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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj ovog doktorskog rada bio je uspostaviti model za ispitivanje u¢inaka
jednozidnih ugljikovih nanocjevc¢ica (engl. single-walled carbon nanotubes, SWCNT)
funkcionaliziranih polietilenglikolom (PEG) u primarnoj kulturi misjih astrocita. U¢inci
SWCNT-PEG ispitivani su u in vitro modelu traumatske ozljede mozga (engl. traumatic brain
injury, TBI), odnosno modelu teske ozljede stanica izazvane rastezanjem. Materijali i metode:
Na primarnoj kulturi astrocita provedena je ozljeda rastezanjem razli¢itih stupnjeva, nakon
¢ega su analizirani vijabilnost stanica i ekspresija odabranih proteina. Astrociti su tretirani
SWCNT-PEG-om (5 pg/mL) ili otapalom (PEG, 1 pg/mL), a provedene su analize vijabilnosti
stanica, stupnja oksidativnog oSte¢enja proteina, ekspresije proteina od interesa te
karakterizacija sekretorne funkcije astrocita odredivanjem promjena u sadrZaju izlucenih
citokina. Takoder je provedena analiza sadrzaja odabranih miRNK izoliranih iz egzosoma
astrocitnog podrijetla. Rezultati: Nakon teske ozljede rastezanjem in vitro zabiljezeno je
znacajno smanjenje vijabilnosti astrocita, pri ¢emu tretman SWCNT-PEG-om nije doveo do
dodatnog povecanja stani¢ne smrti. Ozljeda je znacajno smanjila ekspresiju glutamatnog
transportera EAATL nakon 24 sata, dok je primjena SWCNT-PEG potaknula oporavak
ekspresije ovog membranskog transportera, §to upucuje na potencijalnu korist u prevenciji
ekscitotoksi¢nosti nakon TBI. Takoder, primjena nanocjev¢ica znacajno je povecala ekspresiju
proteina HO-1, Sto moze upuéivati na povoljan uéinak ispitivanih nanocjev€ica na
antioksidativne procese. SWCNT-PEG nisu imale znacajan utjecaj na ekspresiju ostalih
ispitivanih proteina (GFAP, HSP70, Nrf2 i GPX) u astrocitima podvrgnutima ozljedi. Nadalje,
SWCNT-PEG su promijenile sekreciju citokina u astrocitima, $to je povezano s poticanjem
oporavka nakon ozljede te ukazuje na moguc¢i mehanizam njihovih zastitnih uc¢inaka kod
ozljede srediSnjeg ziv€anog sustava putem utjecaja na mikrookruZenje mozdanog tkiva.
Ekspresija ispitivanih miRNK u izlu¢enim egzosomima nije bila promijenjena u nasem
modelu, ni nakon ozljede ni nakon tretmana SWCNT-PEG-om. Zaklju¢ak: Rezultati koji
ukazuju na oporavak ekspresije EAAT1 nakon ozljede sugeriraju potencijal SWCNT-PEG kao
terapijskog pristupa u lijecenju TBI, budu¢i da je ekscitotoksi¢nost jedno od glavnih obiljezja
sekundarne ozljede koje pokrece kaskadu dogadaja, ukljucujuci narusavanje krvno-mozdane
barijere, neuroupalu 1 neurodegeneraciju. Takoder je uocCen blagi antioksidativni ucinak.
SWCNT-PEG u primijenjenoj dozi nisu pokazale znacajne ucinke na povecanje biljega upale
niti stani¢ne smrti u astrocitima, §to ih ¢ini pogodnim kandidatom za daljnja istraZivanja

njihovog potencijalnog terapijskog u¢inka.



Kljucne rijeci: astrociti, primarna stani¢na kultura, mis§; egzosomi; in vitro ozljeda,

traumatska ozljeda mozga; jednozidne ugljikove nanocjevcice, nanomaterijali; miRNK



SUMMARY

Objectives: The goal of this doctoral thesis was to establish a model for testing the effects of
single-walled carbon nanotubes (SWCNTSs) functionalized with polyethylene glycol (PEG) in
primary culture of mouse astrocytes. The effects of SWCNT-PEG were tested in an in vitro
model of traumatic brain injury (TBI), a severe stretch-induced cell injury. Material and
methods: Primary astrocyte culture was subjected to various degrees of stretch injury, after
which cell viability and the expression of selected proteins were analyzed. Astrocytes were
treated with SWCNT-PEG (5 pug/mL) or solvent (PEG, 1 ug/mL), and analyzes of cell viability,
degree of oxidative protein damage, expression of proteins of interest, and characterization of
the secretory function of astrocytes by determining changes in the content of secreted cytokines
were performed. Analysis of the content of selected miRNAs isolated from exosomes of
astrocyte origin was also performed. Results: After severe in vitro stretch injury, a significant
decrease in astrocyte viability was observed, while treatment with SWCNT-PEG did not lead
to an additional increase in cell death. Injury significantly reduced the expression of the
glutamate transporter EAATL after 24 h, while the application of SWCNT-PEG promoted the
recovery of the expression of this membrane transporter, suggesting a potential benefit in the
prevention of excitotoxicity after TBI. Also, the application of nanotubes significantly
increased the expression of the HO-1 protein, which may indicate a beneficial effect of the
tested nanotubes on antioxidant processes. SWCNT-PEG had no significant effect on the
expression of other tested proteins (GFAP, HSP70, Nrf2 and GPX) in astrocytes subjected to
injury. Furthermore, SWCNT-PEG altered cytokine secretion in astrocytes, which is associated
with the promotion of recovery after injury and indicates a possible mechanism of their
protective effects in central nervous system injury via an influence on the brain tissue
microenvironment. The expression of the examined miRNAs in secreted exosomes was not
altered in our model, neither after injury nor after treatment with SWCNT-PEG. Conclusion:
The results indicating the recovery of EAAT1 expression after injury suggest the potential of
SWCNT-PEG as a therapeutic approach in the treatment of TBI, since excitotoxicity is one of
the main features of secondary injury that initiates a cascade of events, including blood-brain
barrier disruption, neuroinflammation, and neurodegeneration. A mild antioxidant effect was
also observed. SWCNT-PEG at the administered dose did not show significant effects on the
increase of inflammatory markers or cell death in astrocytes, making them a suitable candidate

for further investigation of their potential therapeutic effect.
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UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) jedan je od vode¢ih
uzroka morbiditeta i mortaliteta osoba mladih od 45 godina u svijetu, te stoga predstavlja velik
problem u javnom zdravstvu. Zahvaca ljude svih dobnih skupina, s time da u zemljama s
visokim dohotkom prevladava kod djece i osoba starije Zivotne dobi, dok u zemljama s niskim
dohotkom prevladava u skupini adolescenata. Najc¢es¢i uzroci TBI su padovi i prometne

nesrece, $to prate sudari s objektom, fizicki napadi, sportske ozljede te vojni sukobi [1].

Glasgowska ljestvica kome (engl. Glasgow Coma Scale, GCS) naj¢esce je koriStena
ljestvica u procjeni ozbiljnosti ozljede. Ono §to mjeri su motoricki odgovor tijela na bol,
verbalni odgovor, te otvaranje o€iju sa ili bez stimulusa nakon pretrpljene traume [2]. Prema
ovoj ljestvici, pacijenti s ocjenom 3-8 imaju teSku ozljedu, oni s ocjenom 9-12 umjerenu, dok
ocjena 13-15 oznacava blagu ozljedu mozga. Oko 75% svih pacijenata s TBI zadobije blagu
ozljedu mozga koja, unato¢ tome $to Cesto ne zahtijeva hospitalizaciju, u odredenom broju
sluajeva ostavlja dugotrajne ucinke na funkciju mozga. Od pacijenata koji budu
hospitalizirani, gotovo polovica ostaje s trajnim ozljedama te razvijaju kroni¢nu ozljedu mozga,
koja zahtjeva dugoro¢nu terapiju za poboljSanje ne samo fizickog stanja, ve¢ i odrzavanje

samostalnosti pacijenata i njihovih socijalnih aktivnosti [3].

Incidenciju TBI u svijetu tesko je odrediti, poSto veliki broj drzava ima loSe pracenje
medicinskih podataka, ne dijele podatke ili imaju generalno lo§ zdravstveni sustav gdje velik
broj TBI prolazi neprijavljeno. Zna se da je broj TBI relativno povezan s brojem nesreca u
prometu, posto je to najceséi uzrok ovakve vrste ozljede, pa se i u zemljama iz kojih nisu
dostupni podatci moZe napraviti procjena kada se uzme u obzir broj prijavljenih prometnih
nesreca [4]. Stoga su i rezultati studija koje prate incidenciju znatno varijabilni. U jednoj studiji,
koja je uzimala samo dostupne medicinske podatke, procijenjena TBI je bila 349 slu¢ajeva po
100 000 osoba godisnje [5], dok se u drugoj studiji, koja je uz dostupne podatke radila i
procjenu po broju nesrecéa, incidencija se pokazala puno ve¢om, cak 939 slucajeva na 100 000
ljudi. Ovaj podatak upucuje na to da svake godine otprilike 69 milijuna ljudi pretrpi neki oblik
TBI, od kojih se procjenjuje da 5,5 milijuna slucajeva obuhvaca teSku TBI [4]. Upravo zbog
toga $to TBI, a pogotovo blagi oblik, Cesto biva neprijavljena od strane pacijenata ili
neprepoznata od strane lije¢nika tijekom pregleda, tesko je u potpunosti biti siguran koliki je
realan broj ljudi koji su pretrpjeli ovakvu ozljedu. Iz tog razloga, TBI se Cesto naziva i1 tthom

epidemijom [5,6].



1.1. Primarnaisekundarna ozljeda

Uobicajeno je da se TBI razmatra kroz dvije klju¢ne faze — primarnu i sekundarnu.
Primarna TBI rezultat je samog udarca i odnosi se na mehani¢ko o$tec¢enje koje nastaje u
trenutku traume. MozZe biti fokalna, ¢ija klinicka slika ukljuc¢uje hematome, krvarenje i lom
lubanje, ili difuzna, koja nema ociti patomorfoloski nalaz na poc¢etnoj slikovnoj dijagnostici.
Naime, kod difuzne ozljede mehanicko oste¢enje obuhvaca difuznu ozljedu aksona, petehijalno
krvarenje, dendriti¢ku ozljedu i poremecaj sinapsi [7]. Difuzna ozljeda aksona ima izrazitu
vaznost zbog prekida povezanosti odredenih regija mozga, Sto prouzrokuje brojne poremecaje
u ponasanju i kogniciji, a pokazala se i kao najranija odrednica tezine ozljede mozga [8].

Primarna ozljeda je ireverzibilna, te se ne moze tretirati, 0Sim preventivnim mjerama.

Sekundarna ozljeda nastaje kao posljedica primarne, a njeni znakovi i simptomi po¢inju
se pojavljivati ve¢ nekoliko minuta nakon traume i mogu se razvijati i do nekoliko mjeseci, pa
i godinama nakon primarne ozljede. Ona podrazumijeva progresivnu atrofiju mozga koja se
ocituje kroz simptome koji uklju¢uju poremecaje spavanja, pamcenja i kognicije, a mogu se
razviti 1 psihijatrijski poremecaji. Kada ti poremecaji traju duze od mjesec dana, to stanje
naziva se postkomocijski sindrom kojeg karakteriziraju glavobolja, umor, promjene u
raspolozenju (koje ukljucuju iritabilnost, anksioznost i depresiju), poremecaji Ucenja, paméenja
I koncentracije, kao i nesanica. Kod vecine pacijenata ovi poremecaji ne traju duze od godine

dana, ali kod nekih perzistiraju kroz duze vrijeme [9,10].

S druge strane, posljedice sekundarne ozljede mogu se osjetiti i u kasnijim fazama
zivota, u obliku pojave neurodegenerativnih bolesti. Brojne studije pokazale su povezanost TBI
s razvojem Alzheimerove (engl. Alzheimer's disease, AD) i Parkinsonove bolesti (engl.
Parkinson's disease, PD), kao i kroni¢ne traumatske encefalopatije te amiotroficne lateralne
skleroze (ALS) [9]. Jos jedna od teskih dugotrajnih posljedica TBI je epilepsija, koja nastaje
kao posljedica reorganizacije neuralnih krugova koji uzrokuju epileptogeni¢nost [11]. Rizik od
nastanka epilepsije varira ovisno o mjestu udarca, kao i tezini ozljede. Ne izazivaju sve ozljede
posttraumatsku epilepsiju, no studije su pokazale da ukoliko do nje dode, pacijent ima i loSije

funkcionalne ishode [12].

1.1.1. Mehanizmi nastanka sekundarne ozljede

Postoji vise razli¢itih mehanizama ukljucenih u razvoj sekundarne ozljede (Slika 1).
Nekroza, glioza 1 ozljeda aksona zapoc¢inju ve¢ unutar nekoliko minuta od ozljede. Ti procesi

poticu imunoloski odgovor, Cija je funkcija CiS€enje staniCnog otpada koji nastaje kao

2



posljedica smrti neurona. Unutar nekoliko sati dolazi do povecane aktivacije mikroglije i
neuroupale, koja dugoro¢no ostaje prisutna i nekoliko mjeseci nakon TBI [13]. Dugotrajna
neuroupala vodi do proteinopatije, te ubrzava pojavu neurodegenerativnih bolesti povezanih sa
starenjem ili u ljudi s genetskom predispozicijom, kao $to su AD, PD ili ALS [14]. Apoptoza i
demijelinizacija povecavaju se unutar nekoliko dana i mogu trajati tjednima. U konacnici

dolazi do razvoja neurodegeneracije [13].

@ nekroza @ demijelinacija
4 ozljeda aksona ® mikroglioza
apoptoza @ neurodegeneracija
T
=
. —
)
X
—
@ . 2{
1 ) —_ 1
1 1 B 1
min sati dani tjedni mjeseci
primarna sekundarna
ozljeda ozljeda

Slika 1. Slijed razvoja sekundarne ozljede nakon primarne TBI. Slika prilagodena iz

Nokkari i sur., 2018 [15] objavljena pod licencom Creative Commons (CC).



1.1.1.1. Ekscitotoksi¢nost

Jedan od glavnih mehanizama vezanih uz posttraumatsku smrt stanica, odnosno
nekrozu i apoptozu, jest neuronska ekscitotoksi¢nost. Za normalnu neurolosku funkciju
sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) kljucan je balans glutamata i gama-aminomaslacne kiseline
(engl. gamma aminobutyric acid, GABA), glavnih ekscitacijskih, odnosno inhibicijskih
neurotransmitera, do ¢ijih poremecaja dolazi u traumi [16]. Nakon TBI dolazi do bubrenja
membrana i njene rupture, te oslobadanja neurotransmitera i iona u izvanstani¢ni prostor (engl.
extracellular matrix, ECM), Sto rezultira pove¢anom aktivacijom presinaptickih zavrsetaka,
koji se poCinju pojacano depolarizirati i opsezno otpustati ekscitacijske aminokiseline (engl.
excitatory amino acid, EAA), poput glutamata, u sinapsu. Glutamat se nakuplja u ECM-u te
aktivira receptore za N-metil-d-aspartat (NMDA\) i alfa-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4-
propionsku kiselinu (AMPA) na povriini neurona, ¢ime se omogucéava poveéan utok CaZ" i
Na* u stanice. Stanice se tako prezasi¢uju kalcijem, a kao rezultat se aktiviraju putovi stani¢ne
smrti. Oslobadaju se brojne fosfolipaze, proteaze i endonukleaze koje dovode do unistenja
membrana, citoskeleta i fragmentacije DNA [17]. Glija stanice, ¢ija je funkcija regulacija
izvanstani¢nih razina EAA u traumi, smanjuju svoju aktivnost, dolazi do regulacije na nize
EAA transportera te se smanjuje unos EAA iz ECM [16]. EAA se otpustaju i iz nekroti¢nih
stanica, tako da opseg nekroze takoder utjeCe na razine glutamata i dovodi do pogorSanja

ekscitotoksic¢nosti [18,19].

1.1.1.2.  Oksidativni stres

Mozdano tkivo je puno osjetljivije na oksidativna oSte¢enja od drugih tkiva. Do toga
dolazi zbog visoke potros$nje kisika; naime, ¢ak 20% ukupnog kisika u tijelu troSi se na
stvaranje adenozin trifosfata (engl. adenosine triphosphate, ATP) u mozgu, klju¢nog za
neuronsku aktivnost, poput provodenja akcijskih potencijala i otpustanja neurotransmitera. Za
proizvodnju ATP-a klju¢ni su mitohondriji i proces oksidativne fosforilacije. Ve¢ i mali
poremecaji u funkciji mitohondrija mogu dovesti do velikih posljedica na prezivljavanje
neurona [20]. Ekscitotoksi¢nost koja nastaje u TBI uzrokuje porast unutarstani¢nih razina
kalcija te se povecava njegovo sekvestriranje u mitohondriju uz proizvodnju visokih razina
reaktivnih kisikovih (engl. reactive oxygen species, ROS) i dusikovih spojeva (engl. reactive
nitrogen species, RNS), dok se u isto vrijeme smanjuje proizvodnja ATP-a. Kalcij potice
aktivaciju neuronske sintaze dusi¢nog oksida (engl. neuronal nitric oxyde synthase, nNOS) uz
povecano stvaranje NO i RNS. Inducibilni NOS (iNOS) iz mikroglije i makrofaga takoder ima

veliku ulogu u stvaranju toksi¢nih razina NO. ROS i RNS uzrokuju oksidativno ostecenje
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stani¢nih struktura, proteina, masti i nukleinskih kiselina. Tkivo mozga ima manju razinu
antioksidativne zaStite, jer proizvodi nize razine vaznih antioksidativnih enzima — katalaze,
superoksid dismutaze (SOD) i glutation perooksidaze (GPX) — nego druga tkiva. Neuroni su
pogotovo podlozni 0steCenju zbog svog sastava bogatog polinezasi¢enim lipidima koji se lako
oksidiraju pod djelovanjem fosfolipaze A2, enzima koji se takoder pojafano aktivira s
poviSenjem razina kalcija u stanici. ROS 1 RNS mogu dovesti do smrti neurona nekroti¢kim ili
apoptotickim putem. [21,18,22]. Smatra se da su mehanizmi stani¢ne smrti posredovani H20>
u neuronima nakon TBI vezani uz aktivaciju kaspaze 3 i povecanu aktivnost signalnog puta
kinaze regulirane izvanstani¢nim signalima (engl. extracellular signal-regulated kinase, ERK)
1/2 i protein kinaze aktivirane mitogenima (engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK).
NO i drugi RNS inhibiraju citokrom C oksidazu i sprjecavaju nastanak ATP-a ¢ime dolazi do
povecane smrti stanice putem nekroze, ali poti¢u i apoptoticke putove smrti aktivacijom putova

c-Jun N-terminalne kinaze (engl. c-Jun N-terminal kinase, JNK) [23].

1.1.1.3. Poremeéaj krvno-moZdane barijere

Krvno-mozdana barijera (KMB) je barijera izmedu tkiva mozga i cirkulirajuée krvi, a
sagradena je od endotelnih stanica mozga povezanih uskim spojevima, pericita i
perivaskularnih ogranaka astrocita. Uski spojevi smanjuju permeabilnost i onemogucuju
nereguliran prolaz polarnim molekulama u smjeru SZS-a ili periferije. Selektivno je propusna
za lipofilne molekule, kao i vodu i neke plinove, dok se ve¢e molekule poput inzulina ili
glukoze prenose transporterima [24]. Ona omogucava stvaranje posebnog okolisa u SZS, u koji
ne mogu prodrijeti imunoloske stanice iz krvi, kao ni brojne druge makromolekule. Nakon TBI,
dolazi do narusavanja integriteta KMB i njene povecane permeabilnosti [25]. Ozlijedene i
umiruce stanice mozga otpustaju ATP, HMBG1, interleukin (IL) 33 i druge molekule povezane
s ozljedom, koji stimuliraju proizvodnju raznih proupalnih citokina (IL-1p, ¢imbenik nekroze
tumora a (engl. tumor necrosis factor o, TNF-a), IL-18) te protein koji veze kalcij S100B. Oni
aktiviraju mikrogliju 1 astrocite, te induciraju njihovu proizvodnju kemokina 1 povrsinskih
adhezivnih molekula, nuznih za privlatenje monocita, neutrofila i T-limfocita i njihovu

infiltraciju kroz oste¢enu KMB [25,26].

1.1.1.4. Neuroupala

Neuroupala je jedan od kljucnih procesa u putu oporavka i regeneracije ozlijedenog
tkiva, no kada izade iz fizioloskog okvira odgovorna je za poveéanu smrt i poremecaj funkcije

neurona te pogorsanje ishoda ozljede [27]. Neutrofili i makrofazi koji infiltriraju u SZS luge



IL-10, neurotrofni faktor porijeklom iz mozga (engl. brain-derived neurotrophic factor,
BDNF) i druge protektivne molekule kojima Stite neurone, unistavaju patogene kada se radi o
nesterilnoj ozlijedi i odstranjuju otpad umrlih stanica. S druge strane proizvode glutamat i NO*
kojima poti¢u smrt neurona, kao i oste¢enje aksona. Zbog te dvojne uloge, kontrola neuroupale
od izrazite je vaznosti za poboljSanje ishoda TBI [26]. Ukoliko je koncentracija proupalnih
citokina previsoka ili ako traje predugo pa iz akutne neuroupale postane kroni¢na, dolazi do
povecanja ekscitotoksi¢nosti, povecanja stani¢ne smrti, daljnjeg narusavanja KMB, te prodora
jos vise imunoloskih stanica s periferije koje uzrokuju daljnje pogorsanje bolesti [28]. Prejaka
stimulacija mikroglije dovodi do patoloske agregacije proteina i Smanjene sposobnosti

njihovog odstranjivanja, koja vodi u neurodegeneraciju.

1.1.1.5. Neurodegeneracija

Trauma mozga, posebice traumatsko ostecenje aksona, za posljedicu ima stvaranje
patoloskih koli¢ina ili oblika proteina poput tau, amiloida beta ili TAR DNK-vezujuceg
proteina 43 (TDP-43), koji su ukljuceni u patofiziologiju neurodegenerativnih bolesti poput
AD, PD ili ALS. Smatra se i da je otprilike 1,5 puta veci rizik od razvoja demencije u pacijenata
koji su pretrpili TBI. Do stvaranja tih promijenjenih oblika proteina dolazi zbog sila smicanja
koje djeluju na citoskelet, te imaju veliki utjecaj na prijenos raznih molekula duz aksona. Posto
je aksonalni transport naruSen, dolazi do agregacije brojnih proteina, ukljucujuc¢i gore
navedene, koji mogu izazivati patologiju. Primjerice, p-tau agregati vode u apoptozu i oStecuju
mitohondrije, a nadeni su skupa s agregatima beta amiloida u AD. Nakupljanje patoloSkih
oblika TDP-43 povezano je s razvojem ALS-a i frontotemporalne demencije [29]. Na
neurodegeneraciju utjeCe i dugotrajni poremecaj funkcije KMB, jer u perivaskularnom
prostoru dolazi do nakupljanja patoloskih proteina iz krvi, a uz to dolazi i do degeneracije
mikrovaskulature u mozgu ¢ime se smanjuje odstranjivanje toksi¢nih produkata [30]. Poznato
je da promjene koje se dogode nakon TBI, a povezane su uz neurodegeneraciju, poput reaktivne
astroglioze, oSteCenja neurona i degeneracije bijele tvari te poviSenih razina biljega AD,

perzistiraju i 10 godina nakon TBI, te uzrokuju demenciju u kasnijim fazama Zivota [31].



1.2. Astrociti i njihova uloga u traumatskoj ozljedi mozga

1.2.1. Uloga astrocita u o¢uvanju krvno-mozdane barijere i cerebralnog protoka

krvi nakon traume

Astrociti su potporne stanice mozga odgovorne za regulaciju mikrookolisa,
prezivljavanje neurona i odrzavanje sinapticke funkcije, ali i jedne od najvaznijih stanica u
patofiziologiji traume mozga. Jedna od njihovih klju¢nih funkcija je u razvoju i odrzavanju
KMB. Perivaskularni ogranci astrocita omoguc¢avaju dodatnu kontrolu prijenosa molekula kroz
endotelni sloj KMB, tako $to stvaraju glijalnu bazalnu laminu oko vaskulature [32,33].
Astrociti tada djeluju kao posrednici izmedu neurona i krvozilnog sustava - reguliraju protok
hranjivih tvari i kisika iz periferije u SZS, dok istovremeno Stite neurone od neurotoksina iz
krvi i ROS. Takoder, ogranci astrocita koji tvore KMB imaju puno akvaporina 4 (AQP4)
kojima reguliraju volumen tekucine u stanici te intersticijskom i vaskularnom prostoru mozga,
$to upucuje na to da astrociti imaju klju¢nu ulogu u homeostazi vode i iona u SZS-u. AQP4 su
udruzeni s drugim transportnim proteinima na astrocitnoj membrani, poput ortogonalnih
nizova Cestica (engl. orthogonal arrays of particles, OAP) s kojima sudjeluju u procesima
selektivnog transporta molekula kroz KMB [32]. Prolaz otpadnih produkata iz SZS-a u krv ide
putem glimfati¢kog sustava, koji je takoder posredovan s AQP4. Cerebrospinalna tekuéina se
izmjenjuje s intersticijskom teku¢inom djelovanjem gradijenta pritiska potpomognuta
arterijskim pulsiranjem, te se intersticijska tekucina izlijeva u perivenozni prostor kojim odlazi

u cervikalni limfni sustav [34-36].

Astrociti reguliraju i cerebralni protok krvi, ovisno o tome u kojim regijama je povecana
aktivnost neurona, a time i povec¢ana potreba za glavnim izvorima energije mozga, kisikom i
glukozom. Oni sluze kao posrednici koji prenose signale o energetskim zahtjevima neurona u
vaskularni endotel, putem porasta unutarstaniénog Ca®* i ludenja prostaglandina E; i
epoksieikozatrienoi¢nih kiselina, te 20-hidroksieikozatrienoi¢nu Kiselinu, kojima izazivaju

vazodilataciju, odnosno vazokonstrikciju [37].

U traumi dolazi do poremecaja regulacije KMB od strane astrocita koji lu¢e brojne
¢imbenike povezane s otvaranjem KMB kao $to su glutamat, aspartat, ATP, TNF-a, dusikov
oksid (NO) i upalni protein makrofaga 2 [38]. Dolazi do disfunkcije AQP4 i njegove
mislokalizacije, kao i smanjenog utoka cerebrospinalne teku¢ine u mozak. Disfunkcija AQP4
dovodi do poremecaja permeabilizacije KMB. Ti ¢imbenici mogu biti povezani s razvojem

edema mozga, kao i smanjenim odstranjivanjem tau proteina, koji kasnije moze doprinijeti



razvoju neurodegenerativnih bolesti [35,39]. Takoder dolazi i do gubitka vaskulature, ali se u
roku nekoliko dana pokrece proces angiogeneze, kako bi se ponovno uspostavio protok krvi.
U tom procesu astrociti igraju jednu od glavnih uloga luce¢i ¢imbenik rasta vaskularnog
endotela (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) koji povecava migraciju i

proliferaciju endotelnih stanica i omogucava izbijanje novih krvnih Zila [40].

1.2.2. Reaktivna astroglioza i astrocitni oZiljak

Glavni biljeg astrocita je fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic
protein, GFAP) [41]. GFAP ima brojne vazne uloge u mozgu, a nNjegov povecan izrazaj U
traumi upucuje na njegove vazne uloge koje ima u tom stanju. Povezan je s proliferacijom
astrocita, ali i supresijom proliferacije neurona i rasta neurita. Sudjeluje u stvaranju fizicke
barijere kako bi se odvojio osteceni dio mozga nakon traume od okolnog zdravog tkiva.
Sudjeluje u regulaciji protoka krvi nakon ishemije, pridonosi mijelinaciji i funkciji KMB, te

pruza mehani¢ku snagu [42,43].

Nakon traume moze do¢i do prejake aktivacije astrocita, stanja koje se naziva reaktivna
astroglioza, koja je karakterizirana povecanim izrazajem GFAP-a, ¢iji porast u izraZaju Cesto
odgovara jacini ozljede [44]. Dolazi do proliferacije i hipertrofije astrocita koji poprimaju
zvjezdasti oblik, uz povecanu proizvodnju intermedijarnih filamenata. Nastaje gusta mreza
aktiviranih astrocita, okruzenih specijaliziranim izvanstani¢nim matriksom, koja onemogucava
rast aksona s jedne strane pruzajudi fizi¢ku barijeru, a s druge luceci razne inhibitore rasta
aksona, poput NG2 proteoglikana, tenascina C i semaforina 3A. Takvo stanje naziva se
astrocitni oziljak, te moze imati $tetne posljedice po pitanju oporavka, a uz to moze uputiti i na
progresiju i ishod TBI [45-47]. Astrocitni oziljak s jedne strane odvaja mjesto ozljede od
zdravog tkiva, sprjecava Sirenje upale i omogucava odstranjivanje patogena i umirucih stanica,
ali u isto vrijeme i prekida veze izmedu neurona, $to je glavni problem kod aksonalne
regeneracije i obnove veza neurona [47,48]. Povisene razine GFAP-a nakon TBI mogu se naci
i u krvi, te se mogu Koristiti u klinici kao jedan od biljega tezine 0zljede, a mogu ostati povisene
i do 14 godina nakon TBI [31].

Astrociti su u stalnoj komunikaciji s neuronima i drugim glija stanicama oslobadajuci
gliotransmitere, neuromodulatore, faktore rasta, citokine i egzosome kojima mogu modulirati

njihovu funkciju i utjecati na sinapti¢ku plasti¢nost [49,50,44].



