. Uticaj B vitamina na ekspresiju proteoglikana brevikana nakon ablacije senzomotorne kore prednjeg mozga pacova
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	Slika 53. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje brevikana (zeleno) i markera jedara ćelija (DAPI, plavo) u desnoj kori prednjeg mozga kontrolnih životinja. Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A), FKR (B) i SKR (C) životinja. Skala 50 µm.
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	Slika 54. Dvojno imunofluorescentno obeležavanje brevikana (zeleno) i GFAP (crveno) nakon ASK i tretmana kombinacijom svih pet B vitamina.  Reprezentativni koronalni preseci mozgova F (A, D, G, J), L (B, E, H, K) i LK (C, F, I, L, M-O) životinja. Skal...
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