1.2.3. Regulacija sinapse i gliotransmisija

Jos jedna od vaznih funkcija astrocita je odrzavanje sinapticke povezanosti, kao i
modulacija sinapticke plasti¢nosti — procesa modulacije sinapticke transmisije izmedu dva
neurona, ovisne o njihovoj aktivnosti [51,52]. Svojim izdancima oko sinapsi stvaraju
perisinapti¢ke ovojnice, u kojima se nalaze brojni transporteri, ioni, neurotransmiteri i druge
molekule poput Kkolesterola, trombospondina, estradiola i integrina, kojima reguliraju
sinapse naziva se tripartitna sinapsa [49,55]. Astrociti integriraju i procesiraju informacije koje
se izmjenjuju izmedu dva neurona, ali i susjednih sinapsi te nisu samo pasivni sudionici koji
reagiraju na razlicite razine oslobodenih neurotransmitera, ve¢ aktivno sudjeluju modulirajuci

prijenos signala [56].

Astrociti posjeduju brojne receptore kojima nadgledaju mikrookoli§ mozga i sudjeluju
u odrzavanju homeostaze [57,58]. Neki od tih receptora su transporteri za ekscitacijske
aminokiseline (engl. excitatory aminoacid transporter, EAAT), ¢lanovi SLCI1 (engl. solute
carrier 1) superobitelji, §to je skupina transmembranskih transportera za aminokiseline. Postoji
5 podtipova EAAT transportera (1-5), od kojih su na astrocitima prisutni EAAT1 i EAAT2
[59]. Izrazeni su na perisinaptickim astrocitnim zavrSetcima u velikoj gustoci, te se smatra da
EAAT1 protein zastupa oko 1% svih proteina eksprimiranih u mozgu [19]. To ukazuje na
njihovu veliku vaznost u regulaciji sinapse, gdje odrzavaju izvanstani¢ne razine EAA, posebice
glutamata, u normalnim razinama i na taj nacin sprjeavaju njegovu toksi¢nost na neurone
putem prejake stimulacije [60]. Zna se da otprilike 90% sinapsi koristi glutamat te da one trose
80% energije producirane u mozgu. Stoga je iznimno vazno Kkontrolirati razine ovog

neurotransmitera u sinapsi i ECM [19].

Glutamat se ne moze u potpunosti metabolizirati na sinapsi, ve¢ se visak glutamata
vraca u neurone i unosi u astrocite [59]. Proces regulacije koli¢ine glutamata izmedu neurona,
astrocita i ECM zove se glutamat-glutamin ciklus. On je vazan za regulaciju metabolizma
neurotransmitera u neuronima, posebno zato $to je glutaminergi¢ko signaliranje iznimno
energetski zahtjevno za neurone [61]. Taj ciklus ide po principu da su astrociti glavne stanice
za unos glutamata, od kojeg jednu Cetvrtinu metaboliziraju, a ostatak uz pomo¢ glutamin
sintaze pretvaraju u glutamin, kojeg oslobadaju u ECM. Glutamin potom neuroni unesu u sebe
gdje se opet pretvaraju u glutamat. Na taj nacin se nadoknaduje zaliha glutamata u neuronima

[19]. Takoder, astrociti reguliraju i razine dostupnog Ca?* u sinapsama, posebice u situacijama



Seste i jake neuronske aktivnosti, kada postoji rizik od pada koli¢ine Ca®* klju¢nog neuronima
za rad. Astrociti iz svog endoplazmatskog retikuluma oslobadaju svoje zalihe kalcija, koje
Ca?*/Na* transporterima bivaju oslobodene u ECM. [62]. Stimulacija astrocita glutamatom i

unutarstaniéne oscilacije Ca?* poti¢u oslobadanje gliotransmitera [63].

Gliotransmisija podrazumijeva oslobadanje brojnih neuroaktivnih tvari poput
glutamata, ATP-a i adenozina, GABA-e, D-serina te brojnih citokina, kojima astrociti
reguliraju funkciju neurona, ali i drugih glija stanica. Na taj na¢in mogu sudjelovati u
odrzavanju plasti¢nosti, jer moduliraju komunikaciju izmedu neurona, tako Sto aktiviraju
izvansinapticke recepore na pre- i post-sinaptickim neuronima. Na presinaptickim neuronima
mogu utjecati na otpustanje neurotransmitera, na na¢in da ga povecavaju ili smanjuju, kako na
ekscitacijskim, tako i na inhibicijskim sinapsama. Postsinapticki djeluje na stupanj aktivacije
NMDA receptora ili direktno na depolarizaciju neurona [48,52]. Gliotransmisija je vazna i za
proces neurogeneze, jer svojim sekretomom i regulacijom brojnih faktora u izvanstani¢cnom
prostoru utje¢u na neurogensku nisu, $to je dokazano kod astrocita hipokampusa, ali ne i ledne
mozdine. Oni proizvode neurotrofni i mitogeni protein S100B koji dovodi do proliferacije i
diferencijacije progenitorskih stanica. Mogu diferencirati u manje specifican fenotip koji

pokazuje karakteristike mati¢nih stanica [64].

TBI uzrokuje znacajan poremecaj rada sinapse i gliotransmisije. Gubitak EAAT1
transportera smanjuje sposobnost odstranjivanja izvanstanicnog glutamata, Sto rezultira
glutamatnom ekscitotoksi¢nosc¢u i poti¢e kaskadu sekundarnog odgovora na ozljedu [65-67].
Takoder, veliko oslobadanje ATP-a iz astrocita aktivira okolne astrocite u lan€anom nizu
stimulacijom oslobadanja Ca?* u tzv. kalcijevom valu, a takoder poti¢e aktivaciju mikroglije
putem purinergi¢énih P2 receptora [68,69]. Razgradnjom ATP-a dolazi do nakupljanja
gliotransmitera adenozina, ¢ija je uloga supresija sinapticke aktivnosti smanjenjem oslobadanja
EAA i hiperpolarizacijom postsinapticke membrane. Smatra se da je disregulacija adenozina
odgovorna za odredene psihijatrijske simptome nakon TBI poput anksioznosti, da utjece na
poremecaj pamcenja te da sudjeluje u procesu epileptogeneze [70,71]. Takoder, nakon TBI
astrociti poc¢inju proizvoditi i otpustati D-serin, koaktivator NMDA receptora kojeg inace
oslobadaju samo neuroni, a ovaj gliotransmiter porijeklom iz astrocita moze izazvati

disfunkciju sinapse i smatra se jednim od uzro¢nika nastanka kognitivnih poremecaja [72].
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1.2.4. Modulacija funkcije neurona i drugih glija stanica putem lu¢enja egzosoma

Brojne stanice u naSem organizmu proizvode izvanstani¢ne vezikule koje su posrednici
u komunikaciji izmedu stanica i tkiva. Jedne od takvih vezikula su egzosomi, kruznog oblika i
veli¢ine 30-100 nm, koje se oslobadaju procesom egzocitoze iz multivezikularnog endosoma.
Egzosome proizvode sve stanice mozga, pa tako i astrociti. Oni sadrze brojne proteine, lipide,
molekule ribonukleinske kiseline (RNK) i mitohondrijske deoksiribonukleinske kiseline
(DNK), kojima neuroloske stanice medusobno komuniciraju, utje¢u na rast i moduliraju
funkcije [50]. Osim modulacije stanica prijenosom brojnih molekula, na funkciju se moze
utjecati i aktivacijom signalnih kaskada, tako da se egzosomi vezu se na membranske receptore,
ili regulacijom razine odredenih proteina u izvanstani¢nom matriksu [73]. Nemaju u¢inke samo
na stanice u neposrednoj blizini mjesta oslobadanja, ve¢ se luce i u cerebrospinalnu tekuéinu
(engl. cerebro-spinal fluid, CSF) i krv, kojima putuju do distalnih organa i tkiva, te dostavljaju
vazne molekularne informacije [74]. Egzosomi se karakteriziraju detekcijom raznih proteina
prisutnih u njihovoj membrani i citosolu, specifi¢nih za tu vrstu vezikula. Neki od njih su
intravezikularni protein TSG101 (engl. tumor susceptibility gene 101) i membranski proteini
tetraspanini CD81 i CD63 (engl. cluster of differentiation, CD) [75].

Egzosomi su kljuéni za odrzavanje zdravog SZS-a, §to uklju¢uje procese plasti¢nosti,
mijelinizacije i regulaciju izbijanja neurona. Recimo, EV prenose Arc proteine (engl. activity-
regulated cytoskeleton-associated protein; Arc), jedne od glavnih regulatora neuroplasti¢nosti
koji utjeCu na citoskelet 1 na izraZaj receptora za neurotransmitere. Takoder mogu prenositi
komponentu komplementa C3, potencijalno uklju¢enu u proces neuroplasti¢nosti na razini

eliminacije slabijih sinapsi u procesima razvoja i u¢enja [74].

Egzosomi porijeklom iz astrocita (engl. astricyte derived exosomes, ADE) imaju ulogu
u prezivljenju, rastu i razvoju neurona, ali i u patofiziologiji, kao i u komunikaciji s perifernim
imunoloskim sustavom [76]. Neki od proteina koje sadrze su HSP70, koji se poja¢ano oslobada
u uvjetima poviSene temperature i upale i iskazuje neuroprotektivno djelovanje [77]. Sinapsin
se pojacano oslobada u uvjetima niskih koncentracija glukoze i1 kisika ili kod pojacanog
stvaranja H202, omogucava vece prezivljenje i potice rast neurita [78]. U normalnim uvjetima,
ADE sadrze i faktore rasta vazne u procesu angiogeneze FGF-2 i VEGF, ¢ime mogu utjecati
na rast vaskularnog endotela [79]. U ADE su prisutni i transporteri za ekscitacijske

aminokiseline EAAT1 i EAAT?2, ¢ija se koncentracija povecava u reaktivnim astrocitima, sto
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upucuje na potencijalnu ulogu ADE u povecavanju kapaciteta za odstranjivanje viska

glutamata [80].

Razna patoloSka stanja mogu utjecati na stvaranje subpopulacija egzosoma te na taj
naé¢in modulirati njihove ucinke. Ozljeda ima velik utjecaj na sadrzaj ADE. Mechanic¢ko
rastezanje i povisene razine glutamata povecavaju oslobadanje ATP-a koji potic¢e oslobadanje
egzosoma i povecava u njima udio proteina RPL10 i NETO1 koji su uklju€eni u sinaptogenezu
i rast neurita [76]. Proupalni citokini TNFa i IL-1PB poveéavaju koli¢ine mikroRNK (miRNK)
koje inhibiraju neurotrofno signaliranje i na taj nacin suprimiraju funkciju neurona [81].
Pojacano oslobadanje IL-1f utjece i na NF-xB put u astrocitima te se oslobadaju egzosomi S
povecanim sadrzajem komponente komplementa C3 koji poticu migraciju neutrofila na mjesto
ozljede, osSteCuje neurone i sinapse, te povecan sadrzaj lizil oksidaze koja potice izrazaj
adhezijskih molekula kao i proizvodnju citokina [76,82]. U uvjetima traume ili stresa SZS-a, u
astrocitima se povecava proizvodnja ¢imbenika inhibicije leukemije, koji se prenosi u neurone
putem egzosoma, omogucava im otpornost protiv glutamatne ekscitotoksi¢nosti i omogucéava
vece prezivljenje [83]. Ukoliko su astrociti izloZeni veé¢im razinama IL-10, poveéava se udio
proteina ukljucenih u rast aksona i neuroplasti¢nost. Oksidacijski stres, koji takoder nastaje u
uvjetima ozljede, povecava u ADE sadrzaj apolipoproteina D, PrP i STI-1, koji pruzaju
neuroprotekciju od ROS, ishemije, hipoksije i hipoglikemije [84]. Egzosomi imaju velik utjecaj
proteina u zdrave stanice, ali s druge strane mogu sudjelovati i u njihovom ¢iscenju [74]. Jedno
in vitro istrazivanje pokazalo je da ADE u modelu AD imaju povecan sadrzaj HspB1 proteina,

koji se lu¢i kao odgovor na amiloid-beta i djeluje protektivno na neuronima [85].

ADE bili su predmet istrazivanja u in vitro i in vivo modelu ishemijske ozlijede mozga.
Rezultati ove studije pokazali su da astrociti putem egzosoma reguliraju autofagiju i na taj
nacin smanjuju apoptozu neurona. Protektivna autofagija moze zastititi neurone od apoptoze,
jer odstranjuje osteceno tkivo 1 proteine, ali u prevelikoj koli¢ini dovodi do suprotnog ucinka,
poti¢e smrt. U modelu ishemijske bolesti, pokazalo se da inhibicija autofagije dovodi do
smanjene apoptoze i do smanjenja ozljede neurona [86]. Naknadnom studijom, utvrdilo se da
je ovaj ucinak rezultat povecanog prijenosa jedne miRNK, miR-190b, u neurone, gdje se
smanjuje apoptoza potaknuta uskra¢ivanjem kisika 1 glukoze, na nacin da se sprjecava

autofagija [87].
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Komunikacija stanica putem egzosoma jedan je od vaznih nacina kako stanice mozga
medusobno moduliraju svoje funkcije. ADE i egzosomi generalno, imaju velik terapijski
potencijal zbog svoje sposobnosti prijenosa brojnih proteina i miRNK koje bi mogle utjecati
na razvoj sekundarne ozljede nakon TBI. Uz to, mogu¢ je njihov prolaz kroz KMB, posebice
intranazalnim putom primjene, $to im povecava terapijski potencijal za lijecenje oboljenja
SZS-a [88].

1.3.  Uloga mikroRNK u patofiziologiji traumatske ozljede mozga

1.3.1. Sinteza i lu¢enje mikroRNK

MikroRNK (miRNK) male su jednolancane, nekodiraju¢e RNK, duzine 20-25
nukleotida, koje imaju brojne vazne uloge u regulaciji izrazaja gena, na razini posttranslacije.
Sekvence nukleotida na 5 kraju mIRNK vezu se na komplementarnu sekvencu 3'
netranslatiranog kraja mRNK ¢ime se onemoguc¢i njihova translacija ili usmjerava u put
degradacije [89]. Imaju vazne uloge u svim stani¢nim procesima — proliferaciji, diferencijaciji,
metabolizmu, kao i u regulaciji imunoloskog odgovora, a posebnu znacajnost imaju i u

neurorazvoju [90].

MIRNK se nalaze u citoplazmi, ali i brojnim stani¢nim odjeljcima — endoplazmatskom
retikulumu, mitohondrijima, dendritima, sinapsama, jezgri te egzosomima. Koncentrira se na
mjestima gdje je vazna njena funkcija, te mMiIRNK koje imaju djelovanje na sinapti¢ku funkciju
nakupljaju se u dendritima i aksonima gdje je puno mRNK koje kodiraju proteine sinapse. One
se translociraju na razna mjesta u stanici putem fosforilacije argonaut proteina na kojeg su

vezane, u kompleksu za uti$avanje [91].

1.3.2. Uloga miRNK u sredi$njem Ziv€anom sustavu

Svaka miRNK moze utjecati na uti$avanje, a u nekim sluc¢ajevima i poticanje izrazaja
stotine gena [92]. Dosadasnja istrazivanja ukazala su na njihovu vaznost u razvoju i regulaciji
SZS-a, te su poznate brojne miRNK uklju¢ene u procese proliferacije stanica i neurogeneze
poput MIRNK 19, miRNK 21, miRNK 96, miRNK 143, miRNK 145, miRNK 182, miRNK
206 i druge [90]. Izrazaj brojnih miRNK vazan je u embrionalnom razvoju za usmjeravanje
diferencijacije, odnosno, one su jedan od ¢imbenika koji odreduje hoce li stanice postati
neuroni ili neka od glija stanica. | nakon razvoja, miRNK imaju vazne uloge u kontroli funkcije

stanica mozga i ekscitabilnosti [91].
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Osim fizioloskih, mIRNK su ukljucene i u patofizioloske procese u mozgu. Nakon
mozdanog udara primijecena je povecana razina miRNK 191 koja pogorsava ishemiju tkiva
inhibicijom angiogeneze. Kod razvoja neurodegenerativnih bolesti takoder dolazi do njihove
deregulacije, a odredene se miRNK mogu Koristiti kao biljezi Alzheimerove bolesti [93].
Nakon TBI, dolazi do poremecaja izrazaja MiRNK §to se moze mjeriti odredivanjem njihovih
razina u krvi, likvoru i slini. Identificiran je niz miRNK koje ili povecavaju ili smanjuju izrazaj
brojnih gena ukljucenih u procese koji utjecu na ishod TBI, poput prezivljavanja neurona,

poremecaja KMB i utoka limfocita, agregaciju trombocita i infarkt tkiva [94].

Osim negativnih utjecaja, oscilacije u izrazaju MIRNK nakon bolesti ili ozljede
povezane su i s poboljsanjem ishoda nakon TBI. Za miRNK 92b 3p porijeklom iz ADE
pokazano je da smanjuje smrt i apoptozu uzrokovanu deprivacijom Kisika i glukoze u
neuronima [95]. Smanjenje izrazaja MIRNK 15a nakon mozdanog udara pogoduje
angiogenezi, povecavajuci stvaranje FGF2 i VEGF, a smanjen izrazaj miRNK 9 i miRNK 200b
u istim uvjetima potice remijelinaciju [96]. Pojacani izrazaj miRNK 17-92 klastera ili miRNK
27a aktivira intrinzi¢ne neuronske signale rasta. MiRNK imaju uc¢inak i na neurovaskularnu
jedinicu koja je osnova KMB, mogu utjecati na propusnost djelovanjem na uske spojeve
izmedu endotelnih stanica, MIRNK 132 sprjeava djelovanje metalopeptiraze matriksa 9 i
onemogucava razgradnju proteina uskih spojeva, dok miRNK 210 ima suprotan u¢inak i ometa

djelovanje proteina spojnica. [93].

MIRNK porijeklom iz astrocita ne utjeCu samo na neurone, ve¢ mogu modulirati i
funkcije mikroglije. Studije su pokazale da ADE koji sadrze miRNK 873a 5p mogu potaknuti
prelazak mikroglije na protuupalni M2 fenotip, Sto podrazumijeva smanjeno lucenje
proupalnih faktora iz mikroglije, a povecano lucenje onih protuupalnih, s posljedi¢nim

smanjenjem nauroupale i edema mozga [97].

Iz navedenog, izvjesno je da miRNK imaju izrazito znacajan utjecaj na ishod raznih
oboljenja SZS-a, uklju¢ujuéi TBI, te da su ove mikrovezikule jedne od zanimljivih meta za

potencijalnu terapiju.
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1.4. Strategije lijeCenja traumatske ozljede mozga

1.4.1. Pregled standardnih terapijskih pristupa traumatske ozljede mozga

U lijeCenju TBI, rani pocetak terapijskih intervencija od iznimne je vaznosti, kako bi se
minimizirala hipoksija, ekscitotoksi¢nost, rana smrt stanica te se smanjilo opseg i tezinu
kasnijih posljedica. Teski oblici traume lije¢e se ¢im ranije moguce, jer se smatra da
neuroprotektivnost tih postupaka opada s vremenom [98]. Primarni pristup u terapiji blazih
oblika traume je simptomatsko lijeCenje — odmor, hidracija i primjena analgetika, a mogu se

primijeniti i osteopstske masaze i hiperbari¢na terapija kisikom [99].

Tijekom terapije TBI, vazno je kontinuirano pratiti intrakranijalni pritisak (IKP),
cerebralni perfuzijski tlak i oksigenaciju mozga. Bazirano na dobivenim informacijama o
stanju pacijenta, bira se terapijski pristup koji moze varirati ovisno o vrsti, obliku i tezini
ozljede. IKP je vazno pratiti posto on snazno korelira s mortalitetom i morbiditetom nakon TBI
te se prati u stvarnom vremenu ugradnjom probe u parenhim mozga. Smatra se da je poviSen u
vrijednosti > 20 mmHg. Na njega se moze utjecati pozicioniranjem glave, sedacijom,
indukcijom kome lijekovima, terapijom hiperosmolarnim otopinama natrija ili manitola,
dekompresijskom kraniotomijom i drenazom cerebrospinalne tekuéine [100,101]. Terapija
hipertoni¢nom otopinom natrija poveéava osmolarnost, sprje¢ava ulaz vode u medustani¢ni
prostor i stanice 1 povecava volumen unutar krvnih Zila. Time dolazi do poboljSanja protoka
krvi u mozgu i smanjenja edema. Ovaj oblik terapije pokazao se pozitivnim po pitanju
prevencije komplikacija nakon TBI i koli¢ini potrebnih intervencija. Nazalost, pozitivni uinci
nisu bili zna¢ajni po pitanju dugoro¢nog neuroloskog ishoda [102], te mogu imati nuspojave
poput akutnog zatajenja bubrega, trombocitopenije i neutropenije [103]. Dekompresijska
kraniotomija podrazumijeva odstranjivanje odredene koli¢ine kosti lubanje kako bi se
poboljsao IKP, cerebralni perfuzijski tlak i oksigenacija mozga, te kako bi se smanjio pritisak
na mozdano deblo. Ova metoda poboljsava vrijednosti ishoda na glasgowskoj ljestvici ishoda
(engl. Glasgow outcome scale, GOS) i smanjuje smrtnost. No, prezivljenje ne podrazumijeva
I potpun oporavak posto pacijenti mogu razviti ozbiljne komplikacije kao Sto su prosirenje
postojece ozljede, hematom, hernijacija mozga kroz kraniotomijski otvor, epilepticki napadaji
ili hidrocefalus, a dio njih mozZe ostati u perzistentno vegetativnom stanju [100]. Ovim
metodama smanjuje se napredak ozljede uzrokovan edemom i smanjenom oksigenacijom
tkiva, no mogu imati svoje nezeljene posljedice i ne mogu dovesti do popravka strukturnih

oStecenja nastalih u traumi.
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Brojne studije bile su posveéene pronalasku na¢ina kako povecati prezivljenje i
oporavak pacijenata s TBI. Jedna od tih metoda bila je terapija hipotermijom. Neke studije
pokazale su da ve¢ male promjene u temperaturi mogu dovesti do promjene patoloskih procesa
u mozgu. Naime, hipotermijom se usporava se mozdani metabolizam, smanjuju se zahtjevi za
kisikom i potro$nja energije. Smanjuje se i stvaranje laktata, te stabilizira pH TBI pacijenata
[104]. Smanjuje se oslobadanje glutamata, kao i oslobadanje proupalnih citokina $to utjece i
na permeabilnost KMB [105]. Po pitanju ucinka na signalne putove u stanici, hipotermija
inhibira aktivaciju nekoliko apoptotickih putova, a s druge strane pojacava izrazaj proteina
poput BDNF, ERK, BCL2, uklju¢enih u stani¢no prezivljenje [106]. Djeluje i na mitohodnrije
gdje smanjuje oslobadanje kaspaze 3 i citokroma c. Unato¢ tome §to su rezultati
eksperimentalnih istrazivanja bili obecavajuci, problem kod hipotermije je taj $to ju je tesko
translatirati u kliniku. Pokazalo se da su stare metode postizanja hipotermije poput leda i
hladnih pokrivaca izazivale komplikacije u pogledu kardiovaskularnih poremecaja i veceg
rizika od infekcija te se ova metoda opSirno koristila samo kroz 60-te godine proslog stoljeca,

dok se sada sve vise okre¢e drugim metodama [105].

Uz navedenu terapiju, potencijal je pokazala i hiperbari¢na terapija kisikom, u svrhu
prevencije ishemije i posljedi¢nog osteCenja tkiva uzrokovanog manjkom kisika. U traumi je
poveéan metabolizam u mozgu, a nedostatak kisika posredovan edemom, povisenim IKP i
kolapsom kapilara rezultira pove¢anjem anaerobnog metabolizma i gubitka ATP-a, Sto
posljedi¢no dovodi do smanjenja rada Na*/K*ATP-aze, disbalansa elektrolita i aktivaciju
putova stani¢ne smrti [107]. Pacijentima se daje 100%-tni kisik, pod tlakom iznad 1 atmosfere,
Cime se postize veca zasi¢enost plina u Kkrvi te se omogucuje da vise kisika dospije do
hipoksicnog tkiva. Time se postize povratak na aerobni metabolizam, poboljSava se
prokrvljenost i smanjuje IKP, smanjuje se neuroupala i edem. Nedostatak ove terapije je
toksic¢nost kisika zbog produkcije ROS-a, $to je posebno izrazeno u tkivu pluca i mozga [107].

Oba navedena oblika terapije pokazala su da dolazi do poboljSanja ishoda na GOS ljestvici.

1.4.2. Farmakolo$ka neuroprotekcija u terapiji traume mozga

Primjena farmakoloSke neuroprotekcije u terapiji traumatske ozljede mozga zapocela
je 1980-tih godina, te je u pocetku bila usmjerena na odrzavanje strukture i funkcije neurona,
dok su ostale stanice mozga bile u tim istrazivanjima zanemarene. S vremenom se pokazalo da

je od velike vaznosti zastititi i glija stanica mozga, kao i vaskularne stanica te se opseg

istrazivanja prosirio [1].
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Neki od obecavajuc¢ih lijekova bili su iz skupine lijekova za lijeCenje dijabetesa,
glitazoni i glibenklamid, potom kortikosteroidi, statini, eritropoetin i progesteron [1,108].
Glitazoni su zbog svojeg akutnog djelovanja na inhibiciju NF-xB signalnog puta bili povoljni
za smanjenje upale i oksidativnog stresa [109], a uz kroni¢nu primjenu pokazali su povecan
oporavak tkiva mozga, obnovu neurovaskularne jedinice i popravak KMB [110]. Primjena
deksametazona, posebice u kombinaciji sa statinima, djelovala je obec¢avaju¢e zbog u¢inka na
smanjenje lucenja proupalnih faktora i inhibiciju apoptoze, obnovu neuralne funkcije te
smanjenje poremecene angiogeneze [111,112]. Statini sami po sebi pokazali su protuupalno
djelovanje na tkivo mozga nakon TBI, a uz to i poboljSanje cerebralnog protoka krvi
povecanjem izrazaja eNOS-a i produkciju NO [103]. Eritropoetin se takoder pokazao kao dobar
terapijski kandidat, zbog svojeg snaznog antiapoptotickog utjecaja na stanice u SZS-u [113].
Progesteron je u in vivo modelima ozljede pokazao svojstva neuroprotekcije, smanjenja edema
i volumena lezije te boljeg ishoda oporavka [114,115]. Rezultati ovih istrazivanja dobiveni su
pokusima na zivotinjskim modelima misSa i Stakora, te su zbog svojih povoljnih ishoda

navedeni lijekovi bili razmatrani kao kandidati za klini¢ka istrazivanja.

Nazalost, iako su pretklinicke studije pokazale obecavajuce rezultate, njihova
translacija u klinicke uvjete nije dovela do usporedivih ishoda. Razlozi za to su brojni, od
razlika u vrsti, mjestu i tezini ozljede preko kompleksnosti mehanizama sekundarne ozljede,
ogranicenosti u znanju o djelovanju lijeka u smislu nedovoljno opsezne pretklinicke
farmakoloSke evaluacije, razlike u eksperimentalnim procedurama, vrstama traume, vrstama
Zivotinja na kojima se provode istrazivanja. nepoznavanje terapijskog okvira, i drugo [116].
Vecina ovih lijekova ima djelovanje usmjereno na samo jedan mehanizam sekundarne ozljede,
te je teSko ocekivati da Ce terapija biti uspjeSna dok se ne razvije neki lijek koji ¢e utjecati na
vise komponenti sekundarne ozljede [27]. Takoder, cesto je primjena ovih lijekova imala i
brojne nezeljene posljedice zbog kojih se terapija morala prekinuti, dok pozitivni rezultati nisu
bili reproducibilni [116,117]. Jo$ jedan od problema farmakoloske neuroprotekcije je i to $to
Cesto molekule lijekova ne mogu prije¢i KMB, te su potrebne inovativne metode kojima bi se
omoguc¢io laksi unos tih molekula u SZS [118], a i nakon prolaska KMB tu je problem

distribucije i akumulacije na zeljenom mjestu gdje je terapija potrebna [119].
1.4.3. Terapije u razvoju

Ne postoji jedinstven oblik terapije koji bi pomogao svim pacijentima u sprjecavanju

razvoja sekundarne ozljede. Unato¢ tome $to se rade brojna predklinicka ispitivanja, mali broj
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njih dolazi do razine klinicke primjene zbog neuspjesne translacije. [120]. Smatra se da bi se
trebalo ispitivati robusnije oblike terapije, te da bi one mogle biti dovoljno potentne kako bi

uspjele nadi¢i heterogenost slucajeva [98].

Jedan od novih pristupa u fazi istrazivanja je terapija induciranim pluripotentnim
mati¢nim stanicama (IPMS), kojima bi se potaknuo nastanak novih neurona. Posto su neuroni
u postmitotickoj fazi i ne mogu se nadoknaditi nakon gubitka, na ovaj nacin bi se dostavilo
nove neurone na mjesto ozljede. Ovim pristupom, somatske stanice samog pacijenta pretvorile
bi se u IPMS primjenom razli¢itih faktora dediferencijacije. Problem s ovom terapijom je sama
uspjesnost usmjeravanja diferencijacije u neurone, te izbjegavanja stvaranja tumorskih tvorbi.
Stoga se preferira direktno linijsko reprogramiranje, kada se somatska stanica pacijenta, npr.
fibroblast, usmjeri u novi neuron. Pokazalo se da se ova terapija moze provoditi i in Situ, ¢ime
bi se direktno mogli nadomjestiti neuroni samo tamo gdje su potrebni, na mjestu ozljede. No,
prije primjene u klinici, potrebno je u potpunosti razjasniti mehanizme diferencijacije takvih
stanica, te poboljsati efikasnost konverzije koja je dosta niska. Takoder, potrebno je naci nacine
kako starije stanice usmjeriti u neurone, poSto se pokazalo da starije stanice imaju manji

potencijal za procese diferencijacije/dediferencijacije [121,122].

Terapije u razvoju fokusiraju se i na ciljane strukture u stanicama, poput mitohondrija.
Poremecaji rada mitohondrija usmjeravaju stanicu u putove stani¢ne smrti, a s povecanim
stvaranjem ROS i RNS nakon traume, dolazi i do velike mitohondrijske disfunkcije, koja
uzrokuje opseznu smrt neurona. Stoga bi se minimizacijom ostec¢enja mitohondrija, primjenom
terapije koja ¢e djelovati lokalizirano u njima, moglo poboljsati ishode nakon TBI. Specificno,
moze se ciljati produkciju ROS-a, koja ostane visoka produljeno vrijeme nakon traume, kao i

smanjenje aktivnosti iINOS-a [22].

Sve vise se u medicini govori o vaznosti miRNK i regulaciji genskog izrazaja kao
sredstva u dijagnostici i lijeCenju niza bolesti. MIRNK imaju jednostavnu gradu, a izrazito
Siroke 1 snazne ucinke na regulaciju stotine gena, te su stoga zanimljive. U tijeku su brojna
klinicka istrazivanja gdje je glavni fokus na primijeni miRNK kao terapijskog sredstva za
lije¢enja raka. No sve vise se spominju i u kontekstu SZS oboljenja, uklju¢ujué¢i mozdani udar,
TBI i ozljede ledne mozdine. Kao dijagnosticko sredstvo, mMiIRNK se izoliraju iz krvi ili CSF-
a, gdje su dobro ocuvane u sklopu argonaut proteina ili egzosoma. Za odredivanje potencijalne
koristi primjene ovih miRNK u kontekstu lijeCenja TBI, provode se mnoga in vivo i in vitro

istrazivanja. Neka in vivo istrazivanja na miSevima pokazala su da mimetici MiIRNK-23a i
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miRNK-27a, nakon iniciranja u ventrikule, smanjuju volumen lezije i gubitak neurona.
Mimetici miRNK 21 takoder utjeCu na smanjenje volumena lezije, smanjuju edem i o$tecenje
KMB, dok miRNK-124-3p smanjuje neuroupalu i potice rast neurita. Problem kod ovakvog
oblika terapije je prijenos molekula kroz KMB, te se smatra da bi potencijalna metoda mogla

biti prijenos putem egzosoma [94].
1.4.4. Nanomedicina u neurotraumi

Kao $to je navedeno, dosta terapija koje su u razvoju imaju problem slabe translacije i
jos uvijek se traga za ucinkovitom metodom terapije koja bi bila primjenjiva za lijeCenje
razli¢itih fenotipova ozljede. Dosadasnja terapija je suportivna, usmjerena na sprjecavanje
daljnjih ostecenja, ali ne pruza moguénost popravka tkiva koje je osteCeno i uspostavljanja
neuronske povezanosti kroz to tkivo. Takoder, kod lijeenja TBI, velik problem predstavlja
KMB koja je jedna od glavnih prepreka u dijagnostici i lije¢enju ne samo ozljede, ve¢ i drugih
neuroloskih oboljenja. Neka terapijska sredstva i lijekovi koji bi mogli biti u¢inkoviti u terapiji,
imaju problem prolaska te barijere i prodiranja do ozlijedenog tkiva mozga. Stoga se znanost
sve vise okrece razvoju novih tehnologija kojima bi se moglo premostiti te prepreke i omoguciti

terapiju s boljim ishodom, od kojih popularnost sve vise sti¢e nanotehnologija [123].

Nanotehnologija je pojam koji je skovao Richard Feynman 1959. godine, i
podrazumijevao je ,,koriStenje mehanickih alata sa sve manjim mehanickim alatima do atomske
razine“. Podrazumijeva koriStenje alata veli¢ine manje od 100 nm, za primjenu u razli¢itim
strukama. Kada se nanotehnologija primjenjuje u medicini, naziva se nanomedicina [124]. S
vremenom i napretkom znanosti, sve je vise prisutna u neurologiji u podrucjima dijagnostike i
terapije, a posebice u svrsi dostave lijekova. Neki od primjera nanocestica (NC) koje se
istrazuju u svrhu dostave lijekova su polimerne micele, lipidne nanocestice, nanoemulzije,
nanogelovi i nanokapsule te ugljikove nanocjev¢ice (Slika 2). Takoder, nanocestice se koriste
i u dijagnosticke svrhe, poput biooslikavanja, te se u tom podrucju istrazuju zlatne nanocestice,

zeljezov oksid i kvantne tocke [123].

Liposomi i lipidne nanocestice pogodne su za dostavu lijekova i mMRNK, jer mogu
prenositi hidrofoban 1 hidrofilan sadrzaj, lako se modificiraju, relativno su netoksi¢ne 1
biorazgradive. Njihov problem je povecan afinitet prema jetri kod sustavne primjene i prolaz
preko KMB, no raznim modifikacijama moze se izaci na kraj i tom izazovu [125]. Polimerne
micele su nesto stabilnije od lipidnih nanocestica, lakse se modificiraju po pitanju distribucije

i oslobadanja sadrzaja i koriste se ve¢inom za prijenos mRNK. Anorganske Cestice poput
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metala, magnetskih Cestica, silikatnih Cestica i kvantnih to¢aka imaju prednost da su
jednostavnije i jeftinije za proizvodnju, a lako se modificiraju s raznim polimerima u svrhu
povecanja biokompatibilnosti. Mane ovih nanocestica su problem biodistribucije i visoka

razina toksi¢nosti, pogotovo na SZS [126].

Jedna od obeéavaju¢ih NC su i nanozimi, nano&estice s enzimatskim svojstvima. U
razvoju je velik broj ovakvih molekula, a u kontekstu oksidativnih oSte¢enja koja nastaju u TBI
zanimljivi bi bili magnetosomi 1 feritinske nanocestice, koji mogu smanjiti unutarstanicno
stvaranje ROS-a i na taj nadin utjecati na stani¢na oSteCenja i smrt razli€itih tkiva koje su u
upali, pa isto tako i neurona. Njihova prednost je da su mali, mogu agregirati u okolini gdje su

visoke koli¢ine ROS-a, kao §to su mitohondriji, te smanjiti njihovo $tetno djelovanje [127,128].
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Slika 2. Prikaz razli¢itih vrsta organskih i anorganskih nanocestica za primjenu u
neurologiji. Slika prilagodena prema Shabani i sur., 2023. [123] objavljena pod licencom

Creative Commons (CC). NC, nanodestice; CNT, ugljikove nano&estice.

Brojne NC su u in vivo fazi istraZivanja terapije TBI [129-131], izmedu ostalog, tu su
brojna istrazivanja o neuroprotektivnim svojstvima NC koje se baziraju na ugljiku [132,133],

ali do sada nije provedeno puno istrazivanja o potencijalu ugljikovih nanocjevc€ica u iste svrhe.

1.4.5. Ugljikove nanocjevcice

1.45.1. Opé¢enito o ugljikovim nanocjevéicama

Ugljikove nanocjevc¢ice (engl. carbon nanotubes, CNT) jedan su od obecavajuéih
nanomaterijala za primjenu u razli¢itim bioloskim sustavima, pa tako i neurologiji. Prednosti
ovog nanomaterijala su njihova veli¢ina, izvrsna toplinska i elektri¢na provodljivost, ¢vrstoca
i fleksibilnost, te sposobnost prodiranja u stanice [134]. Po svojoj strukturi, mogu biti
jednozidne (engl. single-walled CNTs, SWCNTS), u obliku cilindra s jednim slojem grafena,
ili viSezidne (engl. multi-walled CNTs, MWCNTS), kada se cilindar sastoji od vise zasebnih
slojeva grafena, ili jednog sloja omotanog vise puta oko sebe. Veli¢ina SWCNTSs je do 2 nmu
promjeru, dok MWCNTSs mogu biti promjera i do 100 nm. Po duljini variraju, ali dosezu do
nekoliko pum. [135]. Krajevi nanocjev¢ica zavijeni su i podsjecaju na sfere fulerena. Postoji
mnogo metoda proizvodnje CNT; neke od njih su laserska ablacija, metoda elekti¢nog luka i
metoda depozicije kemijskih para. Metoda depozicije kemijskih para najcesce se koristi, jer
ima brojne prednosti — jeftinija je, zahtjeva manju potro$nju energije te osigurava najvece
konacne koli¢ine CNT uz stvaranje manjih koli¢ina otpadnih produkata. S druge strane ova
metoda na velikoj skali stvara onecis¢enja koja se moraju odstraniti poSto imaju utjecaj na

svojstva CNT, §to je skup proces [135,136].
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Slika 3. Prikaz razli¢itih sredstava za funkcionalizaciju ugljikovih nanocjevcica i ucinci
funkcionalizacije na njihova svojstva. DNK — deoksiribonukleinska kiselina, MWCNT —
videzidne ugljikove nanocjevéice, NC — nanocestice, PABS — poli-m-aminobenzen sulfonska
kiselina, PEG — polietilen glikol, RNK — ribonukleinska kiselina, SWCNT - jednozidne

ugljikove nanocestice.

Hidrofobne po prirodi, CNT imaju veliku toksi¢nost ako se primjenjuju u ¢istom obliku,
a ve¢inom do nje dolazi zbog agregacije CNT koja je glavni uzrok ostecenja stani¢nih struktura
i staniéne smrti [137]. SWCNT najvise se nakupljaju u lizosomima, ali se njihova
citotoksi¢nost najviSe ocituje na mitohondrijima. U tim organelama dovode do oSte¢enja
stijenke, isticanja sadrzaja, i stvaranja Supljina. U mitohondrijima dolazi do bubrenja i
uniStavanja krista, te u konacnici 1 cijelih mitohondrija [138]. Kako bi se ucinile
biokompatibilnima, CNT se moraju funkcionalizirati, te na taj nacin povecati njihova topljivost
u vodi. Funkcionalizacija moze biti s kovalentno ili nekovalentno vezanim molekulama. Za
kovalentnu funkcionalizaciju, CNT se izlazu jakom oksidacijskom sredstvu poput duSi¢ne
kiseline, koja karboksilira krajeve CNT, a karboksilne skupine mogu se kasnije iskoristiti za
vezanje drugih molekula, kao $to su polietilen glikol (PEG) ili poli-m-aminobenzen sulfonska
kiselina (PABS) [139]. Dodatkom tih polimera povecéava se hidrosolubilnost i otvara potencijal

za primjenu CNT u bioloskim sustavima. Osim toga, funkcionalizacija se provodi i u svrhu
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poboljsanja stvaranja interakcija s razli¢itim biomolekulama poput DNK, RNK i drugih, koje

se na nanocjevcice vezu nekovalentnim vezama (Slika 3) [140].

Po pitanju unosa nanocjevcica u stanice, ne postoji jedinstveni mehanizam. Hoce li to
biti pasivna difuzija, endocitoza ili fagocitoza, ovisi 0 svojstvima CNT i vrsti stanice.
[141,142]. Smatra se da nakupine nanocjevcica ulaze endocitozom, dok pojedinaéne cjevdice,
posebice one kracih duzina, prolaze kroz membranu pasivnom difuzijom, koja se jo$ naziva i
difuzija nalik igli [143]. Proces unosa endocitozom posredovan je klatrinom, kaveolama ili
folatnim ili lektinskim receptorima. Nakon ulaska u stanicu u sklopu endosoma, usmjeravaju
se u lizosome, dok se CNT koje su usle difuzijom nakupljaju u mitohondrijima, a mogu proci
I jezgrenu ovojnicu i nakupljati se u jezgri (Slika 4) [144-146,137]. U makrofage ulaze
fagocitozom ili makropinocitozom. Po pitanju ulaska u progenitorske stanice neurona, poznato
je da ulaze putem endocitoze posredovana receptorima [147]. Sto se ti¢e sposobnosti prolaska
kroz KMB, CNT to ¢ine procesom transcitoze posredovane receptorima ili pasivnim prolaskom

zbog svog oblika nalik igli [145], §to potvrduju in vitro [148] i in vivo istrazivanja [90,149].

Endocitoza
% i Mikrovezikule
Endosom /
Lizosomi
Enzimatska
Mitohondrij \» = ) ‘ degradacija
Ty Tz

Slika 4. Zivotni ciklus ugljikovih nano&estica u stanici.
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Ugljikove nanocjevcice spadaju u grupu grafenskih ugljikovih nanomaterijala, koji su
iznimno stabilni. Zbog toga je i biodegradacija nanocjev¢ica spora [150], te se one zadrzavaju
u stanicama kroz duzi period. Koliko ¢e taj period trajati, ovisi 0 vrsti funckcionalizacije. Npr.
CNT koje su karboksilirane, prolaze degradaciju kroz 90 dana unutar fagolizosoma [151].
Nemodificirane nanocjev€ice ostaju nepromijenjene nakon 90 dana, kao i one koje su
funckionalizirane ozonom ili arilsulfonatom [151,152]. Dugotrajno zadrzavanje nanocjevcica
unutar stanice, kao i znanje da se mogu nakupljati u jezgri, ostavljaju prostor za razvijanje

potencijalne kroni¢ne genotoksi¢nosti [90].

Iz tijela se CNT mogu eliminirati degradacijom ili u nepromijenjenom stanju. Kemijska
degradacija pokazana je prvi put uz pomo¢ peroksidaze hrena (HRP), u prisutnosti niskih
koncentracija vodikovog peroksida (H202) [153,154]. U stanicama sisavaca, tu funkciju
obavlja mijeloperoksidaza, koju proizvode ve¢inom neutrofili, te u manjoj dozi makrofagi. Te
stanice pokazale su in vitro da imaju sposobnost svojim enzimima potaknuti razgradnju
SWCNT na nacin da polako skra¢uju njihove krajeve, dok potpuno ne nestanu, uz oslobadanje
CO2 [155]. To je posebno zanimljivo jer se pokazalo da cjevéice funkcionalizirane PEG-om
imaju sposobnost same potaknuti neutrofile na proizvodnju hipoklorne kiseline, koja takoder
poti¢e degradaciju nanocjevc¢ica [156]. Osim biodegradacijom, SWCNT se odstranjuju iz

stanice egzocitozom (Slika 4) [145].

Klirens nanocjevc¢ica iz tkiva je spor proces te se pokazalo da, ovisno o vrsti
funkcionalizacije, dolazi do akumulacije nanocjevéica U raznim organima, posebno slezeni i
jetri. SWCNT koje su bile vezane na razgranate molekule PEG-a pokazale su najvecu inertnost,
najmanje interakcija s proteinima krvi i manju opsonizaciju, te smanjenu akumulaciju u

organima. Izlucuju se iz organizma veéinom bilijarnim putem, kra¢e nanocjev¢ice mogu i

renalnim [157,158].

1.45.2. Toksi¢nost jednozidnih ugljikovih nanocjevcica

Jedan od velikih problema primjene SWCNT u bioloSkim sustavima je potencijalna
toksi¢nost cjevéica na stanice i tkiva, kako je prethodno navedeno. Toksi¢nost CNT znacajno
¢e varirati ovisno o ¢isto¢i, veli¢ini, funkcionalizaciji, dozi i putu izlaganja. Smatra se da su
glavni mehanizmi toksi¢nosti SWCNT stvaranje ROS i posljedi¢na oksidativna ostecenja, te
aglomeracija cjevéica [159,160]. Jos jedan od krivaca za toksicnost SWCNT mogu biti i Cestice
metala zaostale od proizvodnje te se treba obratiti posebnu pozornost na proc¢is¢avanje ovog

materijala da se minimizira one¢is¢enje [161,162].

24



Kod ljudi velik rizik predstavljaju nanocjevcice u proizvodnji kada se radnici mogu
naci u prisutnosti SWCNT rasprSenih u zraku. Nakon udisanja SWCNT, pokazalo se da imaju
veliku toksi¢nost na pluca, sli¢no azbestnoj toksi¢nosti [163,164]. In vivo, provedena su
istrazivanja na misevima gdje su SWCNT bile injektirane u abdominalnu Supljinu ili bile
unesene u pluca udisanjem. Oba istrazivanja rezultirala su sli¢nim u¢incima gdje je takoder
evidentirana toksi¢nost nalik azbestozi [165]. To ukljucuje procese upale, stvaranja ROS-a,
nakupljanja kolagena i fibroze. Jedan od uzroka tome je sposobnost SWCNT da probiju kroz
alveolarni epitel gdje stimuliraju produkciju transformirajuceg faktora rasta Bl koji potice
fibrogenezu [162]. Osim toksi¢nosti na pluca, pokazale su se Stetne i za ostala tkiva i stanice —

kozu, oko, slezenu i imunoloski sustav.

In vitro istrazivanja toksi¢nosti SWCNT pokazala su da nefunkcionalizirane
nanocjevCice smanjuju proliferaciju 1 funkciju stanica mezotelioma, da poti€u stvaranje
nakupina aktinskih filamenata, deorganizaciju citoskeleta i mijenjaju morfologiju stanice, te da
je taj toksi¢ni efekt povezan jaci kod nakupina cjev€ica u stanici nasuprot dispergiranih
nanocjevéica. S druge strane, rasprSene SWCNT povecavale su apoptozu stanica i poticale
gubitak adherencije stanica zbog interakcije s integrinima. Sli¢an, ali slabiji u¢inak primijecen
je i kod epitelnih stanica [166]. Po pitanju toksi¢nosti cjevéica na tkivo SZS-a, pokazalo se da
SWCNT izazivaju stres endoplazmatskog retikuluma i remete stabilnost genoma, $to se
pokazalo analizom brojnih mRNK i miRNK u stanicama astrocita, no ova istrazivanja
napravljena su s nefunkcionaliziranim cjevéicama [90,167]. Dovode do zastoja stanice u G1
fazi stani¢nog ciklusa te induciraju apoptozu [162]. Uz to, pokazalo se da nefunkcionalizirane
SWCNT uzrokuju velike promjene u metabolomu, sto takoder doprinosi njihovoj toksi¢nosti

[168], kao i epigenetske promjene poput promjena u metilaciji DNK [169,170].

S druge strane, SWCNT koje su funkcionalizirane s PEG-om, imaju puno visu razinu
biokompatibilnosti te su pokazale nize razine toksi¢nosti U in vitro uvjetima, ovisno o dozi
[171]. Njihova topljivost je veéa, a produkcija ROS-a manja u usporedbi s
nefunkcionaliziranim nanocjev¢icama [172]. In vivo istrazivanja akutne toksi¢nosti SWCNT-
PEG na jetru nisu pokazale promjene u izrazaju biljega oksidativnog stresa malondialdehida i
glutationa (GSH), kao ni biljega ozljede jetre aspartat i alanin aminotransferaze. Proteomska
analiza pokazala je promjene u izrazaju 14 proteina ukljucenih u razli¢ite procese, posebno
porast enzima ukljucenih u antioksidativne procese [173]. Neke in vivo studije pokazale su da
SWCNT nemaju znacajnu toksi¢nost kada se primijene intravenski ili intramuskularno,

uzimajuci u obzir analize histologije i krvi [149,157,174]. Analize stvaranja slobodnih radikala
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i aktivnosti INOS-a u tkivu mozga nakon intratekalne primjene karboksiliranih SWCNT

takoder nisu pokazale znacajnu toksi¢nost [149].

1.45.3. Primjena ugljikovih nanocjevcica

Prvotna primjena ugljikovih nanocjev¢ica bila je unutar razli¢itih strukturalnih
materijala, u svrhu poboljsanja njihove ¢vrstoce, posto CNT imaju i do 10 puta vecu snagu od
bilo kojeg drugog sintetskog vlakna. Stoga se koriste u elektronici i optici, za proizvodnju
tranzistora, senzora, fotodetektora, elektroda, solarnih ¢elija i baterija, te se koriste i kao

premazi za metale u svrhu zastite od hrdanja i pobolj$anja ¢vrstoce i snage [135,140,136].

U medicini su se nanocjevéice pocele primjenjivati kao sredstvo za dostavu molekula
u ciljane stanice posto imaju velika adsorptivna svojstva i veliku povrsinu na koju mogu vezati
Sirok spektar molekula — lijekove, proteine ili nukleinske kiseline. CNT mogu mijenjati
farmakokinetiku lijekova Kkoji su vezani na njih, te povecati biodostupnost, odnosno olaksati
ulaz lijekovima u stanice i prolaz kroz bioloske barijere, od kojih je najznacajnija KMB [145].
Neki od lijekova koji se primjenjuju na ovaj nacin su paklitaksel, doksorubicin i metotreksat,
ali i razni drugi antitumorski spojevi [175-178]. Brojna istrazivanja ispituju CNT u svrhu
genetske terapije, za dostavu razli¢itih miRNK kojima se mogu regulirati razli¢iti procesi poput
angiogeneze ili kao sredstvo za dostavu gena, npr. gena supresora onkogena [179,146]. U

pogledu terapije raka, CNT se mogu koristiti i za fototermalnu terapiju [180,181].

Osim toga, ugljikove nanocjevcice imaju primjenu kao biosenzori, npr. u obliku trakica
za detekciju spolnih hormona ili mikrocip plo¢a za detekciju DNK i proteina [135,182]. Sve
vise se koriste i kao sredstva za biooslikavanje, jer posjeduju sposobnost fluorescencije u polju
zraCenja blizu infracrvenog, a imaju i veliku stabilnost u razli¢itim bioloskim uvjetima gdje
pruzaju dugotrajan signal [183,184]. Kao sredstva za biooslikavanje mogle bi se Koristiti za
nadzor raznih patofizioloskih procesa poput hipoksije, nekroze ili razvoja tumora. Jedna od
naj¢es¢ih metoda, koja se koristi za ovakvo biooslikavanje, je Ramanova spektroskopija, ali
SWCNT se mogu povezati s radioizotopima ili kontrastnim sredstvima, te vizualizirati i

metodama kompjutorizirane tomografije ili magnetske rezonance [185].

Vrlo Cesto koriste se i kao baze za skafolde ¢ime se povecava njihova Evrstoca i
provodljivost. Pokazalo se da te potporne matrice napravljene s CNT-ovima imaju povoljne
ucinke na rast i proliferaciju neuralnog tkiva jer pruzaju biokompatibilan okoli§ s dobrom
provodljivos¢éu koji omogucava migraciju neurona, rast aksona i mijelinaciju. Osim toga,

koriste se i kao potporne matrice za sréano, misi¢no i kostano tkivo [123,186].
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1.45.4. Mehanizam djelovanja SWCNT na stanice

Mehanizam djelovanja samih CNT-ova na stanice jo$ nije u potpunosti razjasnjen.
Nekoliko studija pokazalo je da male SWCNT, ovisno o koncentraciji, fizicki blokiraju kalijeve
kanale i ometaju prolaz iona, kao i prijelaz izmedu otvorenog stanja kanala u inaktivno stanje
[187]. Kasnije se pokazalo mogu¢im da je ovaj ucinak rezultat djelovanja raznih neéistoca,
poput itrija i nikla, katalizatora koriStenih u proizvodnji, te da se nakon purifikacije SWCNT

ovaj u¢inak smanjuje [188].

Brojna istrazivanja pokazala su da nanocjevcice djeluju na redistribuciju aktinskih
filamenata i poremecaj adhezije stanica. Duzina i promjer nanocjevcica su sli¢ni kao i kod F-
aktina, s kojim mogu u¢i u interakciju, ili se SWCNT mogu udruziti u ,,nanouze* te pokazivati
sliéna svojstva fleksibilnosti kao i sam F-aktin [189]. Osim aktina, SWCNT mogu uéi u
interakcije i s mikrotubulima, uzrokovati poremecaj stvaranja mitotickog vretena, oStecenje

kromatina i mutagenosti, kao i poremecaje organizacije i transporta organela u citosolu [190].

Zbog svog malog promjera, SWCNT mogu blokirati odredene strukturne komponente
(Supljine, kanale) u organelima koje odgovaraju njihovom promjeru. Mogu ulaziti u interakcije
S ribosomima, proteasomima ili membranom mitohondrija i narusavati njihovu funkciju.
Takoder, mogu ometati funkciju odredenih proteina poput HIV-1 proteaze, glutation-S
transferaze ili MMP, te se vezati i na molekule DNK i utjecati na njihovu stabilnost i strukturu
[190].

Uz sve navedeno, smatra se da SWCNT imaju utjecaj na regulaciju procesa endocitoze
i egzocitoze. Jedna studija pokazala je da SWCNT smanjuju moguénost endocitoze glutamata
ovisne o Ca?* te da ometaju ATP-om posredovanu egzocitozu i oslobadanje glutamata. Smatra
se da do tog ucinka dolazi zbog interakcije SWCNT s vezikularnim proteinima, ¢ime se ometa

unos glutamata u vezikule i prijanjanje vezikula na membranu, odnosno njihova fuzija [191].

1.4.5.5. Dosadas$nja ispitivanja jednozidnih ugljikovih nanocjevcica na srediSnji

Ziv¢ani sustav na SZS

Utjecaj SWCNT-a na SZS do danas je ispitan u malom broju studija. Jedna od tema
proucavanja bili su potencijalni toksi¢ni ucinci na astrocite. Primjena nefunkcionaliziranih
SWCNT-a na stani¢nu liniju humanih astrocita imala je utjecaj na disregulaciju izrazaja brojnih
molekula antigena humanih leukocita, te porasta izrazaja lamina B1 i odredenih miRNK, $to

je rezultiralo stimulacijom imunoloSkog odgovora, smanjenja stabilnosti kromatina i
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poremecaja genskog izrazaja [192]. Dodatna studija na istoj vrsti stanica utvrdila je da su
promjene u izrazaju mRNK koje dovodi do genotoksi¢nosti ovisne o transkripcijskim i

posttranskripcijskim mehanizmima s kojima interferiraju nanocjev¢ice [167].

Po pitanju SWCNT-a funkcionaliziranih s PEG-om, dosadasnja in vitro ispitivanja
ucinaka na astrocite pokazala su da ove nanocjevcice uzrokuju promjenu morfologije astrocita,
dovode do zaokruzivanja i razgranatosti kakve su primijeceni u zrelim astrocitima. Uzrokuju i
povecanje aktivnosti GFAP-a, ¢ime se povecava prijenos EAATL transportera na povrsinu
stanice, te se omogucava veci kapacitet za unos glutamata iz ECM. Paralelno s porastom
GFAP-a raste i izrazaj sintaze glutamina koja glutamat pretvara u glutamin, molekulu koja
nema svojstva ekscitacije [193]. Po pitanju utjecaja na primarnu kulturu neurona, primjena
SWCNT-PEG dovela je do smanjenja broja neurita, ali je potakla njihov rast u duljinu.
Mehanizam ovog uéinka nanocjevéica bilo je smanjenje utoka Ca®* u neurone i blokada

depolarizacije, kao i modulacija vezikularnog recikliranja [194,195].

Sto se tide in Vvivo istrazivanja utjecaja SWNCT na SZS, provedeno je istraZivanje na
hipertenzivnim s$takorima injektiranim vodenom otopinom rasprsenih SWCNT razli¢itim
putovima administracije, koje je pokazalo da nanocjevéice mogu utjecati na kardiovaskularni
sustav centralnim mehanizmima. To¢nije, SWCNT su prosle kroz KMB, potaknule aktivnost
citosolnog NOS-a u medulli oblongati i stimulirale proizvodnju NO koji se oslobadao sustavno
i djelovao na regulaciju krvnog tlaka [149]. Po pitanju u¢inka nanocjevéica na ozljedu SZS-a,
do sada je provedeno jedno in vivo istrazivanje na ozljedi ledne mozdine Stakora. Aplikacija
SWCNT-PEG na mjesto ozljede rezultirala je smanjenjem volumena lezije, popravkom aksona

i poboljsanjem lokomotornog oporavka udova [196].

1.5.  Modeli traumatske ozljede mozga in vitro

Cilj modela TBI in vitro je omoguditi istrazivanje ozljede na izoliranim populacijama
patofizioloskih dogadaja kakvi su prisutni nakon in vivo TBI. Ovi modeli moraju biti precizni,
kako bi omogudili istrazivanje razli¢itih stupnjeva ozljede, te kako bi bili reproducibilni i

omogucili $to to¢nije rezultate, koji ¢e se moc¢i ponavljati izmedu studija [197].
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1.5.1. Model ozljede rastezanjem (engl. stretch-induced traumatic brain injury)

Zaizvodenje ozljede rastezanjem postoji viSe modela. Jedan od modela koristi utiskivac
za deformiranje membrane na kojoj su nasadene stanice, dok drugi model koristi pritisak zraka

ili dugika [198].

regulirani
pritisak du3ika

D U

silasticna v
membrana = Lﬁ:ﬁbﬂ-ﬂ:ﬂ \Qﬁ/
ozljeda
rastezanjem

Slika 5. In vitro model traumatske ozljede rastezanjem reguliranim tlakom dusika. Slika

prilagodena iz Wu i sur., 2021. [199] objavljena pod licencom Creative Commons (CC)

Ozljeda rastezanjem koja se bazira na primjeni komprimiranog plina vr$i udarac na
stanice uzgajane na povrsini koja se deformira (Slika 5). Oblik ozljede koji se postize u ovom
modelu je biaksijalan. Prednost je da se ona se moze precizno reproducirati i podesiti za
postizanje cijelog spektra jacine ozljede uz pomo¢ preciznog kontrolnog sustava. Ozljeda se
provodi brzo, time je i sli¢nija in vivo ozljedi, i obuhvaca stanice na cijeloj membrani u
jednakom omjeru [200]. Promjene koje se dogadaju u stanici nakon ozljede rastezanjem

odgovaraju razvoju patofiziologije nakon in vivo ozljede [201].

1.5.2. Model ozljede kompresijom

Model ozljede kompresijom koristi se za istrazivanje zariSne ozljede i to najéeSce
teSkog oblika. Bazira se na principu ispustanja utega na tkivo ili stanice u kulturi. lako se teZina
utega, oblik utega te trajanje ozljede mogu modificirati ovisno o tome koju tezinu ozljede
zelimo, u konacnici je teSko mjeriti konac¢nu silinu ozljede i razinu deformacije tkiva. Takoder,
ne prolaze sve stanice u kulturi jednaku ozljedu, jer je ona znatno jaca u srediStu jazica, dok

slabi prema stijenkama [202].
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1.5.3. Model transekcije

Model ozljede transekcijom (engl. scratch injury) Koristi se najviSe za proucavanje
ozljede aksona, posebice u modelu ozljede ledne mozdine, ali se primjenjuje i za proucavanje
ucinka TBI na glija stanice, recimo na astrocitima za prou¢avanje njihove reaktivnosti. Ozljeda
se izvodi o$trim predmetom poput vrska pipete ili igle, te laserom, nakon Cega se pokrece

kaskada sekundarne ozljede [198].

1.5.4. Model ozljede smicanjem

Ozljeda koja bi modelirala rotaciju glave u traumi moze se posti¢i primjenom sila
smicanja pomocu rotacijskog diska. Rotacijski disk se postavi iznad stanica nasadenih u
kulture, a ozljeda se modificira regulacijom brzine vrtnje diska, kao i njegovom udaljenosti od
stanica. Ozljeda smicanjem moze se primijeniti nad cijelom stani¢nom kulturom ili se mogu
ozlijediti pojedina¢ni aksoni. Za ozljedu odredene regije ili askona medij se ispusta iz

mikropipete direktno na mjesto gdje Zelimo ozljedu.

1.5.5. Model traumatske ozljede eksplozijom

Model traumatske ozljede eksplozijom (engl. blast-induced traumatic brain injury)
vazan je za izuCavanje traume koja nastaje nakon aktivacije eksplozivne naprave, a koja je
glavni oblik traume koja nastaje u vojnim sukobima. U ovom modelu, stanice su nasadene na
vrh ili dno eksperimentalne komorice kroz koju prolaze dvije elektrode koje stvaraju elektri¢no
izbijanje. Sok valovi i mikromjehuriéi koji nastaju kao posljedica izbijanja oponasaju in vivo

ozljedu i uzrokuju osteéenje stanica [203].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja jest da SWCNT kemijski funkcionalizirane s PEG-om
doprinose povec¢anom prezivljenju astrocita, poti¢u njihovu proliferaciju te moduliraju njihovu

funkcionalnu aktivnost nakon in vitro traumatske ozljede inducirane mehanic¢kim rastezanjem.
Radi provjere postavljene hipoteze definirani su sljede¢i ciljevi:

1. Uspostaviti i validirati eksperimentalni model za ispitivanje promjena u primarnoj
kulturi astrocita nakon in vitro traumatske ozljede izazvane mehanic¢kim rastezanjem.

2. Ispitati promjene u molekularnim karakteristikama egzosoma koje oslobadaju astrociti
nakon in vitro TBI.

3. Procijeniti u¢inke SWCNT-PEG na preZivljenje, proliferaciju i funkcionalna svojstva

primarne kulture astrocita izlozene in vitro traumatskoj ozljedi.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ovoj studiji koriSteni su miSevi soja C57BL/6, uzgojeni u Centru za uzgoj i
inzenjering laboratorijskih miSeva (LAMRI) u Rijeci. Za svrhe pokusa, novorodeni miSevi oba
spola stari 1-3 dana bili su zrtvovani dekapitacijom, kako bi se iz njihovih mozgova mogla
pripremiti primarna kultura astrocita. Za izolaciju stanica koriStene su tri do Cetiri neovisne
skupine miseva razli¢itog materinskog podrijetla, ¢ime je osigurana bioloska replikacija.
Unutar svake skupine u postupak izolacije ukljuc¢eno je 4—6 zivotinja. Svi postupci s miSevima
provedeni su na Zavodu za temeljnu i klinicku farmakologiju s toksikologijom Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci. KoriStenje zivotinja za izolaciju primarne stani¢ne kulture
odobreno je od strane Eti¢kog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog
fakulteta u Rijeci, kao i Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede,
a provedeni su u skladu s hrvatskim Zakonom o zastiti zivotinja (NN 135/06, 37/13, 125/13,
55/13, 39/17), koji je uskladen s vaze¢im zakonodavstvom Europske unije (210/63/EU).

3.2.  Materijali
3.2.1. Kemikalije

Za provodenje analiza izrazaja proteina, koriStene su sljedece kemikalije: akrilamid
(C3HsNO), albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumine, BSA), amonijev persulfat
((NH4)2S20s), Bradford reagens, brom fenol plavi (A.C.S. reagens), cOmplete™ inhibitor
proteaza i fosfataza (kat. br. 11873580001), 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH),
etilendiaminotetraoctena kiselina (EDTA), glicerol, glicin, kloridna kiselina (HCI), metanol, 2-
merkaptoetanol, mlijeko u prahu, natrijev azid (NaNs), natrijev dodecil-sulfat (SDS), natrij
klorid (NaCl), N, N, N, N-tetramethyl-ethylenediamine (TEMED), nitrocelulozna membrana,
octena kiselina (CH3COOH), poliviniliden difluorid (PVDF), Ponceau S, streptavidin
konjugiranim sa peroksidazom hrena (engl. horseradish peroxidase, HRP), SuperSignal®

West Pico kemiluminescentni supstrat, tekuc¢i dusik, Triton X®, Tween® 20

Za provodenje imunocitokemijske analize koriStene su sljedece kemikalije: BSA, 4',6'-
diamino-2-fenilindol (DAPI), fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline, PBS), Mowiol® 4-
88, 4% paraformaldehid (PFA), Triton X®
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Proizvodaci navedenih kemikalija su: Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, Missouri, SAD),
Bio-Rad Laboratories (Hercules, California, SAD), Carl Roth Gmbh & Co. (Karlsruhe,
Njemacka), Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, SAD), Kemika d.d.
(Zagreb, Hrvatska), Gram-mol d.0.0 (Zagreb, Hrvatska), Roche (Basel, Svicarska)

3.2.2. Reagensi i materijali za rad sa stani¢nim kulturama

Za rad sa stani¢nim kulturama koristeni su sljede¢i materijali i reagensi: BioFlex®
ploce sa 6 jazica; medij za uzgoj stanica Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) s fenol
crvenom bojom (kat. broj P04-01161) i bez nje (P04-04510); Dulbecco's phosphate buffer
saline (DPBS); fetalni govedi serum (fetal bovine serum, FBS); konjski serum (engl. horse
serum, HS); otopina antibiotika i antimikotika (Antibiotic-antimycotic solution (100x), kat. broj
AB5955):; plote za uzgoj stanica (25¢cm? i 75 cm?); polietilen glikol (PEG); SWCNT-PEG;
trypsin 0,5%/EDTA 0,2%/PBS; Trypan blue

Proizvodaci navedenih reagensa su: PAN-Biotech (Aidenbach, Njemacka); Sigma-
Aldrich Inc. (St. Louis, Missouri, SAD); Carbon Solutions, Inc. (Riverside, California, SAD);
FlexCell® International Corporation (Burlington, North Carolina, SAD); Carl Roth Gmbh &

Co. (Karlsruhe, Njemacka); Greiner Group AG (Kremsmiinster, Austrija)

3.2.3. Ostali reagensi

Za provodenje ostalih analiza, koriSteni su komercijalni kitovi: CytoTox96® Non-
Radioactive Cytotoxicity assay (Promega Corporation; Madison, Wisconsin, SAD); Total
Exosome lIsolation kit (from cell culture media) (Invitrogen; Carlsbad, California, SAD);
Mouse Cytokine Array C3 i Mouse Inflammation Array C1 (Ray Biotech Inc., Norcross,
Georgia, SAD); miRNeasy Tissue/Cells Advanced Micro Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka);
TagMan® Advanced miRNA Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD, kat. broj A25576)
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3.2.4. Primarna i sekundarna protutijela

Tablica 1. Primarna i sekundarna protutijela koriStena u istrazivanju

Protutijelo Imunogen Proizvodac¢; kataloSki broj; Razrjedenje
RRID*; vrsta domacina i tip
protutijela
anti-GFAP nativni GFAP iz ledne Cell Signaling Technology; 1:1,000 WB;
mozdine svinje 3670; AB_561049;
misje monoklonalno
anti-EAAT1 sintetski peptid koji odgovara Cell Signaling Technology; 1:1,000 WB;
ostatcima oko Glu230 na ljudskoj 5685; AB_10694915;
EAATL ze¢je monoklonalno
anti-p-aktin B-aktin (C4) iz kokosi Santa Cruz Biotechnology; 1:1,000
sc-47778; AB_27141809;
mi$je monoklonalno
anti-GAPDH sintetski peptid u humanom Cell Signaling Technology; 1:5000
GAPDH 2118; AB_561053;
ze¢je monoklonalno
anti-iNOS sintetski peptid koji odgovara ~ Abcam; ab3523; AB_303872;  1:1000
misjem iNOS ak 1-100 zecje poliklonalno
anti-Nrf2 Ag9489 Proteintech; 16396-1-AP; 1:500
AB_2782956; zecje
monoklonalno
anti-SOD1 ak 1-154 humani SOD1 Santa Cruz Biotechnology; 1:1000
sc-11407; AB_2193779;
ze€je poliklonalno
anti-GPX1 sintetski peptid Abcam; ab108427, 1:1000
AB_10890636; zecje
monoklonalno
anti-HO1 rekombinantni fragment Abcam; ab189491, 1:1000
AB_3096492;
ze¢je monoklonalno
anti-HSP70 rekombinantni fragment u Abcam; ab2787; AB_303300;  1:1000
humanom HSP70 ak 122-264 misje monoklonalno
anti-TSG101  humani TSG101 ak 350 do C- Abcam; ab30871, 1:1000
terminusa AB_2208084; zecje
poliklonalno
anti-histon3 sintetski peptid Abcam; ab1791; AB_302613; 1:1000

ze¢je monoklonalno
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anti-CD63  sintetski peptid u humanom CD63 Abcam; ab216130; 1:1000
AB_3076642;
zec€je poliklonalno

anti-DNP sintetski peptid EMD Millipore, Billerica, MA,  1:100
(OxyBlot™) SAD; zecje monoklonalno
biotinylated gama imunoglobulini Thermo Fisher Scientific; 65-  1:2000
goat 6140; AB_2533969;
anti-rabbit kozje poliklonalno
biotinylated gama immunoglobulini Thermo Fisher Scientific; 1:3000
goat A16070; AB_2534743,;
anti-mouse kozje poliklonalno
Alexa Fluor™ gama immunoglobulini Cell Signaling Technology; 1:200
488-conjugated 4408; AB_10694704;
goat anti- kozje poliklonalno
mouse
DyLight™ gama immunoglobulini Abcam; ab96901; 1:200
594-conjugated AB_10679699;
goat anti-rabbit kozje poliklonalno

*RRID, research resource identifier

3.3.  Metode

3.3.1. Priprema primarne kulture astrocita

Primarna kultura astrocita uspostavljena je prema prethodno opisanoj proceduri [204],
uz manje modifikacije. Misji mozgovi izolirani su iz novorodenih mi$eva, koji su bili Zrtvovani
dekapitacijom. Nakon izolacije, iz mozgova su izolirani korteksi, o¢i§¢eni su 0od mozdanih
ovojnica, te stavljeni u ledeno hladni medij za stani¢ne kulture. Korteksi su homogenizirani
pomocu pipetora, nakon cega su profiltrirani kroz sita s porama 230 um i 140 um. Filtrat se
centrifugirao kako bi dobio talog, koji je resuspendiran u 2,5 ml DMEM medija, kompletiranog
s 10% FBS-a; s dodatkom 1% antibiotika-antimikotika. Medij sa stanicama profiltriran je kroz
sito s porama veli¢ine 73 pm. Stanice su izbrojane i nasadene na plo¢e povrsine 75 cm?, u
gustoéi 2x10° stanica/cm?, te pohranjene u inkubator na 37°C u atmosferi s 5% CO; i
relativnom vlaznos§¢u zraka 95%. Stanice su uzgajane 7 dana, nakon Cega su stavljene na
kruznu tresilicu (Unimax 1010 Orbital Platform Shaker, Heidolph, Schwabach, Njemacka).
Prvo su tresene 30 minuta na 180 rpm, zatim je promijenjen medij pa su opet tresene 6 sati na
240 rpm, nakon cega je takoder promijenjen medij. Stanice su potom vracene u inkubator, gdje

su uzgajane dodatnih 7-14 dana prije nego $to su iskoristene za daljnje pokuse. Prije pokusa
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provedena je maturacija stanica primjenom 10% konjskog seruma. 1z medija za uzgoj stanica

postupno je odstranjen serum prije provodenja pokusa.

3.3.2. Invitro model traumatske ozljede astrocita mehani¢kim rastezanjem

Astrociti su nasadeni na plo¢e sa 6 jazica, koje imaju silasti¢cne membrane na svojem
dnu, presvucene s kolagenom tipa I (BioFlex® culture plates, Cat. No. BF-3001C; FlexCell®
International Corporation, SAD). Nasadeno je 150 000 stanica po jazici u 2,5 ml kompletiranog
stani¢énog medija. Nakon 3-5 dana, kada su stanice postigle konfluentnost, medij stanica
zamijenjen je s 2 ml DMEM-a bez fenol-crvene uz dodatak 1% antibiotika-antimikotika.
Nakon toga, stanice su podvrgnute udarcu dusika pod pritiskom, provedenom na uredaju Cell
Injury Controller 11 (Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia, SAD) (Slika 6).
Princip rada ovog uredaja je da kontrolirano ispusta dusik odredenim pritiskom koji naglo
deformira membranu jazice u kojoj su nasadene stanice, te time dolazi do biaksijalnog
rastezanja membrane i ozljede stanica koje koreliraju s in vivo traumatskom ozljedom [45].
Pomocu tog uredaja provedeni su udarci razli¢itih ja¢ina koji odgovaraju tipu ozljede u rasponu
od blage do teske. Za blagu ozljedu, primijenjen je vrsni pritisak od 1,8 psi, za umjerenu ozljedu
vr$ni pritisak od 2,7 psi, dok je za teski oblik ozljede primijenjen je vrsni pritisak od 4,0 psi,
§to je izazvalo rastezanje membrane za 5,5 mm (20%), 6,5 mm (35%) odnosno 7,5-mm (55%),
ovisno o jacini ozljede [205,206]. Za pokuse analize proteina i citokina koristila se ozljeda
vr$nog pritiska od 3,8-4,2 psi, dok su za pokuse karakterizacije egzosoma i izolacije miRNK
stanice bile podvrgnute vrsnom pritisku od 2,7-2,8 psi. Nakon ozljede, stanice su pohranjene u

inkubator.
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Slika 6. Cell injury controller 11, uredaj za provodenje in vitro ozljede rastezanjem.

3.3.3. Jednozidne ugljikove nanocjevcice funkcionalizirane s polietilen glikolom

Jednozidne ugljikove nanocjevCice funkcionalizirane karboksilnom kiselinom
(SWCNT-COOH) proizvedene su metodom elektricnog luka u Carbon Solutions, Inc.
(Riverside, Kalifornija, SAD), a za ovo istrazivanje su bile ljubazno ustupljene od strane prof.

dr. sc. Vladimira Parpure s Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou, Kina.

Metoda funkcionalizacije SWCNT-COOH s PEG-om opisana je detaljno je u drugim
radovima [207,208]. Ukratko, nanocjev€ice su ultrazvu¢no rasprSene u  N,N-dimetil
formamidu (DMF) (1 L) dok nije nastala homogena otopina. Tretirane su oksalil kloridom kako
bi se karboksilna skupina pretvorila u acil klorid. Zagrijavanjem na 70 °C kroz 12 h odstranio
se visak oksalil klorida, a kada je smjesa dosegla sobnu temperaturu dodan je PEG (10 g).
Zagrijavanjem na 120 °C kroz 5 dana izazvana je reakcija acil kloridnih grupa sa OH-grupama
na PEG-u i stvaranjem kovalentnih veza u polimeru. Mjesavina je profiltrirana kroz 0.22 pm
Teflonske membrane, isprana DMF-om i destiliranom vodom te posusena vakuumom dok se
nije dobila suha masa. Dobivene SWCNT-PEG bile su promjera 1.5 nm, te duljine 0.3 — 1.5
pm (Slika 7).
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Slika 7. Jednozidne ugljikove nanocjevéice funkcionalizirane s polietilen glikolom
(SWCNT-PEG). A) shematski prikaz i B) vizualizacija atomskom silnom mikroskopijom.
Izvor slika: [209]

U dobivenim SWCNT-PEG, 72.3 masenog udjela (wt %) nose SWCNT, 22.6 wt %
nosi PEG te 5.1 wt % nose metali (nikal i itrij) koji su zaostali kao oneéi$¢enje u proizvodnom
procesu. Temeljna otopina SWCNT-PEG u koncentraciji 2.0 mg/mL pripremljena je
homogenizacijom ultrazvukom suhe tvari u pro¢is¢enoj vodi (ultrazvuéni homogenizator
Aguasonic 50HT, VWR Scientific, Radnor, Pennsylvania, SAD; snaga 75 W, frekvencija ~ 40
kHz).

3.3.4. Inkubacija primarnih astrocita s SWCNT-PEG ili samo funkcionalizacijskim
agensom PEG-om

U svrhu testiranja u¢inaka SWCNT-PEG, istrazivane nanocjevc¢ice dodane su u medij

za stanice 1 sat nakon ozljede, u koncentraciji 5 pg/ml, nakon ¢ega su stanice vraene u
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inkubator tijekom sljedeca 23 sata (za potrebe istrazivanja njihove citotoksi¢nosti te uéinaka
na izrazaj citokina i proteina od interesa) ili 71 sat (u svrhu ispitivanja uc¢inaka na promjenu
sadrzaja egzosoma). Temeljna otopina dodana je u medij koji je vorteksiran kako bi se postiglo
optimalno rasprSenje nanocjevcica i prevenirala agregacija, nakon ¢ega je dodan na stanice.
Ova koncentracija izabrana je prema prethodnim istrazivanja njihovih u¢inaka, a u kojima je
pokazan povoljan uéinak na astrocite, poput porasta izrazaja proteina GFAP i EAAT1
[208,193]. U medij sa stanicama koje nisu bile podvrgnute ozljedi ili su bile ozlijedene, ali
netretirane s nanocjev¢icama, dodana je procis¢ena voda s PEG (Merck KGaA, Darmstadt,
Njemacka), u kona¢noj koncentracija od 1 pg/ml PEG-a. Ova koncentracija PEG-a odgovara
masenom udjelu PEG-a u SWCNT-PEG (oko 20%). U konac¢nici, istrazivanja su se radila na
sljede¢im grupama: neozlijedenim, netretiranim astrocitima; neozlijedenim astrocitima
tretiranim s PEG-om; neozlijedenim astrocitima tretiranim s SWCNT-PEG-om,; astrocitima
podvrgnutim ozljedi i tretiranim s PEG-om; te astrocitima podvrgnutim ozljedi i tretiranim
SWCNT-PEG-om.

3.3.5. Odredivanje stupnja ozljede astrocita

Za odredivanje stupnja ozljede astrocita, koristio se test citotoksicnosti CytoTox96®
Non-Radioactive Cytotoxicity assay (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, SAD), koji
mjeri otpustanje enzima laktat dehidrogenaze (LDH) u stani¢ni medij. Princip ovog testa je da
LDH konvertira laktat u piruvat uz pretvorbu nikotinamid adenin dinukleotida (NAD") u
nikotinamid adenin dinukleotid dehidrogenazu (NADH). NADH koji nastaje iskoriStava se za
redukciju supstrata koji potom oslobada boju koja se moZze detektirati. Jate obojenje upucuje
na vecu koncentraciju oslobodenog LDH-a u mediju, Sto ukazuje na veci stupanj stanicnog
oStecenja ili citotoksi¢nosti. U prvom pokusu mjerio se utjecaj razine ozljede astrocita (blaga,
umjerena i teska) na stupanj citotoksi¢nosti. Uzorci medija prikupljani su u vremenskim
to¢kama 15 min, 1 h, 3 h, 6 h, 24 h nakon ozljede. Uzorci na ploc¢i s 96 jazica tretirani su
reagensima iz kita, prema uputama proizvodaca, te su analizirani spektrofotometrijskom
metodom na ¢ita¢u mikroploc¢a BioTek EL808 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD).
Za istrazivanje uc¢inka SWCNT-PEG na prezivljenje uzimali smo uzorke medija neozlijedenih
stanica te stanica podvrgnutih teskoj ozljedi rastezanjem tretiranih s PEG-om i stanica
podvrgnutim teskoj ozljedi tretiranih sa SWCNT-PEG. Uzorci za analizu uzimani su u istim

vremenskim tockama. Radena su 3 tehnicka replikata po bioloskom replikatu.
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3.3.6. Postupak izolacije egzosoma iz medija za uzgoj stanica

Egzosomi su izolirani iz medija stanica podvrgnutima teskoj ozljedi, s tretmanom
SCWNT-PEG ili PEG-om, te medija stanica kontrolne skupine. Mediji su prikupljeni 72 sata
nakon ozljede iz svih pokusnih grupa. Zbog ogranic¢enog volumena po jazici, mediji iz viSe
jazica su objedinjeni kako bi se postigao ukupni volumen od priblizno 20 ml. U te svrhe
ucinjeno je 4 do 6 tehnickih replikata po bioloskom replikatu. Medij je centrifugiran 30 min
na 2000 g, kako bi se odvojio stani¢ni otpad. Nadsloj je profiltriran kroz sito s porama veli¢ine
0.2 pum, te je potom prebacden u plastiéne epruvete za koncentriranje uzoraka (Pierce™ Protein
Concentrators PES, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD). Pritom su
uzorci centrifugirani na 4000 x g do postizanja volumena od ~500 pL. U koncentrirani medij
dodan je reagens za precipitaciju egzosoma (Total Exosome Isolation Reagent, kat. br.
4478359; Invitrogen; Carlsbad, California, SAD) u omjeru 1:2 u odnosu na volumen medija
(~250 pL). Nakon homogenizacije na vorteksu, otopina je inkubirana preko noc¢i na 4 °C.
Sljedec¢i dan, uzorci su centrifugirani na 10000 x g, 1 h na 4 °C. Nadsloj je odstranjen, a talog

koji sadrzi egzosome pohranjen je na -80 °C do daljnje upotrebe.
3.3.7. Western blotting

Primjenom ove metode ispitivan je izrazaj proteina u stanicama podvrgnutim ozljedi
rastezanjem razli¢itih jacina, te u stanicama podvrgnutim teskoj ozljedi tretiranima sa SWCNT-
PEG-om ili PEG-om. Uzorci su se dobili liziranjem cijelih stanica astrocita ili izoliranih
egzosoma. Radeni su iz najmanje 3 tehnicka replikata po bioloskom replikatu. Uzorci stanica
pripremljeni su 24 h nakon ozljede, tako §to je odstranjen stani¢ni medij, a stanice su tretirane
sa 100 pL/jazici ledeno hladnog RIPA (engl, radioimmunoprecipitation assay) pufera (20 mM
Tris-HCI pH 7,4, 150mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% TritonX, 1% Na-deoksikolat, 0,1% SDS),
kompletiranog s inhibitorima proteaza i fosfataza cOmplete™. Stanice su postrugane sa
silasti¢énih membrana, a ploca je stavljena 20 min na led na kruznu tresilicu. Nakon toga, lizat
je skupljen u tubice i centrifugiran na 14 000 x g 10 min na 4 °C dok se nije odvojio talog.
Nadslojena tekucina s otopljenim proteinima je prikupljena i pohranjena na -80 °C do daljnje
analize. Uzorci proteina iz egzosoma dobiveni su tako $to je na talog, dobiven nakon izolacije
egzosoma, naneseno 80 pl kompletiranog RIPA pufera. Talog je homogeniziran
vorteksiranjem, te ostavljen na ledu 20 min. Dobiveni lizat je centrifugiran na 14 000 x g 10
min na 4 °C dok se nije odvojio talog, nakon ¢ega se nadsloj pohranio na -80 °C. Koncentracija

proteina u uzorcima odredena je metodom po Bradfordu [210].
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Proteini su odvajani na poliakrilamidnom gelu, gdje su naneseni u koncentracijama ~1
ug/uL. Elektroforeza se provodila na uredaju Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, SAD). Transfer s gela na nitrocelulozne membrane preoveden
je pomoc¢u uredaja Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, SAD). Membrane su blokirane sa 5% mlijekom u prahu ili 5%-tnom otopinom
BSA, u kojima su inkubirane tijekom 1 h, kako bi se sprijecilo nespecifi¢no vezanje primarnih
protutijela. Primarna protutijela od interesa navedena su u Tablicl 1. B-aktin i GAPDH
koristeni su kao kontrola. Primarna protutijela inkubirana su preko no¢i na 4 °C. Nakon toga,
membrane su ispirane tri puta po 10 min s TBS-om (engl. Tris-buffered saline) koji sadrzi 0,1%
Tween-a (TBST) i inkubirane 1 h s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom. Sekundarna
protutijela prikazana su u Tablici 1. Nakon inkubacije, membrane su ispirane tri puta po 10
min s TBST-om. Za vizualizaciju proteina, koriSten je kemiluminiscentni supstrat
SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD).
Membrane su snimane na skeneru Kodak Image Station 440, te analizirane u programu Kodak
1D (v.3.6.5, Kodak Scientific Imaging Systems, Rochester, New York, SAD).

3.3.8. Dot blotting

Dot blot metoda koriStena je za odredivanje sadrzaja karboksiliranih proteina §to
ukazuje na razine oksidativne Stete na proteinima. Ovaj pokus provodio se samo na stanicama
podvrgnutima teskoj ozljedi s tretmanom SCWNT-PEG-om ili PEG-om, te kontrolnoj,
neozlijedenoj, netretiranoj  skupini.  2,4-dinitrofenilhidrazin  (DNPH) tvori  2,4-
dinitrofenilhidrazon (DNP hidrazon) kada dode u kontakt s karbonilnim skupinama na
proteinima. Radilo se najmanje 3 tehnicka replikata po biolosSkom replikatu. Svaki uzorak uzet
je u 2 alikvota, od kojih se jedan podvrgnuo reakciji, dok je drugi sluzio kao negativna kontrola.
Uzorci proteina su tretirani s 10 mM DNPH, u prisutnosti 12% natrijevog dodecil sulfata (engl.
sodium dodecyl sulfate, SDS), tijekom 15 min na sobnoj temperaturi (20-25 °C), u mraku.
Zatim se uzorak tretirao s neutralizacijskom otopinom, koja se sastoji od 2 M Trisa, 30 %
glicerola i 19% 2-merkaptoetanola. Uz pomo¢ naprave za dot blot (Cleaver Scientific Ltd,
Warwickshire, UK), uzorci su naneseni na PVDF membranu, koja se zatim osusila tijekom 15
minuta i potom tretirala s koncentriranom octenom kiselinom, te vodom. Membrane su isprane
puferom za ispiranje (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.05 % Tween; TBST2), nakon
Cega su blokirane s 5% BSA tijekom 1 sata. Zatim su membrane tretirane s anti-DNP
protutijelom (OxyBlot™, EMD Millipore, Billerica, MA, SAD), u razrjedenju 1:100, te su

inkubirane preko no¢i na 4 °C. Nakon inkubacije, membrane su isprane s TBST2, tri puta po 5
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minuta, te je na njih naneseno sekundarno kozje anti-zec¢je protutijelo u razrjedenju 1:3000.
Inkubacija je trajala 1 h, na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su se membrane opet isprale sa
TBST2. Inkubacija sa streptavidinom konjugiranim s HRP trajala je 30 min na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega su membrane opet isprane s TBST2. Zatim je dodan supstrat za
detekciju SuperSignal™ West Pico PLUS, te su membrane snimane na skeneru Kodak Image

Station 440, i analizirane u programu Kodak 1D.

3.3.9. Analiza citokina

Skupine koje su se koristile u ovom pokusu bile su: neozlijedene, netretirane stanice;
neozlijedene stanice tretirane PEG-om, necozlijedene stanice tretirane SWCNT-PEG-om;
stanice podvrgnute teskoj ozljedi rastezanjem, tretirane PEG-om, te stanice podvrgnute ozljedi,
tretirane SWCNT-PEG-om. Razine oslobodenih citokina mijerile su se iz 1 ml stani¢nog
medija, koji se skupljao 24 h nakon ozljede ili lazne ozljede. Medij je bio centrifugiran 5 min
na 1200 rpm kako bi se odstranio stani¢ni otpad. Kitovi za detekciju citokina koji su se koristili
su Mouse Cytokine Array C3 i Mouse Inflammation Array C1 (Ray Biotech Inc., Norcross,
Georgia, SAD), koji mogu odrediti koncentracije 62, odnosno 40, citokina. Kitovi su se koristili
u skladu s uputama proizvodaca. Medij stani¢nih kultura u volumenu od 200 pL nanoSen je na
membrane koje su prilozene u kitu, nakon ¢ega su se membrane tretirale s primarnim
protutijelom i otopinom streptavidina konjugiranog s HRP. Vizualizacija se provela pomocu
skenera Kodak Image Station 440, a analiza u programu Kodak 1D.

3.3.10. Izolacija miRNK iz egzosoma

Iz taloga koji je dobiven nakon izolacije egzosoma, izolirana je miRNK. Za izolaciju
se koristio miRNeasy Tissue/Cells Advanced Micro Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka), te je ona
provedena prema protokolu proizvodaca. Za dobivanje dovoljnih koli¢ina miRNK za analizu,
radeno je 4-6 tehnickih replikata po bioloskom replikatu. Kit sadrzava reagense za lizu uzoraka,
inhibiciju RNaza, kolone za eliminaciju gDNK, reagense za precipitaciju proteina i kolone za
prociséavanje i izolaciju miRNK. Nakon izolacije, miRNK zaledena je u teku¢em dusiku i
pohranjena na -80°C do daljnje upotrebe. Kvantifikacija miRNK napravljena je na uredaju
NanoPhotometer P300 (IMPLEN GmbH, Munchen, Njemacka).

3.3.11. Analiza izrazaja miRNK

Nakon izolacije miRNK, radena je reverzna transkripcija i amplifikacija pomocu
TagMan® Advanced miRNK Assays sustava (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD, kat. br. A25576), prema uputama proizvodaca. KoriSteno je 2 puL eluata
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mMiRNK po reakciji. Reakcije su ukljucivale Cetiri uzastopne faze: poliadenilaciju, ligaciju
adaptora, reverznu transkripciju (RT) i predamplifikaciju (miR-Amp). Ukratko, u prvoj fazi
izvedena je poliadenilacija RNK inkubacijom sa specificnom enzimskom smjesom na 37 °C
tijekom 45 minuta. Zatim je provedena ligacija adaptora pomoc¢u RNK ligaze i PEG 8000, pri
16 °C kroz 60 minuta. Slijedila je reverzna transkripcija koristenjem univerzalnog RT primera
1 odgovarajuc¢e enzimske smjese, pri cemu su reakcije inkubirane na 42 °C kroz 15 minuta.
Dobiveni cDNK podvrgnut je miR-Amp amplifikaciji, koriste¢i odgovarajuc¢u
predamplifikacijsku smjesu s ciljanim pocetnicama, u reakciji koja ukljucuje 14 ciklusa
denaturacije i elongacije. Za kvantifikaciju izrazaja pojedinih miRNK koristena je real-time
PCR analiza s odgovaraju¢im TagMan probama i Fast Advanced Master Mixom (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD). Reakcije su provedene u dva tehnic¢ka
ponavljanja, a analiza rezultata izvrSena je koriStenjem AACt metode. Svi termociklic¢ki

protokoli izvedeni su prema preporuc¢enim postavkama za QuantStudio™ sustav.

3.3.12. Imunocitokemija

Nakon provedene ozljede stanica i inkubacije 24 h, sa stanica je odstranjen medij, te su
one isprane 2 puta sa PBS-om. U svaku jazicu je dodano 400 pl 4% PFA 20 min, s ciljem
fiksacije stanica na podlogu. PFA se odstranio, a svaka jazica se isprala 2 puta s PBS-om.
Membrana Flex ploce izrezana je skalpelom na komade od interesa i tretirana 0,2% TritonX u
PBS-u tijekom 20 minuta, kako bi se postigla permeabilizacija. TritonX je odstranjen, a jazice
isprane PBS-om. Za analizu EAATL nije radena permeabilizacija. Membrana je blokirana 3%
BSA u PBS-u tijekom 30 min, nakon ¢ega se tretirala s primarnim protutijelom (antiGFAP,
anti-EAAT1) otopljenim u 1% BSA/PBS. Inkubacija primarnih protutijela je bila tijekom noc¢i
na 4°C. Primarno protutijelo isprano je 3 puta PBS-om, te je membrana tretirana odgovaraju¢im
sekundarnim protutijelom obiljezenim fluorokromom u koncentraciji 1:200 tijekom 2 h na
sobnoj temperaturi. Sekundarno protutijelo je isprano 2 puta PBS-om i jednom s
ultraproc¢is¢enom H20 nakon ¢ega se nakapala nuklearna boja DAPI, koncentracije 1pug/ml, i
inkubirala 1 min. DAPI je ispran s upH20, a membrane su montirane na stakla za mikroskopiju
pomoc¢u medija za uklapanje Mowiol®. Za vizualizaciju stanica koristio se Olympus IX73
inverzni mikroskop (Olympus Corporation, Tokio, Japan). Za snimanje mikrofotografija
koristen je program CellSense Imaging (Olympus Corporation, Tokio, Japan), a analizirane su
pomocu programa ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, SAD).
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3.3.13. Prikupljanje, obrada podataka i statisticka analiza

Sve analize provedene su na najmanje tri odvojena, neovisna eksperimenta (bioloska
replikata). U analizama Western blot i dot blot mjerenja, kao i kod odredivanja razina citokina,
svaka membrana predstavlja jedan bioloski replikat. Bendovi koriSteni za denzitometrijsku
analizu su snimani i pohranjeni kao .bip datoteke, te posjeduju sirove podatke koje generira
Kodak Image Analysis sustav za obradu slika. U ovoj vrsti datoteka zadrzava se puni dinamicki
raspon te se razine intenziteta mogu skalirati bez gubitka informacija. Denzitometrijska analiza
provedena je na izvornim (neskaliranim) podacima, analiziranim u Kodak Image Analysis
sustavu za obradu slika. Podaci su prikupljeni pomoc¢u programa Microsoft Excel (Microsoft
Corp., Redmond, WA, SAD) i, po potrebi, korigirani su za varijacije izmedu sesija kako je
prethodno opisano [211]. Statisticke analize provedene su pomocu programa GraphPad Prism
10 (GraphPad Inc., San Diego, CA, SAD). Raspodjela podataka procijenjena je na normalnost
koriStenjem odgovarajucih testova normalnosti. Na temelju distribucije 1 homogenosti
varijance, primijenjeni su parametarski ili neparametrijski statisti¢ki testovi. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrijednosti + standardne devijacije (SD) ili standardne pogreske sredine
(SEM), kako je navedeno u opisu slika i tablica. U grafickim prikazima srednje vrijednosti
prikazane su stupcima, dok su SD ili SEM prikazani kao linije pogreske. U svim usporedbama,

vrijednost p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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Aktivnost LDH (A.U.)

4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija modela traumatske ozljede rastezanjem in vitro na

primarnu kulturu misjih astrocita
4.1.1. Utjecaj razli¢itih stupnjeva ozljede rastezanjem na prezivljenje astrocita

Prvi cilj ovog istrazivanja bio je uspostaviti model za istrazivanje promjena u primarnoj
kulturi astrocita nakon in vitro ozljede rastezanjem. Astrociti su nasadeni na plo¢e sa
silasticnim membranama, a nakon §to su postigli konfluentnost na njima je izvrSena ozljeda.
Ispitan je utjecaj blage (1.8 PSI), umjerene (2.7 PSI) i teske (4.0 PSI) ozljede na njihovo
prezivljavanje, unutar 24 h nakon ozljede. Razina o$tecenja astrocita mjerena je u vremenskim
to¢kama od 15 min, 30 min, 1 h, 6 h, 12 h i 24 h nakon ozljede. Kao kontrola kori$teni su
neozlijedeni astrociti. Rezultati su pokazali da teska ozljeda uzrokuje znacajni porast aktivnosti
LDH u mediju za uzgoj stanica u vremenskim tockama od 1 h, 3 h i 24 h, dok blaga ozljeda
nije imala znacajan utjecaj na vijabilnost stanica u usporedbi s kontrolom. Astrociti izloZeni

umjerenoj ozljedi pokazali su zna¢ajan pad vijabilnosti tek 24 h nakon ozljede (Slika 8).

*
*
—
*
0.6
mm Kontrola
= 1.8 PSI
0.4= = 2.7 PSI
= 4.0 PS|
0.2m=
0.0
0 15min 1h 3h 6h 24h

Slika 8. Utjecaj razlicitih stupnjeva ozljede rastezanjem in vitro na oslobadanje laktat
dehidrogenaze (LDH) u primarnim mi$jim astrocitima. Astrociti su podvrgnuti ozljedi
blagog (1.8 PSI), umjerenog (2.7 PSI) ili teskog (4.0) stupnja. Kontrolne stanice su
neozlijedene. Mediji za stani¢ne kulture prikupljeni su u razli¢itim vremenskim tockama nakon
ozljede (15 min, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h 24 h), iz kojih je kvantificirano oslobadanje LDH. Rezultati

su izrazeni kao proizvoljne jedinice (engl. arbitrary units, A.U.) odnosno srednje vrijednosti £
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SD (N = 3). *p < 0,05, znacajno razli¢ito od kontrolne (neozlijedene i tretirane nosacem)
skupine (dvosmjerna ANOVA, Tukeyev HSD post-hoc test). Nije bilo znaCajne promjene
aktivnosti LDH tijekom vremena u kontrolnoj skupini.

4.1.2. Utjecaj ozljede na izrazaj EAATL, GFAP i INOS proteina

Sljedeci korak bio je ispitati kako ozljeda razli¢itog stupnja utjece na razine odabranih
proteina ¢iji izrazaj nam je vazan u kontekstu TBI, odnosno odgovora astrocita na istu. Analize
su provedene Western blot metodom. Proteini od interesa bili su GFAP, koristen kao biljeg
astrocitne reaktivnosti, buduc¢i da je njegov povecéani izrazaj obiljezje reaktivne astroglioze;
EAATL, jedan od klju¢nih astrocitnih transportera glutamata uklju¢en u regulaciju
izvanstani¢ne koncentracije glutamata; te iNOS, biljeg upalnih procesa i reaktivnog fenotipa

astrocita.

Astrociti u kulturi podvrgnuti su blagoj, umjerenoj i teskoj ozljedi, a 24 h kasnije su
lizirani za pripremu uzoraka za Western blot analizu. Rezultati denzitometrijskih analiza
prikazani su na Slici 9. Analize izrazaja GFAP-a pokazale su da nema znacajnih oscilacija u
izraZaju ovog proteina niti u kojem stupnju ozljede u odnosu na kontrolne, neozlijedene stanice.
Kod analize izraZzaja EAAT], blaga i umjerena ozljeda nisu imale utjecaj na promjene njegovih
razina, dok je u uvjetima teske ozljede izrazaj ovog glutamatnog transportera bio znacéajno
snizen. Sto se ti¢e proupalnog enzima iNOS, uotava se znadajan porast izrazaja ovog proteina
i kod umjerene i kod teske ozljede rastezanjem u usporedbi s kontrolnim, neozlijedenim

stanicama i blagom ozljedom.
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Slika 9. U¢inak blage (1,8 PSI), umjerene (2,7 PSI) i teSke (4,0 PSI) ozljede rastezanjem
in vitro na izraZaj proteina GFAP, EAAT1 i iNOS u primarnoj kulturi misjih astrocita.
Stanice su podvrgnute razli¢itim stupnjevima mehanicke ozljede, a 24 sata nakon tretmana
lizirane su i analizirane metodom Western blot. Kao kontrola koristene su neozlijedene stanice.
Prikazani su reprezentativni blotovi, a grafi¢ki prikazi predstavljaju denzitometrijsku analizu
izrazaja GFAP (50 kDa) (A), EAAT1 (60 kDa) (B) i iNOS (130 kDa) (C). Rezultati su
korigirani za vrijednosti izrazaja B-aktina (42 kDa) i izrazeni kao srednja vrijednost + SD (N =
3-4). *p < 0,05 znacajno razlicito od kontrolne skupine (jednosmjerna ANOVA s Tukey HSD

post hoc testom).

Nakon provodenja ozljeda razlicitog stupnja, astrociti su bili vizualizirani i
imunofluorescencijom. Stanice su fiksirane na silastiéne membrane i obojane odgovaraju¢im
protutijelima 24 h nakon provodenja ozljede. 1z mikrofotografija oCitava se znacajan gubitak

stanica nakon umjerene i teske ozljede (Slika 10).
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Slika 10. Reprezentativne mikrofotografije prikazuju raspodjelu i intenzitet
imunoreaktivnosti GFAP-a (A) i EAAT1 (B) u kontrolnim te blago (1,8 PSI), umjereno
(2,7 PSI) i tesko (4,0 PSI) ozlijedenim stanicama 24 h nakon ozljede rastezanjem in vitro.
GFAP 1 EAATI detektirani su primjenom specifi¢nih primarnih protutijela 1 odgovarajuc¢ih
fluorescentno obiljezenih sekundarnih protutijela, dok su jezgre stanica kontrastno obojene

DAPI-jem (plavo). Linija skale: 50 um.



4.2.  Udinci funkcionaliziranih nanocjevéica (SWCNT-PEG) na primarnu

kulturu misjih astrocita

Sljedeci cilj bio je procijeniti u¢inke funkcionaliziranih nanocjevéica (SWCNT-PEG) na
primarnu kulturu astrocita. Astrociti su bili tretirani s 5 pg/mL SWCNT-PEG, S§to je
koncentracija koja je u prethodnim studijama pokazala netoksi¢énom, ali i iskazala
modulacijske uc¢inke na astrocitima [193,212]. Uc¢inci SWCNT-PEG na stanice usporedivani
su s tretmanom s 1 ug/mL funkcionalizacijskim sredstvom PEG-om, sto odgovara masenom
udjelu PEG-a u molekuli SWCNT-PEG. Kontrolna skupina bile su netretirani astrociti.
Inkubacija s navedenim tretmanima trajala je 23 h. Nakon inkubacije, stanice su lizirane za
pripremu uzoraka za analizu izrazaja proteina metodom Western blot, a medij iz stani¢nih

kultura se prikupljao za analizu citokina.

4.2.1. SWCNT-PEG nemaju utjecaj na izrazaj proteina GFAP i EAAT1

Zapocetak, ispitivan je u¢inak primjene kemijski funkcionaliziranih SWCNT na izrazaj
pojedinih proteina u astrocitima. Dva proteina koja su nam bila najzanimljivija u pogledu
utjecaja ozljede na funkciju stanica su biljeg astrocita GFAP te transporter za ekscitacijske
aminokiseline EAAT1. Slika 11 prikazuje reprezentativne blotove (A), kao i1 njihove
pripadajuce denzitometrijske analize (B). Rezultati ukazuju na to da ni PEG niti SWCNT-PEG
nemaju sami po sebi znacajnog utjecaja na razine ovih proteina, u usporedbi s kontrolnim,

netretiranim stanicama.
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Slika 11. Udinci jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica funkcionaliziranih s PEG-om

(SWCNT-PEG) i samog funkcionalizacijskog sredstva PEG-a na izrazaj proteina GFAP
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i EAATL1 u primarnoj kulturi astrocita. Stanice su bile netretirane ili tretirane sa SWCNT-
PEG ili PEG te lizirane nakon inkubacije u trajanju od 23 h. Prikazani su reprezentativni blotovi
(A) i histogrami (B) koji prikazuju rezultate denzitometrijske analize izrazaja GFAP (50 kDa)
I EAAT1 (60 kDa). Rezultati su korigirani za vrijednosti izrazaja GAPDH (36 kDa) i izrazeni
kao srednja vrijednost + SD (N = 3-6).

4.2.2. Utjecaj SWCNT-PEG na oslobadanje citokina

Astrociti su jedni od glavnih sekretornih stanica mozga, te sa svojim citokinima
reguliraju brojne funkcije neurona i drugih glija stanica, a posebice su vazni u upalnom
odgovoru [50,213]. Za procjenu u¢inaka koje bi tretman SWCNT-PEG i PEG-om mogli imati
na razinu oslobodenih citokina koristio se kit Mouse Inflammation Array C1 koji mjeri izrazaj

40 citokina vaznih u upalnim procesima. Istrazivani citokini navedeni su u Tablici 2.

Za analize citokina koristio se medij iz kultura astrocita prikupljen 23 h nakon tretmana.
Za utvrdivanje mogucih uc¢inaka PEG-a i SWCNT-PEG na same astrocite koristile su se
neozlijedene stanice. U mediju tretiranom PEG-om, u odnosu na kontrolu, nije bilo znacajnih
razlika u izrazaju niti jednog od ispitivanih citokina. U mediju stanica tretiranih SWCNT-PEG
primije¢eno je znacajno snizenje izrazaja citokina MIP-1y, u usporedbi i sa kontrolom i
medijem stanica tretiranih samo PEG-om (jednosmjerna ANOVA, p=0.038) (Slika 12).
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Slika 12. Utjecaj SWCNT-PEG i PEG na oslobadanje citokina u primarnim misjim
astrocitima. Stanice su bile netretirane (kontrola) ili tretirane sa SWCNT-PEG ili PEG
tijekom 23 h, nakon ¢ega je analiziran citokinski profil u staniénom mediju. (A)
Reprezentativne citokinske membrane; crvenim kvadratom oznaceni su citokini sa znacajnom
promjenom signala. (B) Znacajno smanjenje razine MIP-1y u skupini tretiranoj sa SWCNT-
PEG u usporedbi s kontrolom. Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD. *p < 0,05
znacajno razli¢ito od kontrolne skupine (jednosmjerna ANOVA s Tukey HSD post hoc
testom). (C) Shematski prikaz rasporeda citokina na membrani.

Tablica 2. Rezultati multipleks analize citokina iz uzoraka medija astrocita tretiranih
PEG-om ili SWCNT-PEG-om. Citokini su navedeni abecednim redom. Podatci su izrazeni
kao srednja vrijednost £ SEM. *p < 0,05 oznacava statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina
(jednosmjerna ANOVA s Tukey HSD post hoc testom).

Kontrola PEG SWCNT-PEG

Srednja + SEM Srednja + SEM | Srednja + SEM | p-vrijednost

vrijednost vrijednost vrijednost
BLC 12560 + 3015 12481 + 1809 | 10658 + 1367 | 0.791
CD30L 6816 + 1474 5824 + 886 | 5772 + 598 | 0.742
Eotaksin 2670 + 717 1910 + 145 1701 + 302 0.353
Eotaksin-2 | 8900 + 1374 8638 + 604 | 8864 + 766 | 0.979
FAS ligand | 2846 + 189 2742 + 110 | 2687 + 278 | 0.858
Fraktalkin 15659 + 1178 15866 + 1025 | 17410 + 271 0.394
G-CSF 2504 + 62 3050 + 429 | 2983 + 431 |0.528
GM-CSF 8466 + 2400 7473 + 1065 | 6487 + 925 |0.700
IFN-y 2330 + 405 1898 + 226 1136 + 138 | 0.059
IL1-a 23515 + 4326 21113 + 1366 | 18503 + 1893 | 0.500
IL1-B 1862 + 205 2371 + 930 1060 + 303 0.336
IL2 4488 + 1028 4381 + 151 | 3934 + 640 | 0.844
IL3 1913 + 501 2295 + 152 1956 + 314 0.716
IL4 31027 + 11283 | 18523 + 3996 | 11987 + 2978 | 0.237
IL6 2819 + 428 2612 + 334 | 1986 + 246 | 0.280
IL9 7597 + 799 7781 + 184 8436 + 621 0.603
IL10 1744 + 121 2132 + 171 1863 + 207 0.324
IL12- 3070 + 544 3006 + 626 | 3283 + 791 0.954
p40/p70
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IL12-p70 16631 + 983 15564 + 1239 | 17786 + 1237 | 0.449
IL13 6324 + 1505 6905 + 958 | 7039 + 998 | 0.903
IL17 2336 + 355 2610 + 220 | 2006 + 368 | 0.460
I-TAC 2797 + 471 2618 + 166 | 2058 + 235 | 0.303
KC 16338 + 3828 16306 + 1882 | 13862 + 3390 | 0.821
Leptin 1306 + 347 1339 + 146 | 1258 + 297 | 0.979
LIX 42406 + 7081 38489 + 3903 | 33905 + 2487 | 0.508
Limfotaktin | 11457 + 1088 11111 + 752 | 10266 + 782 | 0.642
MCP-1 22598 + 1744 20876 + 3223 | 24203 + 3872 | 0.757
M-CSF 26969 + 2142 30575 + 716 | 28239 + 2334 | 0.438
MIG 1023 + 242 1521 + 253 | 1533 + 252 | 0.325
MIP-1-a 9421 + 2369 7722 + 753 | 10407 + 2559 | 0.666
MIP-1-y 100010 + 32148 | 61422 + 6244 | 8175 + 2957 | 0.038*
RANTES 10348 + 1620 8082 + 212 | 5814 + 1087 | 0.079
SDF-1 7165 + 1010 5958 + 291 | 5038 + 477 | 0.157
TCA-3 32171 + 5081 29170 + 2886 | 29705 + 2865 | 0.866
TECK 2424 + 187 4090 + 655 | 4439 + 724 | 0.098
TIMP-1 5416 + 517 6486 + 614 | 4841 + 51 0.112
TIMP-2 5168 + 391 5111 + 411 | 4079 + 183 | 0.115
TNF-alfa 4538 + 353 5264 + 457 | 4890 + 118 | 0.381
STNF RI 40916 + 4356 36272 + 1380 | 40744 + 3058 | 0.538
STNF RII 20143 + 3752 20787 + 1113 | 29477 + 4157 | 0.162

Skracenice: BLC, kemoatraktant B limfocita; CD30L, CD30 ligand; G-CSF, ¢imbenik
stimulacije kolonije granulocita; GM-CSF, c¢imbenik stimulacije kolonije granulocita-
makrofaga; IFN-y, interferon gama; IL1-a, interleukin 1 alfa; IL1-f, interleukin 1 beta; 1L2,
interleukin 2; IL3, interleukin 3; IL4, interleukin 4; IL5, interleukin 5; IL6, interleukin 6; IL9,
interleukin 9; 1L10, interleukin 10; IL12-p40/p70, interleukin 12 p40/p70 heterodimer; IL12-
p70, interleukin12 p70 homodimer; IL13, interleukin 13; IL17, interleukin 17; KC, citokin
porijeklom iz keratinocita; LIX, CXC kemokin induciran lipopolisaharidom; MCP-1, protein
kemoatraktant monocita 1, M-CSF, ¢imbenik stimulacije kolonije makrofaga; MIG, monokin
induciran interferonom gama; MIP-1a, upalni protein makrofaga 1 alfa; MIP-1y, upalni protein
makrofaga 1 gama; RANTES reguliran aktivacijom, u normalnim T stanicama izrazen i
osloboden; SDF-1, ¢imbenik porijeklom iz stromalnih stanica 1; TCA-3, protein aktivacije T
stanica 3; TECK, kemokin izrazen u timusu; TIMP-1, tkivni inhibitor metaloproteinaza 1;

TIMP-2, tkivni inhibitor metaloproteinaza 2; TNF-a, ¢imbenik nekroze tumora alfa; STNF RI,
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ljudski topljivi receptor za ¢imbenik nekroze tumora I; STNF RII, ljudski topljivi receptor za

¢imbenik nekroze tumora 1.

4.3. Ucinci funkcionaliziranih SWCNT na primarnu kulturu misjih

astrocita podvrgnutu teskoj ozljedi rastezanjem in vitro

Sljedeci cilj bio je procijeniti u¢inke funkcionaliziranih nanocjev¢ica na primarnu kulturu
astrocita izlozenu teskoj traumatskoj ozljedi rastezanjem in vitro. Astrociti su bili tretirani s 5
ng/mL SWCNT-PEG ili 1 pg/mL funkcionalizacijskog sredstva PEG-a, pocevsi 1 h nakon
ozljede ili lazne ozljede, dok su analize provedene 23 h nakon pocetka tretmana, odnosno 24 h
nakon izazivanja ozljede. Za kontrolnu grupu izabrana je kultura neozlijedenih astrocita koji
su bili tretirani s 1 pg/mL PEG-a, kako bi osigurali da su potencijalni u¢inci u skupini sSTBI +
SWCNT-PEG rezultat djelovanja nanocjevcica, a ne PEG-a.

4.3.1. SWCNT-PEG ne uzrokuju dodatnu stani¢nu smrt kod ozlijedenih astrocita

U svrhu sigurne primjene SWCNT kao sredstva za terapiju TBI, vazno je ispitati
njihove toksikoloske u¢inke. Dosadasnja istrazivanja upucuju na smanjenu toksi¢énost SWCNT
nakon funkcionalizacije, a same SWCNT-PEG pokazale su sigurne ucinke na astrocite u
koncentraciji 5 pg/ml [193,212]. U nasem istrazivanju, htjeli smo potvrditi da SWCNT-PEG
nisu toksi¢ne na kulture astrocita, te da nece izazvati povecanje njihove stani¢ne smrti.
Rezultati prikazani na slici 13 pokazuju da ozljeda uzrokuje znacajno povecanje aktivnosti
LDH (p < 0,05) u usporedbi s kontrolnim stanicama, gdje neozlijedeni astrociti pokazuju niske
razine LDH, u svim vremenskim tockama. Izlozenost SWCNT-PEG-u ili PEG-u nije utjecala
na koli¢inu LDH oslobodenog iz ozlijedenih astrocita ni u jednoj od odredenih vremenskih

toc¢aka (p > 0,05).
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Slika 13. Primjena funkcionaliziranih jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica (SWCNT-
PEG) ne utjee na preZivljenje primarnih misjih astrocita izloZenih teSkoj ozljedi
rastezanjem in vitro (STBI). Mediji za stani¢ne kulture prikupljeni su u razli¢itim vremenskim
to¢kama nakon ozljede (15 min, 1 h, 3 h, 6 h, 12 hi 24 h), te je iz njih kvantificirano oslobadanje
stani¢ne laktat dehidrogenaze (LDH). Primjena SWCNT-PEG nije utjecala na razine LDH
oslobodene nakon ozljede. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + SD (N = 3). *p <
0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001 znacajno razli¢ito od kontrolne skupine (jednosmjerna
ANOVA).

4.3.2. SWCNT-PEG nemaju uéinka na razinu oksidativnih oStecenja proteina

Razine karbonilacije proteina detektirane su ,,dot blot* imunoesejem u svrhu
utvrdivanja hoce li teska in vitro TBI i/ili tretman SWCNT-PEG-om potencijalno uzrokovati
oksidativno oSteCenje proteina (Slika 14). Slika A prikazuje reprezentativne dot blotove
uzoraka svih istrazivanih skupina, dok slika B prikazuje denzitometrijske analize istih toCaka,
korigirane s ukupnim proteinima odredenim Ponceau S bojenjem. Rezultati su prikazani kao
postotak rezultata uzoraka kontrolne skupine. 1z rezultata je vidljivo da nema statisticki
znacajne promjene u razinama karboniliranih proteina nakon ozljede stanica ili dodavanja
ispitivanog nanomaterijala, odnosno sredstva za funkcionalizaciju, odredeno 24 sata nakon

teSke ozljede stanica istezanjem (p = 0,419, jednosmjerna ANOVA).
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Slika 14. U¢inak jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica kemijski funkcionaliziranih PEG-
om (SWCNT-PEG) na razinu oksidativnog oSteCenja proteina, odredenu mjerenjem
sadrzaja karboniliranih proteina (PCC), u primarnim astrocitima miSeva izloZenim
teskoj ozljedi rastezanjem in vitro. Prikazani su (A) reprezentativni dot blot i (B) rezultati
denzitometrijske analize. Histogram prikazuje razine PCC u kontrolnim uvjetima (neozlijedene
stanice tretirane PEG-om), te 24 sata nakon ozljede, odnosno 23 sata nakon tretmana PEG-om
(STBI+PEG) ili istrazivanim nanomaterijalom (STBI+SWCNT-PEG). Vrijednosti su prikazane
kao udio (%) razina PCC detektiranih u stanicama kontrolne skupine, korigirane za ukupne
proteine odredene Ponceau S bojenjem. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti = SD (N

= 4),

4.3.3. Utjecaj SWCNT-PEG na izrazaj EAAT1 i GFAP

U nastavku istrazivanja smo istrazili utjecaj SWCNT-PEG na stanice podvrgnute sTBI.
Prvo smo mjerili izrazaj GFAP proteina posto su promjene u izrazaju GFAP-a nakon ozljede
mozga najkarakteristi¢niji biljezi reaktivnosti astrocita [44]. U naSem istrazivanju, Western
blot analize izrazaja GFAP proteina (Slika 15) nisu pokazale znacajnu promjenu u razinama
GFAP-a 24 h nakon teske ozljede istezanjem (p = 0.580 jednosmjerna ANOVA). Ovaj nalaz
je u skladu s prethodno objavljenim istraZivanjima u kojima nije otkriven znacajan porast

sinteze GFAP-a, vec¢ se poticala relokalizacija postojeceg GFAP-a u astrocitima [45]. Zatim
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smo ispitali utjecaj ozljede i tretmana na izrazaj EAAT1 transportera za unos glutamata u
stanicu. Ozljeda je dovela do zna¢ajnog smanjenja izrazaja EAAT1 proteina, dok je tretman
sa SWCNT-PEG-om doveo do povratka izrazaja 0vog proteina na razine slicne kontrolnim
(jednosmjerna ANOVA p =0.0005, Tukeyev post hoc test, kontrola vs. STBI+PEG p =
0.0017; sTBI+PEG vs. sTBI+SWCNT-PEG p = 0.0012).
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Slika 15. Uc¢inak jednozidnih wugljikovih nanocjevéica funkcionaliziranih
polietilenglikolom (SWCNT-PEG) na izrazaj proteina GFAP i EAAT1 u primarnoj
kulturi misjih astrocita podvrgnutih teskoj ozljedi rastezanjem (sTBI) in vitro. Jedan sat
nakon ozljede stanice su tretirane PEG-om (STBI+PEG) ili SWCNT-PEG-om (STBI+SWCNT-
PEG), te su lizirane 23 sata nakon tretmana. Kontrolne, neozlijedene stanice tretirane su
isklju¢ivo PEG-om tijekom 23 sata. Prikazani su reprezentativni blotovi (A) i histogrami (B)
koji prikazuju rezultate denzitometrijske analize izrazaja proteina. Vrijednosti su normalizirane
na [-aktin, a podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (N = 3-6). Statisti¢ka analiza
provedena je jednosmjernom ANOVA-om te Tukeyevim HSD post hoc testom **p < 0,01

znacajno razli¢ito u odnosu na STBI+PEG skupinu.
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4.3.4. Utjecaj SWCNT-PEG na oslobadanje citokina u astrocitima podvrgnutim

teskoj ozljedi rastezanjem

Kako bi se ispitalo imaju li teska ozljeda i tretmani utjecaja na sekretornu funkciju
primarnih misjih astrocita, mjerili smo razine citokina. Za analizu oslobodenih citokina koristili
smo Mouse Cytokine Array C3, koji mjeri izrazaj 62 citokina. Ispitivani citokini navedeni su
u Tablici 3. U medijima dobivenim iz ozlijedenih stanica koje su bile tretirane samo s PEG-om
nisu zabiljezene znacajne razlike u razinama citokina u usporedbi s kontrolom. Nasuprot tome,
rezultati analize izrazaja citokina iz medija stanica tretiranih SWCNT-PEG pokazali su
znacajne razlike u izrazaju sljedecih citokina: axl, BLC, G-CSF, GM-CSF, IL-3-Rb, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-9 i IL-10. Od toga, axl, BLC, GM-CSF, IL-4, IL-5, IL-6 i IL-10 bili su znacajno
visi u usporedbi s kontrolom, ali i medijem ozlijedenih astrocita tretiranih samo PEG-om, dok
su razine G-CSF i IL-9 bile povisene samo u usporedbi s rezultatima ozlijedenih, PEG-om
tretiranih astrocita. 1L-3-Rb je bio znacajno povisen kod tretmana SWCNT-PEG samo u
usporedbi s medijem stanica kontrole, dok nije bilo znacajne razlike u usporedbi sa medijem

ozlijedenih, PEG-om tretiranih stanica (Slika 16).
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Slika 16. Utjecaj SWCNT-PEG i PEG na oslobadanje odredenih citokina u primarnoj
kulturi astrocita podvrgnutih teskoj ozljedi rastezanjem (sTBI) in vitro. Stanice su bile
neozlijedene i tretirane PEG-om ili podvrgnute teskoj ozlijedi rastezanjem te tretirane sa
SWCN-PEG ili PEG-om. Inkubacije je trajala 23 h nakon ¢ega su se skupljali mediji za
provodenje analize citokinskog profila. (A) Reprezentativne membrane na kojima je vrSena
analiza citokina za kontrolne, neozlijedene stanice, ozlijedene stanice tretirane PEG-om i
ozlijedene stanice tretirane SWCNT-PEG; bojama su oznacena polja na kojima su citokini
imali znacajnu promjenu u signalu. (B) Shema koja prikazuje pozicije odredenih citokina na
membrani; slova i brojevi oznac¢avaju koordinate na membrani. (C) Rezultati denzitometrijskih
analiza prikazuju znacajnu razliku u jacini signala citokina izmedu skupina. Podatci su izraZeni
kao prosjecna vrijednost = SEM (N = 3), *p < 0,05, **p < 0,001 oznacavaju statisticki znacajne

razlike izmedu skupina.

Tablica 3. Rezultati multipleks analize citokina iz uzoraka medija astrocita podvrgnutih
teskoj ozljedi rastezanjem (STBI) i tretiranih PEG-om ili SWCNT-PEG-om. Kontrola je
uzorak medija neozlijedenih astrocita. Citokini su navedeni abecednim redom, vrijednosti su

izrazene kao srednja vrijednost + SEM uz prikazane p-vrijednosti (jednosmjerna ANOVA).

Kontrola sTBI STBI+CNTs

Srednja Srednja Srednja -

vrijednost £ SEM \vrijednost £ SEM \vrijednost £ SEM prvrijednost
ax| 16718 + 3275 (16744 + 992 32863 + 4688 0.022
BLC 72646 + 13101 68306 + 7685 114230 + 11023 [0.044*
CD30L 40834 + 7406 [37347 + 2129 57518 + 8129 0.140
CD30/
NERSFS 17634 + 3056 [14769 + 550 32816 + 7926 0.082
CD40 12789 + 3739 [13767 + 2140 27983 + 14188 (0.426
CRG-2 70256 + 16899 61489 + 3534 132431 + 40265 [0.178
CTACK 168821 + 25588 [149857 + 27855 209095 + 13274 |0.259
CXCL16 (135924 + 31167 (121224 + 12164 (206239 + 22130 [0.084
Eotaksin (17274 + 3933 [16108 + 2149 25180 + 6360 0.363
Eotaksin-2 (78016 + 14912 76439 + 3788 152648 + 40262 [0.121
FAS ligand {13528 + 1343 9451 + 1178 2810 + 5006 [0.053
Fraktalkine 218289 + 46065 (182008 + 17973 (345859 + 46507 [0.056
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G-CSF 7481 + 1267 4680 + 184 14255 + 3482 0.048
GM-CSF 51936 + 11738 [45898 + 7099 89457 + 10259 [0.041*
IFN-y 17532 + 3378 [16572 + 2432 21392 + 3084 0.521
IGF-BP-3 1448402 + 88861 [390930 + 17913 604411 + 108635 [0.240
IGF-BP-5 [133681 + 34500 [115008 + 16867 [175032 + 18254 (0.284
IGF-BP-6 80456 + 20720 69400 + 9763 169463 + 56161 [0.166
IL1-a 112183 + 28635 (91247 + 14727 215497 + 62762 [0.148
IL1-B 8186 + 2231 8152 + 1474 19227 + 4960  [0.084
IL2 38458 + 6567 [32970 + 6227 58370 + 7362 [0.081
IL3 11386 + 2404 8363 + 929 11350 + 1123  [0.380
IL3 Rb 19144 + 2364 24779 + 1053 32123 + 3800 |0.037*
IL4 214442 + 28355 (180581 +* 6772 346468 + 43122 [0.018*
IL5 16926 + 3241 (14009 + 1939 30137 + 3592 [0.019*
IL6 25709 + 5055 [20698 + 2874 42066 + 2905 [0.016*
IL9 65888 + 14082 (51442 + 9205 101808 + 7296  |0.037*
IL10 11673 + 1375 (9087 + 1193 17373 + 975 0.007*
IL12-

240/p70 19702 + 4236 [18016 + 3715 27584 + 1589  [0.183
IL12-p70 110394 + 12739 [104720 + 27665 214345 + 58593 |0.152
IL13 59626 + 13223 H0348 + 6015 07722 + 19530 (0.114
IL17 9609 + 2794 8648 + 795 21571 + 7935 0.195
KC 109413 + 20505 (100752 + 12739 213106 + 54250 (0.107
Leptin R {35408 + 8290 [33626 + 3933 72109 + 22581 [0.173
Leptin 9897 + 740 [7366 + 914 11966 + 2075 0.139
LIX 113842 + 12851 (112966 + 13461 (186224 + 28028 |0.060
L-Selektin (14702 + 2472 (13238 + 2333 24567 + 4951 0.116
Limfotaktin 83926 + 19325 63803 + 5413 120520 + 18534 [0.107
MCP-1 239798 + 49964 205393 + 40509 (359565 + 8713  |0.060
MCP-5 101423 + 20104 [72998 + 9999 139967 + 12897 |0.052
M-CSF 210871 + 45931 (137746 + 25395 2268783 + 19732 [0.075
MIG 15348 + 2471 9842 + 2483 18248 + 1373 [0.084
MIP-1-a. 47635 + 10362 {35379 + 5943 68237 + 6437 [0.064
MIP-1-y 307346 + 69618 205631 + 21454 327544 + 43082 |0.246
MIP-2 214940 + 37607 (173253 + 23345 339213 + 49901 [0.052
MIP-3-p 61684 + 10553 pH4333 + 6345 110907 + 21456 [0.061
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MIP-3-a (15641 + 2084 (9752 + 1472 19260 + 4647 |0.166
PF4 168461 + 32929 (121861 + 17546 225070 + 51474 [0.218
P-Selektin {120004 + 20395 96472 + 9785 151060 + 29478 (0.272
RANTES 38955 + 6024 29829 + 3325 43090 + 8244  0.365
SCF 23807 + 4102 (18179 + 2934 25900 + 6101  [0.507
SDF-1-0 (113183 + 28619 {87605 + 19485 163462 + 28163 [0.187
TARC 115059 + 30467 80720 + 14699 (153396 + 21837 [0.167
TCA-3 247875 + 52345 [170076 + 21707 296098 + 35259 [0.144
TECK 19522 + 2821 (14837 + 1203 22342 + 1732 0.099
TIMP-1 126358 + 20060 (112581 + 18140 (155062 + 10080 [0.262
TNF-a 20712 + 4749 20915 + 3476 28785 + 2109 0.273
STNFRI (147838 =+ 28012 [109439 + 11065 (193438 + 20422 [0.079
STNF RII 121439 + 16069 (90405 + 5325 147920 + 20473 0.097
TPO 63183 + 0848 57808 + 7192 84677 + 14297 0.257
VCAM-1 166884 + 35232 (127283 + 8685 213899 + 41508 [0.236
VEGF 15228 + 3170 (13308 + 1365 20346 + 5154 0.412

Skracenice: axl, receptor za tirozin kinazu Axl; BLC, kemoatraktant B limfocita; CD30L,
CD30 ligand; CD30/TNFRSFS8, ¢lan superobitelji liganda ¢imbenika nekroze tumora 8; CD40,
klaster diferencijacije 40; CRG-2, gen odgovora na citokine 2; CTACK, kutani kemokin koji
privla¢i T stanice; CXCL16, ligand 16 kemokina (C-X-C motiva); G-CSF, ¢imbenik
stimulacije kolonije granulocita; GM-CSF, ¢imbenik stimulacije kolonije granulocita i
makrofaga, IFN-y, interferon gama; IGF-BP-3, protein koji veze faktor rasta nalik inzulinu 3;
IGF-BP-5, protein koji veze faktor rasta nalik inzulinu 5; IGF-BP-6, protein koji veze faktor
rasta nalik inzulinu 6; IL1-0, interleukin 1 alfa; IL1-B, interleukin 1 beta; IL2, interleukin 2;
IL3, interleukin 3; IL3 Rb, interleukin 3 receptor beta; IL4, interleukin 4; IL5, interleukin 5;
IL6, interleukin 6; IL9, interleukin 9; IL10, interleukin 10; IL12, interleukin 12; IL13,
interleukin 13; 1L17, interleukin 17; KC, citokin porijeklom iz keratinocita; LIX, CXC
kemokin induciran lipopolisaharidom; MCP-1, protein kemoatraktant monocita 1; MCP-5,
protein kemoatraktant monocita 5; M-CSF, ¢imbenik stimulacije kolonije makrofaga; MIG,
monokin induciran interferonom gama; MIP-1-a, upalni protein makrofaga 1 alfa; MIP-1-y,
upalni protein makrofaga 1 gama; MIP-2, upalni protein makrofaga 2; MIP-3-p, upalni protein
makrofaga 3 beta; MIP-3-a, upalni protein makrofaga 3 alfa; PF4, ¢imbenik trombocita 4;
RANTES, reguliran aktivacijom, u normalnim T stanicama izrazen i osloboden; SCF, ¢imbenik

mati¢nih stanica; SDF-1-a, ¢cimbenik porijeklom iz stromalnih stanica 1 alfa; TARC, kemokin

61



reguliran timusom i aktivacijom; TCA-3, protein aktivacije T stanica 3; TECK, kemokin
izrazen u timusu; TIMP-1, tkivni inhibitor metaloproteinaza 1; TNF-a, ¢imbenik nekroze
tumora alfa; STNF RI, ljudski topljivi receptor za ¢cimbenik nekroze tumora I; STNF RII, ljudski
topljivi receptor za ¢imbenik nekroze tumora II; TPO, trombopoetin; VCAM-1, molekula

adhezije vaskularnih stanica 1; VEGF, ¢imbenik rasta vaskularnog endotela

4.3.6. Utjecaj SWCNT-PEG na izrazaj proteina ukljuc¢enih u antioksidativne

procese

Ozljeda znaCajno povecava stvaranje reaktivnih kisikovih i duSikovih vrsta, a za
prevenciju oksidativnog stresa potrebna je adekvatna aktivacija antioksidativnih sustava
stanice. Tu je od velike vaznosti protein nuklearni ¢imbenik s eritroidnim-2 povezanim
¢imbenikom 2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2), kao i proteini ¢iju
transkripciju on regulira — SOD1, GPX i oksigenaza hema 1 (engl. heme oxygenase 1, HO-1),
koji vrSe degradaciju reaktivnih spojeva i preveniraju oSteCenja stani¢nih struktura i DNK.
Analiza izraZaja ovih proteina provedena je 24 h nakon ozljede, odnosno 23 h nakon tretmana.
Teska ozljeda rastezanjem nije dovela do znacajnih promjena u izrazaju Nrf2 i GPX u
stanicama astrocita. S druge strane tretman SWCNT-PEG doveo je do znacajnog porasta HO-
1iSOD1 (Slike 17 i 18).
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Slika 17. U¢inak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica funkcionaliziranih

polietilenglikolom (SWCNT-PEG) na izrazaj proteina Nrf2 i HO-1 u primarnoj kulturi
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misjih astrocita podvrgnutih teSkoj ozljedi rastezanjem (sTBI) in vitro. Jedan sat nakon
ozljede stanice su tretirane PEG-om (STBI+PEG) ili SWCNT-PEG-om (STBI+SWCNT-PEG)
te su lizirane 23 sata nakon tretmana. Kontrolne, neozlijedene stanice tretirane su isklju¢ivo
PEG-om tijekom 23 sata. Prikazani su reprezentativni blotovi (A) i histogrami (B) koji
prikazuju rezultate denzitometrijske analize izrazaja proteina. Vrijednosti su normalizirane na
GAPDH, a podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD (N = 3-6). Statisticka analiza
provedena je jednosmjernom ANOVA-om te Tukeyevim HSD post-hoc testom; *p < 0,05, **p

< 0,01, znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu ili STBI+PEG.
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Slika 18. U¢inak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica funkcionaliziranih
polietilenglikolom (SWCNT-PEG) na izrazaj proteina SOD1 i GPX u primarnoj kulturi
misjih astrocita podvrgnutih teSkoj ozljedi rastezanjem (sTBI) in vitro. Jedan sat nakon
ozljede stanice su tretirane PEG-om (STBI+PEG) ili SWCNT-PEG-om (sTBI+SWCNT-PEG)
te su lizirane 23 sata nakon tretmana. Kontrolne, neozlijedene stanice tretirane su iskljuc¢ivo
PEG-om tijekom 23 sata. Prikazani su reprezentativni blotovi (A) i histogrami (B) s rezultatima
denzitometrijske analize izrazaja proteina. Vrijednosti su normalizirane na GAPDH, a podaci
su prikazani kao srednja vrijednost £ SD (N=3-4). Statisticka analiza provedena je
jednosmjernom ANOVA-om te Tukeyevim HSD post-hoc testom; *p < 0,05, znac¢ajno razli¢ito

u odnosu na kontrolu ili STBI+PEG.
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4.3.7. Utjecaj SWCNT-PEG na stres stanica nakon teske ozljede rastezanjem

INOS je jedan od biljega od interesa u ovom istrazivanju zbog svoje uloge u
oksidativnom stresu i upali. Zanimalo nas je hoc¢e li nas model ozljede stimulirati njegovu
sintezu, a zatim i hoce li primjena nanocjev¢ica modificirati te vrijednosti ili same po sebi
stimulirati upalno stanje. Uzorkovanje i analiza provedeni su po istom principu kao i za druge
Western blot analize u ovom istrazivanju. Nasi rezultati pokazuju da je znaCajan porast izrazaja
INOS-a bio prisutan samo u eksperimentalnoj grupi gdje provedena ozljeda rastezanjem (p =
0,006) dok u ozlijedenim stanicama koje su bile tretirane SWCNT-PEG-0m nije bilo znacajnih

promjena u usporedbi s kontrolom, ali niti STBI+PEG grupom.
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Slika 19. Uc¢inak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica funkcionaliziranih
polietilenglikolom (SWCNT-PEG) na izrazaj iNOS proteina u primarnoj kulturi misjih
astrocita podvrgnutih teSkoj ozljedi rastezanjem (sTBI) in vitro. Jedan sat nakon ozljede
stanice su tretirane PEG-om (STBI+PEG) ili SWCNT-PEG-om (STBI+SWCNT-PEG) te su
lizirane 23 sata nakon tretmana. Kontrolne, neozlijedene stanice tretirane su isklju¢ivo PEG-
om tijekom 23 sata. Prikazani su reprezentativni blotovi (A) i histogrami (B) koji prikazuju
rezultate denzitometrijske analize izrazaja INOS proteina. Rezultati su korigirani s
vrijednostima izrazaja -aktina i prikazani kao srednja vrijednost + SD (N = 4-6). **p < 0,01

znacajno razlic¢ito od kontrolne skupine (jednosmjerna ANOVA, Tukey post hoc)
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HSP proteini stvaraju se u razli¢itim uvjetima stresa stanice, pa tako i TBI. HSP70 je
jedan od clanova te obitelji proteina koji ¢uva strukturu stanice 1 omogucava normalno
sklapanje proteina u patofizioloskim uvjetima. Za bolje razumijevanje u¢inaka SWCNT-PEG
na astrocite u traumi, ovaj protein je takoder bio od interesa za analizu. Slika prikazuje
dobivene rezultate koji pokazuju da ozljeda, kao ni tretman sa SWCNT-PEG nisu imali
znacajan utjecaj na izrazaj ovog proteina u odnosu na kontrolne, neozlijedene stanice, u naSim

eksperimentalnim uvjetima.
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Slika 20. Uc¢inak jednozidnih wugljikovih nanocjevéica funkcionaliziranih
polietilenglikolom (SWCNT-PEG) na izrazaj proteina HSP70 u primarnim misjim
astrocitima podvrgnutim teSkoj ozljedi rastezanjem (STBI) in vitro. Prikazani su
reprezentativni blotovi (A) i odgovaraju¢e denzitometrijske analize (B) izrazaja proteina
HSP70 u primarnim mi$jim astrocitima podvrgnutim te$koj ozljedi rastezanjem. Rezultati su
korigirani s vrijednostima izrazaja GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +

SD (N = 3) (jednosmjerna ANOVA).

4.4. Promjene u molekularnim karakteristikama egzosoma nakon traume

Posljednji cilj ovog istrazivanja bio je ispitati promjene u molekularnim
karakteristikama egzosoma oslobodenih iz astrocita nakon teske ozljede rastezanjem in vitro.
Egzosomi su izolirani iz stanica kontrole, odnosno neozlijedenih, PEG-om tretiranih stanica,
te stanica koje su bile podvrgnute in vitro teskoj ozljedi rastezanjem i tretirane PEG-om ili

SWCNT-PEG-om. Eksperimentalne grupe su iste kao u prethodnim pokusima, no napravljene
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su razlike u izvodenju pokusa U svrhu dobivanja veéeg uzorka pogodnog za analizu. To¢nije,
umjesto udarca vrsnog pritiska od 19-29 kPa (3,8-4,2 psi), koristili smo slabiji udarac vr$nog
pritiska 2,8 psi za kojeg je opisano da ina¢e modelira umjerenu ozljedu, no na misjim
karakterizirati kao teSka. Razlog provodenja slabije ozljede je to sto teska ozljeda izaziva
preveliku smrt stanica te se iz preostalih preZivjelih stanica oslobada koli¢ina egzosoma
premalena za izolaciju i provodenje daljnjih analiza. Takoder, nakon ozljede, stanice su
inkubirane 72 h prije skupljanja medija i izolacije egzosoma, kako bi se omogucilo dovoljno
vremena da astrociti oslobode egzosome, odnosno da se omoguci skupljanje kvalitetnijeg
uzorka za analizu. Izolirani egzosomi su podvrgnuti lizi kako bi napravili uzorke za analizu

Western blot metodom ili se iz njih izolirala miRNK za qRT-PCR analizu.

4.4.1. Karakterizacija egzosoma

Za pocetak, Zeljeli smo potvrditi da su proteini koje smo dobili iz izolata uistinu
porijeklom iz egzosoma, a ne iz stanica. U te svrhe bilo je vazno analizirati izrazaj proteina
koji se u literaturi navode kao biljezi egzosoma TSG101 i CD63, a kao negativnu kontrolu
mjerili smo izrazaj proteina jezgre histona H3 [214]. Rezultati nasih analiza (Slika 21)
pokazuju rezultate Western blot analize izrazaja biljega TSG101 i CD63 prisutnih u uzorcima
izoliranih egzosoma, kao i odsustvo negativnog biljega H3 te moZemo zakljuciti da su nasi

uzorci uistinu egzosomalnog porijekla te da se mogu Koristiti za daljnje analize miRNK.
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Slika 21. Izrazaj biljega egzosoma TSG101 i CD63 u egzosomima primarnih misjih
astrocita podvrgnutih teSkoj ozljedi rastezanjem in vitro i tretiranim PEG-om ili

SWCNT-PEG-om. Kontrolne stanice su egzosomi neozlijedenih stranica tretiranih PEG-om.

66



Negativna kontrola histon H3 odsutna je u uzorcima egzosoma, ali prisutna u uzorcima stanica,

koji su sluzili u svrhu potvrde ispravnosti koriStenog H3 protutijela.

4.4.2. Utjecaj SWCNT-PEG na izrazaj miRNK u egzosomima

Nakon §to smo dokazali da smo uspjesno izolirali egzosome, iz njih smo izolirali
ukupnu miRNK. Prvo smo analizirali u¢inak SWCNT-PEG na izrazaj miRNK u egzosomima
neozlijedenih stanica, gdje su kontrola bile neozlijedene stanice tretirane PEG-om. Dobivena
miRNK reverznom transkripcijom prepisala se u cDNK, amplificirala te analizirala gRT-PCR
metodom. Kao molekule od interesa izabrali smo miRNK 21a, miRNK 26a i miRNK 146a te
mIiRNK 16a ¢iji izrazaj nam je sluzio za normalizaciju rezultata. Dobiveni rezultati analizirani
su, ali nisu pokazali znacajne razlike u usporedbi s kontrolom (Slika 22). Mozemo zakljuciti

da SWCNT-PEG u nasem modelu ozljede nema znacajan utjecaj na izrazaj miRNK od interesa.
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Slika 22. Slika 22. U¢inak primjene SWCNT-PEG na izrazaj miRNK-21a, miRNK-26a i
MiRNK-146a u egzosomima porijeklom iz primarnih misjih astrocita. [zrazaj miRNK-21a,
mMIRNK-26a i miRNK-146a u egzosomima izoliranima iz primarnih misjih astrocita analiziran
je metodom kvantitativne reverzno-transkripcijske lanc¢ane reakcije polimerazom nakon
tretmana SWCNT-PEG-om. Dobiveni rezultati nisu pokazali statisti¢ki znac¢ajne promjene u

izrazaju navedenih miRNK u odnosu na kontrolnu skupinu (stanice tretirane PEG-om). Izrazaj
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je normaliziran na referentnu miRNK-16a, a podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SD
(N=3).

4.4.3. Utjecaj SWCNT-PEG na izrazaj miRNK u egzosomima astrocita

podvrgnutih teskoj ozljedi rastezanjem

U sljede¢em koraku analizirali smo u¢inke SWCNT-PEG u uvjetima teske ozljede
rastezanjem. Kontrolna skupina bile su miRNK egzosoma neozlijedenih stanica tretiranih
PEG-om dok su eksperimentalne skupine bile miRNK egzosoma ozlijedenih stanica tretiranih
PEG-om, odnosno SWCNT-PEG-om. Rezultati (Slika 23) nisu pokazali znacajne promjene u

izrazaju niti jedne od ispitivanih miRNK.
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Slika 23. U¢inak primjene SWCNT-PEG na izrazaj miRNK-21a, miRNK-26a i miRNK-
146a u egzosomima iz primarnih misjih astrocita nakon teSke ozljede rastezanjem in vitro.
Izrazaj miRNK-21a, miRNK-26a i miRNK-146a analiziran je u egzosomima izoliranima iz
kondicioniranog medija primarnih misjih astrocita podvrgnutih teskoj ozljedi rastezanjem in
vitro, nakon Cega su stanice tretirane SWCNT-PEG-om. Kvantifikacija izrazaja provedena je
metodom kvantitativne reverzno-transkripcijske lancane reakcije polimerazom. Nisu uocene
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statistiCki znacajne promjene u razinama analiziranth miRNK u usporedbi s kontrolnom
skupinom, koju su ¢inili egzosomi neozlijedenih stanica tretiranih PEG-om. Vrijednosti su
normalizirane na referentnu miRNK-16a, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD
(N=23).
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RASPRAVA

Nanomaterijali se sve vise istrazuju u kontekstu oboljenja sredis$njeg Ziv€anog sustava
zbog svog velikog potencijala u dijagnostici i terapiji. Medu njima se posebno izdvajaju
ugljikove nanocjev€ice zbog svojih povoljnih fizikalno-kemijskih svojstava koje nakon
funkcionalizacije s odgovaraju¢im sredstvom poput PEG-a pokazuju visoku biokompatibilnost
i smanjenu toksi¢nost [215]. TBI je stanje za koje nema konkretnog lijeka i za kojeg se terapija
intenzivno istrazuje, ali nazalost s malo uspjeha. Puno istrazivanja primjene lijekova u svrhu
terapije zaustavljeno je u fazi klini¢kog ispitivanja zbog slabe translacije obecavajucih rezultata
iz pretklinike [116,117]. Nanomedicina je relativno novo podrucje s velikim potencijalom za
razvoj terapija te se stoga istrazivanja sve vise usmjeravaju k njoj. U ovoj studiji istrazivali Smo
uc¢inke SWCNT-PEG u modelu teske in vitro TBI na primarne astrocite. Parametri koje smo
pratili bili su prezivljavanje stanica, razine oksidativnih o$tecenja, izrazaj odabranih proteina
vaznih u razvoju sekundarne ozljede te sekretornu funkciju astrocita. Koliko nam je poznato,
ovo je prvo istrazivanje koje ispituje ucinke ugljikovih nanocjev¢ica u tesSkoj ozljedi

rastezanjem in vitro.

5.1. Uspostava modela ozljede i karakterizacija stanica

Prvi cilj ovog rada bio je uspostaviti model za istrazivanje promjena u primarnoj kulturi
astrocita nakon in vitro teske ozljede rastezanjem. Model ozljede koji smo izabrali je model
biaksijalne ozljede rastezanjem, koji se kroz literaturu dokazao kao dobar i1 najceSc¢e biran
model ozljede koji izaziva ucinak slican in vivo akceleracijsko-deceleracijskoj ozljedi
[199,216]. Prednosti ove metode su to $to je udarac precizno kontroliran, a rezultat udarca je
mjerljiv, stoga je model 1 reproducibilan, pa je 1 lakSe dobiti statisti¢ki znac¢ajne informacije o

uc¢inku ozljede [197,217].

Od velike vaznosti je potvrditi da nas in vitro model ozljede moze reproducirati in vivo
TBI i dovesti do slicne kaskade promjena u stanici [197]. Za to smo morali napraviti
karakterizaciju ozljede u razli¢itim stupnjevima, odredivanjem prezivljenja stanica i razlika u
izrazaju odabranih proteina. Cilj je bio do¢i do zakljucaka je li nas model uistinu dobar za
daljnja ispitivanja TBI, odnosno za mjerenje u¢inka nanocjevcica na stanice podvrgnute teskoj
TBI. Ovaj model ozljede u literaturi se pokazao dobar jer izaziva brojne promjene u astrocitima

i neuronima koje koreliraju s in vivo ozljedom. To ukljucuje oStecenje organela i strukture
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citoskeleta, porast u unutarstani¢énim koncentracijama kalcija, otpustanje ATP-a i citokina,

stvaranje ROS i oksidativna oSte¢enja [216].

Ispitivali smo kakav utjecaj ¢e ovaj model ozljede imati na stani¢nu kulturu na nacin
da smo u pocetku usporedivali tri stupnja ozljede — blagu, umjerenu i teSku — u svrhu $to bolje
karakterizacije teske ozljede, na kojoj je planirano provesti kasnije faze istrazivanja. Parametri
koje smo pratili bili su vijabilnost stanica te izrazaj odredenih proteina koji su nam bili od
interesa u kontekstu traume — biljega aktivacije astrocita GFAP-a, transportera za glutamat
EAAT1 i biljega oksidacijskih i upalnih procesa iNOS-a.

Vijabilnost smo mjerili testom citotoksi¢nosti koji radi na principu mjerenja aktivnosti
LDH enzima. Ovaj test pokazao je, kao $to je i ocekivano, da je najve¢a LDH aktivnost prisutna
u mediju sakupljenom sa stanica podvrgnutih teskoj ozljedi, dok su mediji blago ozlijedenih
stanica imali zanemariv porast aktivnosti ovog enzima. Umjerena ozljeda izazvala je znacajnu
smrt stanica samo u vremenskoj tocki od 24 h. Time se potvrdilo da ozljeda koju smo napravili
uistinu jest teska TBI, i da je prezivljenje stanica kod ovakvog tipa ozljede zna¢ajno smanjeno.
Sli¢ni rezultati dobiveni su u studiji koja je proucavala tesku ozljedu rastezanjem in vitro s 50%
deformacijom membrane na primarnoj kulturi mi§jih neurona, [218] te u studiji razli¢itih

stupnjeva ozljede (deformacija membrane 5-50%) na rezovima stakorskih hipokampusa [219].

Vijabilnost je promatrana i metodom imunofluorescencije gdje su vizualizirani astrociti
24 h nakon provodenja razli¢itog stupnja ozljede. Na mikrofotografijama se vidi pad broja
stanica u uvjetima umjerene i teske ozljede. U literaturi, istraZivanje ucinka istog modela
ozljede na humanim astrocitima pokazalo je slicne ucinke na vijabilnost stanica.
Mikrofotografije u ovom radu pokazuju znacajan gubitak stanica i proSirene medustani¢ne

prostore nakon teske ozljede rastezanjem [206].

GFAP je strukturni protein citoskeleta, a koristi se kao biljeg zrelih astrocita i reaktivne
astroglioze. U tim procesima sudjeluje na na¢in da stimulira rast i zadebljanje stanice i
astrocitnih izdanaka. Njegove razine Cesto su poviSene kod TBI i neurodegenerativnih bolesti
[41]. Hoce li razlicite tezine ozljede izazvati aktivaciju astrocita u naS§em modelu, analizirali
smo mjerenjem izrazaja GFAP-a Western blot metodom, 24 h nakon ozljede. Nasi rezultati
nisu pokazali znacajne razlike izmedu eksperimentalnih skupina, niti u usporedbi s kontrolom.
U literaturi, izrazaj GFAP-a znatno varira ovisno o modelu i ja¢ini ozljede. U vecini in vitro
istrazivanja zabiljeZen je porast GFAP-a [220,45,221], no on ne mora uvijek rasti te moze biti

I snizen [222]. Razlog tome mogle bi, osim razlika izmedu modela, biti i razlike u provedbi
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traume unutar istog modela, recimo po pitanju brzine izvodenja udaraca ili koli¢ine udaraca,
jacine provodenja ozljede te razli¢itih metoda za analizu podataka. Takoder, kod prejake
ozljede moze do¢i do smrti prevelikog udjela stanica te se mogu vidjeti snizene vrijednosti
umjesto tipi¢no poviSenih. NaSe istrazivanje radeno na uzorcima koji su pripremani samo u
jednoj vremenskoj tocki, nakon 24 h, §to je mozda vremenski nedovoljno da bi se vidio
znaajan porast GFAP te bi bilo zanimljivo napraviti istrazivanje izrazaja i u drugim

vremenskim to¢kama.

Jedna od glavnih funkcija astrocita je regulacija izvanstani¢nih razina glutamata, gdje
glavnu ulogu imaju EAAT1 transporteri za prijenos glutamata u stanicu. Razine EAAT1 su od
izrazitog znacaja posto je jedan od glavnih mehanizama razvoja sekundarne ozljede i izazivanja
smrti neurona upravo ekscitotoksi¢nost posredovana previsokim razinama glutamata koji se
oslobada iz oste¢enih i umirucih stanica [16]. Rezultati analize izrazaja EAATI proteina
izmedu grupa s razli¢itim stupnjem ozljede i1 kontrole pokazale su znacajne razlike samo u
skupini koja je bila podvrgnuta teskoj ozljedi, gdje je primijeCen smanjeni izrazaj ovog
proteina. Ovaj rezultat podrzavaju dosadasnja in Vvivo istrazivanja na Stakorima, koja su
zabiljezila smanjenu prisutnost EAAT]1 proteina u periodu 6-72 h nakon ozljede [223]. S druge
strane jedna in vivo studija na Stakorima podvrgnutim FPI ozljedi pokazala je da 3 sata nakon
ozljede, koju su oni opisali kao umjerenu, takoder dolazi do smanjenja izrazaja EAATI
transportera [224], sto se ne slaze s rezultatima naSih pokusa gdje razlika u izrazaju ovog
proteina nakon umjerene TBI nije bila znacajna. Razlog tome moze biti zato $to in vivo ozljeda
ima puno ve¢i raspon 1 ukljucuje brojne faktore poput mjesta ozljede na mozgu, narusavanja
KMB i neuroupale, naspram in vitro ozljede koja je uvijek regulirana i ima mali raspon te je
teSko uvijek u potpunosti napraviti dobru korelaciju izmedu teZina ozljeda. Takoder, nase
istrazivanje provedeno je na izoliranoj populaciji astrocita, a u odsustvu neurona i drugih glija
stanica nedostaje medustani¢na komunikacija i brojni ¢imbenici koje te stanice luce, a koji
mogu modificirati funkciju astrocita. Pad izrazaja EAAT1 primijecen je i in vivo kod ljudi
nakon TBI, gdje je u periodu kroz 7 dana nakon ozljede doslo do znacajnog smanjenja izrazaja
ovog transportera [65], s time da u ovom istrazivanju nije specificirano da se radilo o teskoj

ozljedi, no do tog zakljucka se moze do¢i bazirano na vremenu prezivljenja pacijenata.

Inducibilni oblike enzina NOS (iNOS) poja¢ano je izrazen nakon ozljede SZS-a i jedan
je od glavnih posrednika upale i proizvodnje citokina, ali i stvaranja RNS i ROS. [225,226]. U
in vivo modelima ozljede, izrazaj iNOS jako ovisi o modelu, recimo kod TBI ispusStanjem utega

ili blast ozljedi dolazi do porasta izrazaja iNOS ve¢ nakon 12-48 h, dok u FPI modelu traume
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mozga zabiljezen je porast izrazaja u izmedu 3. i 7. dana nakon traume. Nadalje, u pacijenata
s TBI zabiljezen je porast INOS vrijednosti ve¢ unutar 8 h nakon TBI [225,227]. Neovisno o
eksperimentalnom modelu ozljede, ona je uvijek popracena porastom izrazaja iNOS-a. U ovom
istrazivanju zabiljezeni su sli¢ni rezultata, odnosno, u modelu umjerene i teske ozljede
rastezanjem znacajno je porastao izrazaj iNOS-a u astrocitima u usporedbi s kontrolom ili

blagom ozljedom.

5.2. Utjecaj PEG i SWCNT-PEG na izrazaj proteina i oslobadanje citokina u

primarnoj kulturi astrocita

Polietilen glikol (PEG) jedna je od molekula koja se ¢esto koristi u kozmetici i industriji
hrane te se smatra da je sigurna zbog svoje neznatne apsorpcije putem koze i nakon ingestije.
Koristi se i u terapiji za modulaciju farmakokinetike lijekova te usporava metabolizam lijeka u
jetri 1 njegovo izluc¢ivanje bubrezima. U dozama kojim se koristi za te svrhe, nije primije¢ena
toksi¢nost te se smatra da PEG ima jako $irok sigurnosni profil. Toksi¢nost PEG-a primije¢ena
je samo kod izrazito visokih doza primijenjenih parenteralnim putem i to specificno na

bubrezima [228].

Zbog svoje netoksi¢nosti i izostanka ucéinaka na organizam, PEG je sredstvo koje se
Cesto bira za modulaciju nanocestica te znacajno utjece na njihova svojstva i farmakokinetiku.
PEG produljuje vrijeme cirkulacije nanocestica, ¢ini ih vie nevidljivima za imunoloski sustav
prevencijom opsonizacije te smanjuje nespecifican unos u dendriticke stanice i makrofage
fagocitozom [229]. SWCNT u nasem istrazivanju takoder su oblozene PEG-om. U kontekstu
naseg istrazivanja, PEGilacija znacajno smanjuje agregaciju ugljikovih nanocjevcica i time
smanjuje njihovu toksi¢nost, kao §to su potvrdila brojna istrazivanja [157,172,173,149]. Inace,
ovaj proces moze i povecati njihovu sposobnost da vezu lijekove, $to je korisno ukoliko bi se
SWCNT koristile u svrhu dostave lijekova, pogotovo u tumorske stanice [230]. S druge strane,
novija istrazivanja pokazala su da kada je PEG konjugiran s nanocesticama, poput lipidnih
nanocestica koristenih za dostavu cjepiva, on moze postati imunogenican i da se mogu stvarati

anti-PEG protutijela koja izazivaju hipersenzitivne reakcije [231].

Kako je ve¢ navedeno u uvodnom dijelu ovog rada, zabiljezeni su pozitivni uéinci
SWCNT-PEG na prezivljenje neurona, rast neurita i obnovu aksona nakon TBI
[195,194,196,193]. Stoga je cilj naseg istrazivanja bio je ispitati u¢inke SWCNT-PEG na
astrocite podvrgnute teSkoj ozljedi rastezanjem in vitro. U prvom koraku, odnosno prije

ispitivanja u¢inaka primjene PEG ili SWCNT-PEG u uvjetima ozljede, potrebno je bilo utvrditi
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kakve ¢e ucinke ovi spojevi imati na funkciju neozlijedenih astrocita. Od interesa nam je bilo
utvrditi ho¢e li nanocjevCice same po sebi potaknuti aktivaciju astrocita i izazvati povecan
izrazaj GFAP, hoce li utjecati na razine EAAT1 u odsustvu ozljede te kako ¢e modulirati upalni
odgovor te sekretorni profil astrocita. Stanice astrocita bile su tretirane s 1 pg/mL PEG-a ili 5
png/mL SWCNT-PEG-a kroz 23 h nakon ¢ega su njihovi mediji pohranjeni ili stanice lizirane za

daljnje analize navedenih proteina odnosno citokina.

Rezultati Western blot analize izrazaja proteina nisu pokazali znacajne varijacije U
razinama EAATL transportera ni izmedu tretiranih skupina, ni u usporedbi s kontrolnim,
netretiranim stanicama, sto upucuje na to da SWCNT-PEG, kao ni PEG, sami po sebi nemaju
ucinak na unos glutamata u zdravoj stanci. Takoder, primjena PEG-a i SWCNT-PEG-a nije
potaknula ni promjene u izrazaju GFAP proteina niti u jednoj eksperimentalnoj grupi, $to bi
moglo upucivati na to da ni nanocjev¢ice ni otapalo ne poticu reaktivnost astrocita, no nasi
rezultati se ne slazu s onim dostupnim u literaturi i stoga bi trebalo napraviti dodatne analize.
Naime, provedene su studije koje su izucavale utjecaj SWCNT-PEG na primarnim mi$jim
astrocitima, ali je za analizu GFAP 1 EAAT]1 izrazaja bila kori$tena metoda imunofluorescencije
te je tamo prikazana povec¢ana imunoreaktivnost GFAP-a u tretiranim stanicama, kao i poveéana
imunoreaktivnost EAAT1 na staniénim membranama [232,193]. Moguce je da su razlike u

GFAP-u prisutne zbog razli¢itih metoda analize ili eksperimentalnih uvjeta.

Astrociti su u dvosmjernoj komunikaciji s neuronima i drugim glija stanicama putem
brojnih faktora koje lu¢e, poput neurotransmitera, iona, egzosoma te citokina. Ta molekularna
komunikacija ima veliku vaznost u ozljedi, jer brojni faktori koje stanice oslobadaju mogu
utjecati na preZivljenje, regeneraciju aksona, procese angiogeneze, ali 1 neuroupalu i
neurodegeneraciju, odnosno sve procese koji mogu pridonijeti oporavku, ali i pogorSanju
ozljede [50]. Citokini imaju zna¢ajan utjecaj na integritet KMB, aktivaciju imunoloskih stanica
i njihovo dovodenje na mjesto ozljede, moduliraju neuroupalu koja s jedne strane poboljsava
odstranjivanje mrtvih o$teéenih stanica i ubrzava oporavak, a s druge strane ako u prevelikom
opsegu pojacava stani¢nu smrt i oStecenja te se moze prosiriti i na zdrave dijelove mozga. Prije
ispitivanja u¢inaka nanocjevcica na oslobadanje citokina iz ozlijedenih stanica, bilo je vazno
odrediti po¢etnu tocku, odnosno vidjeti ho¢e 1i PEG i SWCNT-PEG imati u¢inke, i u kojem

opsegu, na same astrocite.

Rezultati analize citokina pokazali su da PEG ne modificira oslobadanje citokina, dok

SWCNT-PEG utjeCe na znacajno smanjenje samo jednog od ispitivanih citokina, a to je MIP-
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ly (engl. macrophage inflammatory protein 1y), jo§ poznatog i kao CCL9. MIP-1y pripada
obitelji CC kemokina, konstitutivno je prisutan u brojnim tkivima, a lu¢e ga makrofagi i
dendriticke stanice. Ima vaznu ulogu u imunosti, sudjeluje u kemotaksiji T limfocita i monocita
[233]. U SZS-u ima veliku ulogu nakon traumatske ozljede, gdje pridonosi napredovanju
sekundarnih ostecenja poticanjem upale te se smatra da sudjeluje u disregulaciji prijenosa osjeta
boli i razvoju neuropatske boli, no njegova uloga treba biti jo§ daljnje istrazena [234]. NaSe
istrazivanje pokazalo je da primjena SWCNT-PEG dovodi do smanjenja proizvodnje MIP-1y,
Sto bi potencijalno moglo imati neuroprotektivne uc¢inke nakon TBI. Po pitanju u¢inaka MIP-
1y na ostala tkiva, poznato je da djeluje i na kosti aktivacijom osteoklasta i povecanjem
resorpcije kostiju [233], a ukljucen je i u brojne patoloske procese poput stvaranja metastaza
raka. Manjak MIP-1y u upalnim bolestima crijeva poti¢e vecu upalu i vece oSteCenje stanica i
tkiva [235]. Rezultati naseg in vitro istrazivanja provedeni su samo na izoliranim astrocitima, a
ne makrofazima i dendritickom stanicama, pa nije moguce donositi zakljucke o tome kako bi
SWCNT-PEG utjecale na oslobadanje MIP-1y iz tih stanica, no svakako bi bilo zanimljivo za
istraziti zbog utvrdivanja sustavnog ucinka koje bi SWCNT-PEG mogle izazvati prilikom
potencijalne terapije TBI.

Tretman astrocita SWCNT-PEG-om nije izazvao poveéano oslobadanje proupalnih
citokina, $to je zabiljezeno kod primjene nefunkcionaliziranih cjevéica [236], pa mozemo
zakljuciti da PEGilacija smanjuje sposobnost nanocjevéica da izazivaju upalno stanje. Za
potpunije razumijevanje uc¢inka SWCNT-PEG na stanje upale, svakako bi bilo vazno ispitati

njihove ucinke i na populaciji mikroglije.

5.3. Utjecaj SWCNT-PEG na primarnu kulturu astrocita nakon teSke ozljede

rastezanjem in vitro

Sljede¢i cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj SWCNT-PEG na primarnu kulturu
astrocita nakon in vitro teske ozljede rastezanjem. Utjecaj SWCNT na in vitro stani¢ne kulture
opisan je kroz razna istrazivanja [237], ali nase istrazivanje prvo je koje istrazuje uéinak
SWCNT-PEG na kulturu astrocita podvrgnutu ozljedi rastezanjem in vitro. Po pitanju u¢inka
na tkivo nakon in vivo TBI, SWCNT-PEG su istrazivane na modelu ozljede ledne mozdine u
Stakora, gdje je pokazano da primjena ovog oblika nanocjevc€ica na mjesto ostecenja dovodi do
opstanka 1 rasta aksona $to se vidi s povecanjem broja neuronskih vlakana na mjestu lezije

[196].
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Jedan od najvecih problema SWCNT po pitanju biomedicinske primjene je njihova
izrazita toksi¢nost, koja je dokazana kroz brojne studije, stoga je nas prvi zadatak u sklopu
ovog cilja bio dokazati da koncentracija SWCNT-PEG od 5 ug/ml koju ¢emo koristiti kroz ovo
istrazivanje nece imati toksi¢ne ucinke na primarnu kulturu astrocita, unato¢ tome $to je

njihova sigurnost ve¢ bila ispitana u prethodnim istrazivanjima [232,193].

Brojna istrazivanja proucavala su toksi¢nost CNT u svrhu odredivanja toksikoloSkog
profila raznih oblika CNT, prije nego bi se one mogle poceti koristiti u bilo kojem obliku
bioloske terapije. Ukoliko cjevéice nisu funkcionalizirane, odnosno, ukoliko se primijene u
svojem c¢istom stanju, imaju visoku toksi¢nost na stanice [162,238]. Agregacija je kljuc
navedenih toksi¢nih u¢inaka, a dispergirane Cestice, ¢ak i nefunkcionaliziranih CNT pokazuju
manju toksi¢nost [239]. Ugljikove nanocjevéice funkcionalizirane S PEG-om imaju vecu
sposobnost disperzije u vodenim otopinama te bi stoga trebale imati i puno nizu toksi¢nost, §to

su rezultati naSe studije i pokazali.

Tretman nanocjevCicama davao se 1 h nakon provedbe teske ozljede rastezanjem, $to
bi odgovaralo vremenskom okviru davanja terapije nakon TBI u klini¢kim uvjetima. Primjena
SWCNT-PEG u koncentraciji 5 ug/ml i na stanicama kontrole, i na ozlijedenim stanicama, nije
pokazala citotoksi¢nost niti u jednoj vremenskoj to¢ki unutar 24 h od ozljede, sto se pokazalo
koristenjem LDH testa. Ovi rezultati slazu se s dosadas$njim istraZivanjima [172]. S druge
strane, nije primijecen0 niti povecano preZivljenje stanica. Ova istraZivanja provedena su u
akutnoj fazi nakon ozljede te bi bilo zanimljivo i vazno istraziti $to se dogada po pitanju
prezivljenja astrocita u vremenskim tockama kasnijim od 24 h, pogotovo s obzirom da su neka

istrazivanja pokazala viSe razine citotoksi¢nosti u duzim vremenskim okvirima.

Jedan od mehanizama toksi¢nosti nefunkcionaliziranin  SWCNT povezan je s
mitohondrijalnim o$te¢enjem, pojac¢anim stvaranjem ROS i oksidativnim ostecenjem struktura
u stanici [162]. U uvjetima ozljede dolazi takoder do poveéanja oksidativnih oSteCenja te je to
jedan od uzroka povecane smrti neurona i glija stanica nakon TBI [21]. Stoga je bilo od velike
vaznosti odrediti ho¢e 1i na§ in vitro model teske ozljede rastezanjem dovesti do porasta
oksidativnog ostecenja te hoce li primjena PEG-SWCNT imati utjecaj na njega. Toksi¢ni ucinci
mjerili su se odredivanjem stupnja karbonilacije proteina u uvjetima teske TBI i primjene
SWCNT-PEG na stanice podvrgnute ozljedi. Nase istrazivanje nije pokazalo znacajne razlike
izmedu ovih grupa, kao ni u usporedbi sa kontrolom, netretiranim, neozlijedenim Stanicama.

Ovi rezultati nisu u skladu s istrazivanjem iste vrste in vitro ozljede rastezanjem provedenoj na
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astrocitima korteksa stakora, u kojem je teSka TBI izazvala povecano stvaranje izoprostana,
prostaglandina koji nastaju pod djelovanjem ROS [240]. Povecano stvaranje izoprostana
izmjereno je 1 h nakon ozljede, dok je analiza koju smo mi provodili provedena 24 h nakon
ozljede. Prethodna istrazivanja pokazala su da je najvece oksidativno osSte¢enje u astrocitima
upravo 1 h nakon ozljede te da astrociti u kasnijem periodu povrate svoju sposobnost sinteze
fosfolipida [241]. Moguce je da je do tih razli¢itih pokazatelja oksidativnih oSte¢enja doslo
upravo zbog velike vremenske razlike u provodenju analiza. U in vivo uvjetima, nakon TBI
dolazi do poremec¢aja KMB i neuroupale, $to takoder pridonosi produkciji ROS i RNS, a to
nije modelirano u obliku ozlijede rastezanjem koju smo mi koristili [242]. Moguce je da i zbog
tih razloga takoder nije doslo do porasta udjela karboniliranih proteina nakon ozljede te je za
vise specifi¢na istrazivanja utjecaja oksidativnog stresa nakon TBI najbolje kombinirati ovaj
oblik teske ozljede rastezanjem s drugim spojevima koji ¢e potaknuti stvaranje slobodnih

radikala, poput H20; [243].

Po pitanju utjecaja SWCNT-PEG na oksidaciju proteina, ovo istrazivanje nije pokazalo
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu i sTBI. Dosadasnja istrazivanja ve¢inom su pokazala da
je jedan od mehanizama toksi¢nosti nefunkcionaliziranih nanocjev¢ica pojacano stvaranje
ROS i oksidativni stres [162], stoga je na$ rezultat znacajan jer u koncentraciji od 5 pg/ml
PEGilirane nanocjev¢€ice nisu imale takve ucinke. Sli¢ni rezultati pokazani su u istrazivanju
ucinaka SWCNT-PEG naspram nefunkcionaliziranih SWCNT na PC12 neuronsku stani¢nu
liniju, gdje SWCNT-PEG u koncentracijama od 1 pg/ml nije pojacavao nastanak ROS nakon
24 h kao ni gubitak GSH, dok su ¢iste SWCNT u istoj koncentraciji dovele do znacajnog
povecéanja ROS iako nije bilo u¢inka na izrazaj GSH. Tek u visim koncentracijama od 10 pg/ml
SWCNT-PEG dovele su do blagog povecanja ROS, ali i dalje bez zna¢ajnog utjecaja na GSH,
dok su SWCNT imale negativan utjecaj na oboje [172]. Mozemo zakljuditi da su dva klju¢na
parametra u prevenciji oksidativnih oStecenja funkcionalizacija nanocjevéica PEG-om te
njihova koncentracija, iako neka istrazivanja upucuju na to da bi ROS mogli nastati i kao
posljedica djelovanja metala koji zaostaju iz procesa proizvodnje SWCNT, poput nikla i itrija
[244].

5.4. Utjecaj SWCNT-PEG na izrazaj proteina EAAT1 i GFAP u astrocitima

podvrgnutim teSkoj ozljedi rastezanjem in vitro

Ve¢ je opisana vaznost EAATI transportera u procesu ekscitotoksi¢nosti. Nase

istrazivanje pokazalo je da teSka traumatska ozljeda rastezanjem znacajno utjece na sniZavanje
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razina EAATL transportera u primarnim misjim astrocitima 24 h nakon ozljede, sto je u skladu
s podatcima iz brojnih in vivo i in vitro istrazivanja ishemijske i traumatske ozljede mozga
[65,223,245-247]. Potencijalni mehanizam koji dovodi do ovog smanjenja moglo bi biti
ostecenje aktinskog citoskeleta i promjena morfologije astrocita nakon ozljede. Poznato je da
EAATI kolokalizira s proteinima citoskeleta, kao $to je GFAP te promjene u citoskeletu mogu

utjecati na aktivnost ili lokalizaciju ovog transportera [248-250].

Nasi rezultati takoder pokazuju da u ozlijedenim stanicama tretiranim SWCNT-PEG-
om, 24 h nakon ozljede dolazi do oporavka funkcije EAAT1, odnosno zna¢ajnog porasta u
izrazaju ovog transportera u odnosu na stanice koje su bile podvrgnute ozljedi i tretirane samo
s PEG-om. Ozljeda dovodi do gubitka transportera, dok ga SWCNT-PEG oporavljaju, sto
upucuje na moguéi povoljan utjecaj nanocjevCica na smanjivanje razine glutamata u
izvanstani¢noj tekucini i njihov protektivan u¢inak po pitanju ekscitotoksi¢nosti. Ovo saznanje
je znacajno jer su do sada ispitani samo ué¢inci SWCNT-PEG na neozlijedenim stanicama, gdje
su SWCNT-PEG takoder imale povoljan u¢inak na razine EAAT1. Mehanizam zbog kojeg
dolazi do toga mogao bi biti povezan s promjenom izrazaja GFAP-a prilikom tretmana s
SWCNT-PEG. Studije su pokazale da SWCNT povecavaju gustoéu GFAP-a, a promjene u
razinama GFAP-a poti¢u promjenu morfologije i posljedi¢no funkcije stanice. SWCNT-PEG
utjeCu na smanjenu razgranatost i vec¢u povrsinu astrocita [232]. Mogucée je da je jedan od
razloga povecane razine EAATI transportera povecan prijenos ovih molekula na stani¢nu
povrsinu, §to je posredovano GFAP-om. U naSem istraZivanju teska ozljeda rastezanjem nije
uzrokovala znac¢ajan porast izrazaja GFAP-a nakon 24 h, no razine ovog proteina jako variraju
izmedu istrazivanja ovisno o modelu traume te nije zabiljeZen porast GFAP-a kod svakog
oblika traume. Ne mozemo zakljuciti je 11 doSlo do pojave reaktivnih astrocita samo bazirano
na tome koliki je izrazaj ovog proteina, pogotovo u in vitro uvjetima u kojima smo provodili
na$ pokus te bi trebalo provesti istrazivanje in vivo i pratiti druge funkcionalne parametre
astrocita za dobivanje S§to to¢nijeg podatka [44]. Takoder, nase istraZivanje je provedeno na
astrocitima porijeklom iz mis§jih korteksa, gdje je inacCe manji udio GFAP pozitivnih astrocita
naspram misjih hipokampusa te porast GFAP-a ne mora u ovim uvjetima biti proporcionalan
ozljedi [251,44]. Jos jedan od faktora koji utjece na izrazaj GFAP-a in vivo je i utok brojnih
proteina iz krvi kroz naruSenu KMB, poput fibrina i trombina, $to nije bilo modelirano u nasim
in vitro uvjetima s izoliranom populacijom astrocita [252]. Mozemo zakljuéiti da u nasem

modelu ozljede GFAP ne mozemo koristiti kao pokazatelj reaktivnosti astrocita.
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Posto jo$ nije razjaSnjen to¢an mehanizam kojim SWCNT-PEG utje¢u na stanice
astrocita, bilo bi zanimljivo proSiriti istrazivanje i na druge proteine plazmatske membrane,
kako bi se utvrdio utjecaj SWCNT-PEG na povrSinu stanice. Od posebnog interesa bilo bi
istraziti drugi transporter za glutamat kojeg astrociti posjeduju, EAAT2, koji je zasluzan za
vecéinu unosa glutamata iz ECM u stanicu i za kojeg je pokazano da je takoder smanjeno izrazen
nakon TBI in vivo [253,254]. No u in vitro uvjetima u primarnim misjim astrocitima nije
moguce postici stabilni izraZaj ovog proteina, poSto je za njegov izrazaj nuzna stimulacija

astrocita ¢cimbenicima koje luce neuroni ili endotelne stanice [255].

5.5. Utjecaj SWCNT-PEG na izrazZaj citokina u astrocitima podvrgnutim teskoj

ozljedi rastezanjem in vitro

Po pitanju sekretorne uloge astrocita, teSka ozljeda rastezanjem sama po sebi nije
dovela do znacéajnih promjena u razinama odredenih citokina u mediju astrocita, u usporedbi
sa medijem neozlijedenih, netretiranih stanica. S druge strane, nakon tretmana sa SWCNT-
PEG-om doslo je do znacajnog povecanja koncentracija axl, BLC, G-CSF, GM-CSF, IL-3-Rb,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 i IL-10 u mediju stani¢nih kultura nakon ozljede.

AxI je receptorska tirozin kinaza ¢iji je ligand faktor rasta GAS6. Ona po svojoj
aktivaciji regulira brojne funkcije u stanici, poput prezivljenja i proliferacije, migracije te
diferencijacije. Nasi rezultati pokazali su znacajan porast ax| proteina u ozlijedenim stanicama
tretiranim SWCNT-PEG-om, u usporedbi s vrlo niskim razinama ovog proteina u
neozlijedenim stanicama i onim ozlijedenim tretiranim samo PEG-om. Axl je pojacano izrazen
nakon TBI te omogucava astrocitima da fagocitiraju ozlijedene neurone i stani¢ni otpad [256].

To bi moglo upuéivati na poticanje obnove stanica nakon ozljede.

IL-4 jedan je od citokina koji ima imunomodulacijsku ulogu. Poti¢e snazniji izrazaj M2
fenotipa mikroglije, usmjerenog na popravak tkiva, remodeliranje matriksa i supresiju
imunoloskog odgovora. [27]. Ovaj oblik mikroglije Iu¢i neurotrofne faktore, aktivira neuralne
progenitorske stanice i potice rast aksona te utjece na zatvaranje KMB [17]. Osim funkcije na
imunoloski sustav, IL-4 uz IL-5 potice povecano stvaranje Cimbenika rasta neurona u
astrocitima [257]. Nasi rezultati pokazuju porast lucenja IL-4 nakon primjene SWCNT-PEG,
stoga mozemo pretpostaviti povoljan ucinak ovih nanocjevcica na TBI po pitanju modulacije

funkcije mikroglija stanica, ali 1 samog uc¢inka na astrocite.
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Nasi rezultati pokazali su i porast IL-10 nakon ozljede i u stanicama tretiranim samo PEG-
om, i u stanicama tretiranim SWCNT-PEG-om. Ozljeda inace potiCe porast oslobadanja
brojnih citokina i kemokina i brojni radovi prikazali su porast IL-10 i u in vivo uvjetima nakon
TBI [48]. Vaznost proizvodnje IL-10 nakon TBI je povoljna, §to je potvrdilo jedno istrazivanje
TBI na Stakorima gdje je intravenska primjena IL-10 smanjila proizvodnju proupalnih citokina
TNFa i IL-1p te imala neuroprotektivne uéinke [27]. U naSem istrazivanju primjena SWCNT-

PEG nije znac¢ajno utjecala na razine IL-10 koje su bile oslobodene iz astrocita nakon TBI.

Porast izrazaja IL-6 bio je prisutan samo u skupini ozlijedenih stanica koje su bile
tretirane SWCNT-PEG-om, $to znaci da ovaj porast nije bio ovisan o ozljedi, ve¢ je posljedica
djelovanja nanocjevcica. Za razliku od naseg modela ozljede, u scratch modelu in vitro ozljede
astrocita dolazi do oslobadanja IL-6, uz IL-1 i TNFa [258], kao i u in vivo uvjetima ozljede
[259]. Sto se tice utjecaja SWCNT na oslobadanje IL-6, nasi rezultati se slazu s istrazivanjima
utjecaja nefunkcionaliziranih nanocjevcica koje takoder stimuliraju produkciju ovog citokina,
iako je ovakav oblik ¢istih SWCNT uzrokovao i porast IL-1B, $to nije primijeeno u nasem
modelu [236]. lako je IL-6 proupalni citokin, povezuje se uz bolje ishode nakon TBI, zbog

njegovog povoljnog utjecaja na vaskularizaciju [259].

IL-9 je jedan od proupalnih citokina, ¢ija je vaznost manje istrazena u kontekstu TBI.
U SZS, in vivo ukljugen je u razvoj nekih oboljenja te poti¢e aktivaciju pomoénickih T 17
stanica koji poti¢u oslobadanje GM-CSF i njegovo djelovanje u smjeru poticanja neuroupale
[260]. Istrazivanja na miSevima pokazala su da nakon teske TBI dolazi do porasta IL-9 [261]
te da taj porast korelira s ve¢om neuronskom smréu posredovanu ekscitotoksi¢noscéu [262].
Koristi se i kao biljeg kroni¢ne upale nakon blage TBI, jer se pokazalo da njegov porast ostaje
prisutan i nakon 12 mjeseci od traume [263]. Oblik ozljede primijenjen u nasem istrazivanju
nije uzrokovao porast ovog citokina, no primjena SWCNT-PEG to jest ucinila. Postoji
nedovoljna koli¢ina podataka o to¢nim mehanizmima djelovanja IL-9 nakon TBI da bi mogli

do¢i do zakljucka je li njegov porast povoljan ili nepovoljan nakon ozljede.

G-CSF u SZS-u ima ulogu u razvoju paméenja, ponasanja i motorike. Takoder sudjeluje
u putovima nagrade i neuroendokrinoj komunikaciji. Ima direktne ucinke na stanice mozga
tako Sto potice putove prezivljavanja nakon ishemije ili traumatske ozljede i blokira
proizvodnju proupalnih citokina. Poti¢e lu¢enje BDNF-a, neurogenezu i diferencijaciju
mezenhimalnih stanica koStane srzi u neurone [264]. Djeluje i posredno, povecéava proizvodnju

neutrofila koji ¢e pro¢i ostecenu KMB i imati u¢inke na mjestu ozljede. U in vivo istrazivanjima
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mozdanog udara na S$takorima, pokazalo se da primjena ovog citokina dovodi do
neuroprotektivnih ucinaka i smanjenog gubitka tkiva [265,266]. Istrazivanje blage TBI
pokazalo je dugotrajno povisene razine G-CSF-a, koje su povezane s boljim ishodom oporavka
[267], sto takoder upucuje na njegovu neuroprotektivnu ulogu. U nasem istrazivanju znacajan
porast G-CSF primijecen je u grupi ozlijedenih stanica tretiranih PEG-SWCNT u usporedbi
samo sa stanicama podvrgnutim ozljedi. Ovi rezultati upucuju na to da bi jedan od potencijalno
protektivnih mehanizama nanocjev¢ica nakon traume bio stimulacija proizvodnje ovog

citokina, ali je za to potrebna i in vivo potvrda ovog njihovog uc¢inka na astrocite.

GM-CSF u fizioloskim uvjetima u SZS-u je prisutan u niskim koncentracijama, gdje
ima ulogu u razvoju mozga, regulaciji sna i neuroendokrinoj komunikaciji. Njegovo povecano
stvaranje ima ucinak na funkcije mikroglija stanice poput oslobadanja metaloproteinaze
matriksa 12 i fagocitoze mijelina, prezentacije antigena i stimulacije upale. Potice proliferaciju
astrocita i luCenje propalnih faktora, a na neurone djeluje antiapoptoticki [264]. Od
patofizioloskih procesa ukljucen u procese autoimunosti i kroni¢ne upale te je ukljucen u razvoj
nekih oblika leukemija, a u SZS-u ima ulogu u razvoju autoimunog encefalomijelitisa i
multiple skleroze, neurodegenrativnih bolesti i psihijatrijskih poremecaja [268]. Njegova uloga
u TBI nije jos razjasnjena, ali Smatra se da ima svojstva neuroprotekcije i da potice aktivaciju
i proliferaciju astrocita [269,264,270,271]. IL-5 ima najvazniju ulogu u aktivaciji eozinofila i
u razvoju astme. Ova dva citokina, uz IL-3, vezu se na svoje receptore koji imaju zajednicku
podjedinicu IL-3RDb, poznatu jos§ i kao CSF2Rb ili IL-5Rb. Ta podjedinica vazna je za aktivnost
receptora u imunosti i regulaciji upale te diferencijaciji progenitorskih hematopoetskih stanica
[268]. U naSem istrazivanju ozljeda nije dovela do znacajnog porasta navedenih citokina iako
se zna da TBI, kao i drugi oblici ozljede mozga, dovodi do njihovog porasta [264]. Nakon
tretmana SWCNT-PEG doslo je do znacajnog porasta GM-CSF, IL-5 i IL-3Rb. Mozemo
zakljuciti da ¢e taj porast imati utjecaj na proces sekundarne ozljede, ali nedostaju istrazivanja
koja bi potvrdila kojim mehanizmima. Zna se da GM-CSF i IL-5 aktiviraju signalne putove
JAK/STAT, ras-MAPK i fosfatidil inozitol 3 (PI3) kinazni put koji reguliraju preZivljenje, rast
i diferencijaciju. Jedno istrazivanje pokazalo je da mogu u¢i u interakciju s EPO receptorima
prisutnim na svim stanicama mozga, kroz koje mogu prevenirati njihovu apoptozu, ¢ime bi
potencijalno djelovali protektivno nakon TBI [268]. Vaznost IL3-Rb nije dovoljno istrazena u

patofiziologiji SZS oboljenja.

Uzevsi u obzir sve navedene rezultate, vidljivo je da se utjecaj SWCNT-PEG na

oslobadanje citokina iz astrocita pocinje ocCitovati tek u uvjetima ozljede. S obzirom na
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dostupne literaturne podatke o u¢incima i vaznosti pojedinih od navedenih citokina u kontekstu
TBI, mozemo pretpostaviti da ¢e promjene uzrokovane SWCNT-PEG-om imati povoljan

utjecaj na oporavak nakon ozljede.

5.6. Utjeca) SWCNT-PEG na antioksidativni sustav u astrocitima podvrgnutim

teSkoj ozljedi rastezanjem in vitro

U uvjetima TBI dolazi do pojacanog stvaranja ROS i oksidativnih oStecenja stanica.
Kako bi se to kompenziralo, potrebna je pojacana aktivnost antioksidativnog sustava stanice, a
jedan od vaznih ¢imbenika je Nrf2 koji poti¢e izrazaj HO-1, a ima utjecaj i na povecani izrazaj
dismutaze superoksida 1 (SOD1) i GPX1 [272-274]. HO-1 sluzi u katabolizmu slobodnog
hema, koji se nakuplja nakon TBI i potice stvaranje slobodnih radikala. Produkti te reakcije su
uglji¢ni monoksid, koji stimulira transkripciju antioksidacijskih enzima te biliverdin, koji se
moze konvertirati u bilirubin, molekulu s antioksidacijskim djelovanjem [275,276]. SOD1
katalizira pretvorbu superoksidnog aniona u vodikov peroksid, $to se dogada u normalnim
uvjetima u mitohondrijima tijekom stanicnog disanja, ali i u patoloskim stanjima poveéanog
stvaranja ROS-a poput TBI, gdje pojafan izrazaj SODI1 ima neuroprotektivne ucinke
[277,278]. Vodikov peroksid takoder ima $tetne utjecaje na stanicu i mora se neutralizirati u
H20 i Oz, a u tom procesu veliku ulogu ima GPX1 [279]. Nakon TBI dolazi do narusavanja
antioksidativnog sustava i smanjene sposobnosti odstranjivanja ROS i RNS, §to je posredovano
regulacijom naniZe transkripcijskog faktora Nrf2, i smanjenom produkcijom HO-1, SOD1 i
GPX1, ato je dokazano i u in vitro i u in vivo istrazivanjima [274,280]. S druge strane, postoje
i istrazivanja koja su pokazala da ozljeda uzrokuje porast Nrf2 i HO-1, s time da je vrhunac
1zraZaja u neuronima nakon 24 h, dok je u astrocitima u toj vremenskoj tocki neznatan, nego
doseze svoj vrhunac tek nakon 7 dana [281-283]. Ove razlike izmedu istraZzivanja mogu biti
zbog provodenja razli¢itog modela i stupnja ozljede. In vivo ispitivanja blage i teske TBI na
Stakorima potvrdila su da ozljeda izaziva porast HO-1 u glija stanicama ve¢ nakon 24 h te da u
in vivo uvjetima porast HO-1 prati porast teZine ozljede [284]. U naSem modelu ozljeda nije
uzrokovala znacajne razlike u izrazaju Nrf2, kao ni HO-1, SOD1 ni GPX1. Nazalost, ne postoje
istrazivanja Nrf2 izrazaja u naSem modelu ozljede in vitro u kulturi astrocita s kojima bi mogli
usporediti naSe rezultate, posto je veéina prethodno navedenih studija bila radena na
neuronima. Provedeno je jedno istrazivanje repetitivne blage in vitro ozljede u kulturi
neuroblastoma koje takoder nije pokazalo razlike u izrazaju Nrf2 [285]. Bilo bi zanimljivo
ispitati izrazaj 7 dana nakon ozljede, kada se pokazalo da dolazi do znacajnog porasta in vivo

kad bi se potencijalno pokazala drugacija slika.
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Po pitanju u¢inka SWCNT-PEG, u naSem istrazivanju pokazali smo da u astrocitima u
uvjetima ozljede one ne povecavaju karbonilaciju proteina, odnosno one same po sebi ne
povecavaju oksidativni stres. No zanimljivo je bilo utvrditi hoée 1i imati antioksidativne uc¢inke
i djelovati na izrazaj Nrf2 i proteina koje on regulira, ili e imati utjecaj na supresiju izrazaja
navedenih ¢imbenika. Ovo smo ispitivali u uvjetima teske ozljede rastezanjem, 24 h nakon
traume, odnosno 23 h nakon tretmana PEG-om ili SECNT-PEG-om, a proteini od interesa su
nam uz NRf2 bili HO-1, SOD1 i GPX1. Dosadasnja ispitivanja u¢inka SWCNT na ove signalne
putove nisu brojna. Odredena in vivo istrazivanja iniciranja SWCNT-PEG u misji hipokampus,
nakon prvotne prooksidacijske reakcije, pokazala su da ove nanocjevc¢ice imaju potencijalna
antioksidativna svojstva. Naime, 7 dana nakon iniciranja, histoloSke analize pokazale su
smanjenu produkciju ROS-a i povecanu aktivnost antioksidativnog sustava, s time da se ovi
rezultati odnose samo na rasprSene SWCNT-PEG manjih dimenzija u niskim koncentracijama
[286,287]. Takoder, jedno istrazivanje pokazalo je da SWCNT mogu imati antioksidativno
djelovanje zbog svojih C=C lanaca koji imaju svojstva sakupljanja molekula ROS-a, na sli¢an
nacin kao karotenoidi [288]. Po pitanju in vitro ispitivanja u¢inka SWCNT-PEG u neuralnim
stanicama, jedno istrazivanje na PC12 stani¢noj liniji pokazalo je da SWCNT-PEG u
koncentracijama od 1 pg/ml ne pojacava nastanak ROS nakon 24 h kao niti gubitak GSH, dok
u koncentraciji 10 pg/ml povecava ROS, ali bez znacajnog utjecaja na GSH. Ostala
istraZivanja naglaSavaju pojacan oksidativni stres [289]. Nasi rezultati nisu pokazali znacajan
utjecaj SWCNT-PEG u modelu ozljede na izrazaj Nrf2 i GPX1, no dos$lo je do pojacanog
izrazaja SOD1 i HO-1 u usporedbi s kontrolnim stanicama i ozlijedenim stanicama. HO-1 u
procesu razgradnje hema stvara CO, koji u niskim koncentracijama ima povoljne u¢inke na
neurogenezu i angiogenezu, s§to je vazno u kontekstu oporavka od TBI, a izmedu ostalog
sudjeluje i u procesiranju pamcenja djelovanjem na dugoro¢nu potencijaciju sinapsi [290].
Moguce je da se radi o ciljanom odgovoru na redoks stres, a ne koordiniranoj aktivaciji
antioksidansa posredovanoj Nrf2 signalnim putem. Indukcija HO-1 moze odrazavati
signalizaciju posredovanu MAPK-om ili Bachl-om potaknutu blagim oksidativnim
promjenama povezanim s nanocjevcicama. Istodobna pojacana regulacija SOD1 ukazuje na
odgovor na porast superoksidnih aniona. Medutim, smanjenje GPX implicira nerijeSenu
detoksikaciju peroksida ovisnu o glutationu. Ovi rezultati ukazuju da SWCNT-PEG potice
djelomi¢nu, specifi¢énu redoks adaptaciju u ozlijedenim astrocitima, potencijalno pomicuci

oksidativnu ravnotezu bez potpunog vracanja antioksidativnog kapaciteta.
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5.7. Utjeca] SWCNT-PEG na stani¢ni stres u astrocitima podvrgnutim teskoj ozljedi

rastezanjem in vitro

Zbog ve¢ poznatog toksi¢nog u¢inka SWCNT na pluéno tkivo, njihov ucinak na izrazaj
INOS, biljeg upalnog stanja, je najvise istrazivan upravo U Stanicama makrofaga i epitela pluca
[291,292]. Utjecaj PEGiliranih SWCNT na izrazaj iNOS-a u stanicama, izmedu ostalog i
astrocitima, jos$ nije istrazen, a posebice u uvjetima ozljede. Poznato je da in vivo nakon TBI,
zbog povecanih razina oslobodenog glutamata i proupalnih citokina, dolazi do stimulacije
INOS-a, a to smo potvrdili i u naSem istrazivanju in vitro ozljede [293]. iNOS moze imati
toksi¢ne ucinke na SZS jer ima sposobnost stvaranja puno visih razina NO naspram eNOS, &ija
aktivnost je vazna za odrzavanje cerebralnog perfuzijskog tlaka i koja je protektivna [294].
Hoce 1i SWCNT-PEG imati utjecaj na razine iNOS u ozlijedenim astrocitima ispitali smo
Western blot analizom, 24 h nakon ozljede. Rezultati nisu pokazali znacajne razlike u izrazaju
u usporedbi s kontrolom, ali ni s ozlijedenim stanicama tretiranim samo PEG-om. Mozemo

zakljuciti da SWCNT-PEG nece pojacavati upalni odgovor u stanicama.

HSP70 je jedan od ¢lanova obitelji proteina Saperona, koji ¢uvaju strukturu proteina i
omogucavaju njihov prijenos u stanici, a pojaano se stvaraju u uvjetima ozljede, ishemije i
metaboli¢kog stresa, §to je potvrdeno in vivo ispitivanjima TBI. Smatra se da je porast HSP70
koji prati ozljedu protektivan te da stimulacija proizvodnje ovog proteina pridonosi boljem
oporavku nakon TBI [295]. Mehanizam kojim se o¢ituje njegova neuroprotektivna funkcija je
izmedu ostalog smanjena produkcija IL-6 i NO te smanjena aktivnost metaloproteinaza
matriksa Ciju aktivnost stimulira TBI [296-298]. U nasem istrazivanju teska ozljeda
rastezanjem in vitro nije uzrokovala znacajne promjene u izrazaju HSP70 proteina. In vivo
istrazivanja ishemije mozga pokazala su porast HSP70, ali dominantno u neuronima, i to samo
u odredenim regijama [298]. Porast HSP70 nakon in vivo TBI potvrden je i u migjim
hipokampusima, ve¢ nakon 12 h nakon ozljede [299]. Po pitanju in vitro istraZivanja izraZaja
HSP70 u SZS oboljenjima, najvise istrazivanja provedeno je u modelu ishemijske ozljede, gdje
je HSP70 uvijek povisen [300]. Jedno in vitro istrazivanje scratch ozljede neurona dodatno
tretiranih glutamatom kako bi se stimulirala sekundarna ozljeda takoder je pokazao povisene
razine HSP70 kao odgovor na ozljedu [301]. Nazalost, nema istrazivanja HSP70 u modelu in
vitro ozljede rastezanjem u astrocitima, pa je nemoguce usporediti nase rezultate sa drugim
istrazivanjima. Moguce da je do izostanka ucinka ozljede na porast stvaranja HSP70 u naSem

istrazivanju stvar modela provodenja ozljede te znatne varijacije izmedu in vitro i in vivo
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uvjeta. Takoder, ni primjena PEG-a i SWCNT-PEG-a nije uzrokovala oscilacije u razinama
HSP70 nakon ozljede.

4.8. Utjecaj SWCNT-PEG na miRNK profil u egzosomima porijeklom iz astrocita

Egzosomi, izvanstani¢ne vezikule kojima komuniciraju stanice mozga, imaju vaznu
ulogu u zdravlju i patofiziologiji raznih oboljenja SZS. Imaju sposobnost prelaska KMB te se
mogu izolirati iz krvi i koristiti kao dijagnosticki biljezi. No zanimljivi su i zbog svoje
sposobnosti da iz krvi udu natrag u SZS te se istrazuju u smjeru sredstva za dostavu lijekova
koji imaju slabu sposobnost prelaska KMB te za dostavu raznih mRNK molekula s terapijskim
potencijalom [302]. Povoljan u¢inak egzosoma porijeklom iz astrocita (ADE) primijenjenih u
terapijske svrhe dokazan je u in vivo istrazivanjima na Stakorima, u uvjetima hipoksije i
ishemije, kao i nakon TBI i SCI. U TBI terapija ADE uzrokovala je smanjenje edema,
smanjenje oSteCenja neurona i apoptoze te bolju motoricku i kognitivnu funkciju. Takoder,
smanjuje i oksidativni stres pove¢anjem izrazaja Nrf2 u neuronima [303]. Djelovanjem na
mikrogliju ADE smanjuju njenu polarizaciju u proupalno stanje te mogu regulirati neuroupalu
[97,304]. Primjena ADE u terapiji SCI takoder je dovela do pozitivnih rezultata po pitanju
smanjenja upale, apoptoze i stvaranja oziljka. Smatra se da je velik dio ovih u¢inaka rezultat
djelovanja brojnih miRNK koji se nalaze u egzosomima i koji mogu znacajno utjecati na razine

proteina u stanicama koje ih primaju [305].

miRNK jedna su od novijih meta od interesa u raznim bolestima povezanim sa
srediSnjim ziv¢anim sustavom, ukljuc¢ujuc¢i TBI. Sve se vise izuCavaju u brojnim in vitro i in
Vivo istrazivanjima, ali i u klinici. Nova istrazivanja otkrivaju sve vise MiRNK ¢iji izrazaj se
mijenja nakon TBI te se uspostavilo da one mogu sluziti kao biljezi TBI u ljudi, ukazivati na
tezinu ozlijede te za predvidanje ishoda. Za ove svrhe, one se mogu detektirati iz krvi ili iz
cerebrospinalne tekuéine [306]. Dosadasnja in vivo istrazivanja TBI u $takora i miSeva takoder
su pokazala brojne promjene u razinama miRNK nakon traume. Tu su se provodila istraZivanja
razli¢itog modela i tezine ozljede mozga, kao 1 ledne mozdine te su takoder odredene miRNK
sa znac¢ajnom promjenom izrazaja [307,308,306]. | kod ljudi i u Zzivotinjskim modelima
MIRNK 21 izdvojena je kao jedna od najvise dereguliranih molekula u smislu povisenog

1zraZaja.

U nasem istrazivanju ispitivali smo izrazaj miRNK 21a, miRNK 26a i miRNK 146a
nakon teske ozljede rastezanjem, a kao unutarnju kontrolu za normalizaciju rezultata koristili

smo miRNK 16 (5p). Izabrali smo ove miRNK zbog njihove uloge u SZS-u i vaznosti nakon
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TBI, a u literaturi ne postoje podatci o njihovom ispitivanju u in vitro TBI na populaciji

astrocita.

Kao $to je ve¢ navedeno, brojne studije pokazale su da TBI najjace utjeCe na porast
izrazaja MIRNK 21, ¢ije funkcije su stimulacija rasta, proliferacije i prezivljenja te inhibicija
upale i apoptoze [309-312]. Povisenje izrazaja MIRNK 21 korelira s boljim ishodom nakon
traume, $to je potvrdeno i in vitro i in vivo pokusima [313,314]. Ona smanjuje edem i veli¢inu
lezije inhibicijom apoptoze i poboljsanjem angiogeneze, a mehanizam kojim dolazi do tog
ucinka povezan je s utjecajem na Akt put signalizacije [93,315]. Jedno istrazivanje pokazalo je
da je jedna ciljna meta ove miRNK i Rab11a, GTP-aza koja je ukljucena u promet vezikula i
stvaranje autofagosoma, a ¢ije utiSavanje suprimira autofagiju i omogucéava prezivljenje stanice
[314]. miRNK 21a pogoduje i o¢uvanju KMB, smanjujuéi luéenje TNF-a i IL-6 te utjecajem

na NF-KB signalni put, a uz to ima utjecaj i na angiopoetin-1 i njegov receptor [97,312].

Porodica miRNK 146 ukljucena je u regulaciju imunolos§kog odgovora i druge procese
koje ukljuc¢uju urodenu imunost. Jedna od ciljnih meta miRNK 146 je Notch 1, protein ukljucen
u signalizaciju nuznu za odrzavanje neuralnih mati¢nih stanica i gliogenezu [316]. Pojacan
izrazaj MIRNK 146a primijecen je kod neuroupale te se smatra da ova miRNK ima vaznu
protuupalnu aktivnost. Pronadena je i u egzosomima te moze smanjiti upalno stanje u stanici u
koju je ovim putem dostavljena. Recimo, ako se dostavi u mikrogliju, dolazi do utiSavanja
IRAK1 i NFATS, ¢ime se smanjuje njihova M1 proupalna polarizacija [317]. miRNK 146a
ima inhibitorni u¢inak i na IRAK1 u stanicama vaskularnog endotela te pruza neuroprotektivni
ucinak nakon mozdanog udara [318]. Osim u upali, poviSene razine primijecene su i nakon
TBI [310]. miRNK 146a ima utjecaj i na astrocite. U in vitro uvjetima transfekcija s ovom

miRNK dovela je do zna¢ajnog porasta u postotku GFAP pozitivnih stanica [316].

mMiRNK 26a uklju¢ena je u regulaciju lucenja BDNF koji sudjeluje u rastu, proliferaciji
i prezivljenju stanica putem MAPK/ERK signalnog puta, fosfolipaze C i PI3 kinaznog puta
[319]. ERK je jedna od pojacano izrazenih proteinskih kinaza nakon traume te njen porast
korelira sa stupnjem ozljede i s procesom reaktivne astroglioze [216]. Ova miRNK ima ulogu
I U procesu angiogeneze putem lucenja faktora induciranog hipoksijom (engl. hypoxya
inducible factor, HIF) 1a 1 VEGF [93]. Poznato je da je signalni put koji ova miRNK regulira
PTEN/AKT/mTOR, ¢ija aktivacija potiCe regeneraciju aksona i neurogenezu [317]. U uvjetima
kada je smanjen izrazaj ove miRNK, kao u Parkinsonovoj bolesti, dolazi do povecane

aktivacije DAPKI signalnog puta i poja¢anog umiranja dopaminergi¢nih neurona.
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miRNK 16 koristi se kao endogena kontrola u analizama miRNK, posto je njegov

izrazaj prisutan u svim stanicama [320].

U naSem istraZivanju, nakon teske ozlijede rastezanjem nije doslo do znacajne razlike
u izrazaju niti jedne od navedenih miRNK. Moguc¢i razlog tome je $to su vrSene analize samo
miRNK porijeklom iz egzosoma. Dosta navedenih istrazivanja mjerilo je izrazaj miRNK u
stanicama te bi bilo zanimljivo izmjeriti razine miRNK i u samim astrocitima nakon ozljede i
tretmana. Takoder, brojna od navedenih istrazivanja radila su analize miRNK iz tkiva mozga
ili krvi, gdje brojni drugi okoli$ni faktori utjeGu na profil miRNK. In vitro istrazivanja
kokultura astrocita i mikroglije ili neurona, ili dodatak proupalnih citokina u na$ model ozljede

mozda bi doveli do drugacijih rezultata te bi takoder bili zanimljivi za daljnja istrazivanja.

Po pitanju u¢inka SWCNT-PEG na izrazaj miRNK nakon TBI nema istrazivanja
dostupnih u literaturi. Utjecaj nefunkcionaliziranin SWCNT na izraZzaj miRNA u astrocitima
ispitivan je na stani¢noj liniji humanih astrocita, gdje su nanocjev¢ice dovele do disregulacije
ispitivanih miRNA [167]. Takoder, utjecaj SWCNT na tkivo mozga u embrionalnom razvoju
ispitivano je na embrijima riba zebrica. Tu se pokazalo da nanocjev¢ice imaju utjecaj na izrazaj
MIRNK ukljucenih u razvoj mozga te da dolazi do deregulacije mMiIRNK 19, miRNK 21,
MiRNK 96, miRNK 143, miRNK 145, miRNK 182, i miRNK 206 [90]. Zanimljivo je da su u
ovom istrazivanju nanocjevcice izazvale promjene u izrazaju miRNK 21, koja je bila jedna od
miRNK od interesa i u nasem istrazivanju. Ovi rezultati pokazuju da SWCNT imaju utjecaj na
stabilnost genoma, vjerojatno na razini endoplazmatskog retikuluma. U naSem modelu ni
ozljeda, ni tretman nanocjev¢icama nisu imali utjecaj na izrazaj miRNK 21, ali niti na druge
miRNK koje smo ispitivali. Osim samih razlika u modelu koje bi objasnile ove razlike u
rezultatima, u nasem istraZivanju koristene su PEGilirane nanocjev¢ice, a o njihovom utjecaju
na izrazaj miRNK nema dostupnih podataka s kojima bi mogli usporediti naSe rezultate.
Mozemo pretpostaviti da je manjak znacajnog utjecaja na razine ispitivanih miRNK posljedica

funkcionalizacije SWCNT.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju proucavali smo ucinke teske ozljede rastezanjem in vitro na
primarnu kulturu astrocita te ucinke tretmana SWCNT-PEG-0m na ozlijedene stanice. Nasi
rezultati pokazuju znacajnu smrt stanica nakon ozljede, ali i da SWCNT-PEG ne utjecu na
njeno povecanje te da ne pridonose oksidativnom oStecenju astrocita. U ozljedi dolazi do
znacajnog gubitka EAATI transportera za glutamat, koji je od velike vaznosti nakon TBI zbog
svoje uloge u CiS€enju viSka glutamata iz izvanstaniCnog prostora i prevencije
ekscitotoksi¢nosti. Nasi rezultati upuéuju na protektivan u¢inak SWCNT-PEG, posto dodatak
ovih nanocestica prevenira gubitak EAAT]1 transportera. Takoder, SWCNT-PEG imaju utjecaj
na sekreciju citokina u uvjetima ozljede, na na¢in da poti¢u lu¢enje citokina koji imaju ulogu
u oporavku nakon ozljede. Jedna od karakteristika sekundarne ozljede je i oksidativni stres i
naruSen antioksidativni kapacitet stanica. U nasem modelu ozljede nisu zamijecene oscilacije
u proteinima uklju¢enim u te putove, ali nakon terapije SWCNT-PEG doslo je do porasta SOD1
I HO-1 $to moze upucivati na blago poveéan antioksidativni kapacitet. Zbog svega navedenog,
mozemo zakljuc¢iti da SWCNT-PEG imaju terapijski potencijal za lijecenje traumatske ozljede
mozga, a dobivene rezultate trebalo bi potvrditi i u drugim stani¢nim kulturama poput neurona

kao i u in vivo modelima ozljede.
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POPIS POKRATA

AD - Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer's disease)

ADE - egzosomi porijeklom iz astrocita (engl. astricyte derived exosomes)

ALS - amiotrofna lateralne skleroze

AMPA - alfa-amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4-propionska kiselina

AQP4 - akvaporina 4 (engl. aquaporine 4)

ATP - adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

AXI — receptor za tirozin kinazu AxI

BDNF - neurotrofni faktor porijeklom iz mozga (engl. brain-derived neurotrophic factor)
BLC — kemoatraktant B limfocita (engl. B-lymphocyte chemoattractant)

CD - klaster diferencijacije (engl. cluster of differentation)

CSF - cerebrospinalna tekucina (engl. cerebro-spinal fluid)

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EAA - ekscitacijske aminokiseline (engl. excitatory amino acid)

EAAT - transporter za ekscitacijske aminokiseline (engl. excitatory aminoacid transporter)
ECM - izvanstani¢ni prostor (engl. extracellular matrix)

ERK - kinaza regulirana izvanstani¢nim signalima (engl. extracellular signal-regulated kinase)
GABA - gama-aminomasla¢na kiselina (engl. gamma aminobutyric acid)

G-CSF — ¢ibenik stimulacije kolonije granulocita (engl. granulocyte colony stimulating factor)
GFAP - fibrilarni kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein)

GM — CSF - cibenik stimulacije kolonije granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-

macrophage colony stimulating factor)
GPX - glutation peroksidaza
GSH - glutation

GCS - glasgowska ljestvica kome (engl. Glasgow Coma Scale)
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GOS — glasgowska ljestvica ishoda (engl. Glasgow Outcome Scale)

HO-1 — oksigenaza hema 1 (engl. heme oxygenase 1)

IL - interleukin

INOS - inducibilna sintaza dusi¢nog oksida (engl. inducible nitric oxyde synthase)
JNK - c-Jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal kinase)

KMB - krvno-mozdana barijera

LDH - laktat dehidrogenaza

MAPK - protein kinaza aktivirane mitogenima (engl. mitogen-activated protein kinase)
MWCNT - visezidne ugljikove nanocjev¢ice (engl. multi-walled carbon nanotubes)
NC - nanodestica

NO - dusikov oksid

nNOS - neuronalna sintaza dusi¢nog oksida (engl. neuronal nitric oxyde synthase)
NMDA - N-metil-d-aspartat

Nrf2 - nuklearni ¢imbenik s eritroidnim-2 povezanim ¢imbenikom 2 (engl. nuclear factor

erythroid 2-related factor 2)

PEG - polietilen glikol

PD - Parkinsonova bolest (engl. Parkinson's disease)

RNK — ribonukleinska kiselina

RNS - reaktivne dusikove vrste (engl. reactive nitrogen species)
ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)
SLC1 - prijenosnik otopljenih tvari 1 (engl. solute carrier 1)
SOD - superoksid dismutaza

SWCNT - jednozidne ugljikove nanocjevcice (engl. single-walled carbon nanotubes)
SZS — sredi$nji ZivEani sustav

TBI - traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury)
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TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor o)
TSG101 — gen podloznosti za tumor (engl. tumor susceptibility gene 101)

VEGF - ¢imbenik rasta vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor)
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