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Sazetak

Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI) je
jedan od vodecih uzroka smrti i invaliditeta Sirom svijeta, a posebno u
osoba mladih od 45 godina i predstavlja znacajan javnozdravstveni
problem danasnjice. Astrociti, stanice rasprostranjene Sirom srediSnjeg
ziv€anog sustava (engl. central nervous system, CNS), znacajno su
podlozne ostecenju nakon TBI. Dosadasnja su istrazivanja potvrdila ulogu
astrocita u odrzavanju strukture, funkcije i aktivnosti CNS-a, ali i u
potencijalnoj regeneraciji CNS-a nakon ozljede. Do danas ucinkoviti
terapijski pristup u lijeCenju TBI nije otkriven, stoga su se istrazivaci
okrenuli ka novom pristupu - tkivnom inzenjeringu, to¢nije primjeni
nanomaterijala. Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti utjecu li jednozidne
ugljikove nanocjevcice (engl. single walled carbon nanotubes, SWCNTSs),
kemijski funkcionalizirane s poli-m-aminobenzen sulfonskom kiselinom
(engl. poly-m-aminobenzene sulfonic acid, PABS), na prezivljavanje i
odredene karakteristike astrocita u in vitro modelu teske TBI. Istrazen je
utjecaj PABS-SWCNTs na ekspresiju kiselog fibrilarnog proteina glije (engl.
glial fibrillary acidic protein, GFAP) u ozlijedenim astrocitima. Nije
zamijecena znacajna razika u intenzitetu GFAP fluorescencije u
traumatiziranim stanicama u odnosu na neozlijedene, a nije uocena ni
promjena ekspresije ovog markera u traumatiziranim stanicama
tretiranima s PABS-SWCNTSs. U drugom je pokusu pracen utjecaj PABS-
SWCNTs na prezivljenje astrocita nakon traume in vitro te su rezultati
istrazivanja pokazali da PABS-SWCNTs ne poticu bolje prezivljenje, ali nisu
ni citotoksi¢ne za ozlijedene astrocite u kulturi. Kako bi se istrazilo postoje
li promjene u sadrzaju sekretoma astrocita nakon ozljede, odnosno
primjene istrazivanog nanomaterijala, analiziran je sadrzaj citokina u
mediju za kulturu stanica. Ozljeda stanica uzrokovala je smanjeno
otpustanje Eotaksina-1 i povecanu razinu SDF-1 alfa u mediju, a primjena

PABS-SWCNTSs nije znacajno utjecala na ove promjene. Aplikacija ovog



tipa funkcionaliziranih nanocjevcica bila je pracena povecanim
otpustanjem RANTES-a iz ozlijedenih astrocita u odnosu i na neozlijedene

i ozlijedene netretirane stanice.

Zakljucno, rezultati ovog rada ukazuju da primjena PABS-SWCNTs
ne djeluje na prezivljenje astrocita podvrgnutih teskoj in vitro TBI unutar
prva 24 sata nakon ozljede, no uzrokuje neke promjene u profilu izlu¢enih
citokina koje bi mogle utjecati na funkcije ove vrste stanica u

patofiziolosSkim procesima nakon TBI.

Kljucne rijeci: astrociti, fibrilarni kiseli protein glije, laktatna

dehidrogenaza, traumatska ozljeda mozga



Summary

Traumatic brain injury (TBI) is one of the major causes of death and
disability all over the world, especially among people under the age of 45,
which is why it is considered a major public health problem of the modern
age. Astrocytes are cells located in the central nervous system (CNS),
which are significantly susceptible to damage after TBI. Previous
researches have confirmed the importance of astrocytes in maintaining
the structures, functions and activity of the CNS, but also the potential
role in regeneration of the CNS, after TBI. So far, the effective therapeutic
approach has not been discovered, which is why researchers have turned
to a new approach, which includes tissue engineering, with nanomaterials.
The aim of this study was to investigate the effect of single-walled carbon
nanotubes (SWCNTs), chemically functionalized with poly-m-
aminobenzene sulfonic acids (PABS), to better viability and proliferation of
an astrocyte in an in vitro model of severe TBI. The effect of PABS-SWCNT
on the expression of glial fibrillary acid (GFAP) was investigated in injured
astrocytes. There was no significant difference in GFAP fluorescence
intensity in injured cells compared to uninjured ones, also there was no
change observed in expression of this market, in traumatized cells
compared to ones treated with PABS-SWCNTs. In the second case,
experiment monitored the effect of PABS-SWCNT on astrocyte survival
after in vitro trauma, and the results of the study showed that PABS-
SWCNTs did not lead to better survival, but also did not have cytotoxic
effect on injured astrocytes in culture. In order to investigate whether
there are changes in the content of astrocyte secretome or in the
application of the investigated nanomaterial, cytokine content in the
culture cell medium was analyzed. Cell injury caused decrease of Eotaxin-
1 release and increase in SDF-1 alpha in the medium, and administration
of PABS-SWCNT did not affect these changes. Application of this type of

functionalized nanotubes was followed by an increased dismissal of



RANTES, from injured astrocytes compared to uninjured and injured

untreated cells.

In conclusion, the results of this study indicate that the use of PABS-
SWCNTs does not affect the survival of astrocytes subjected to severe in
vitro TBI within the first 24 hours after injury, but there was some
changes in expression profile of cytokines that could affect on function of

this type of cells in pathophysiological process after TBI.

Key words: astrocytes, carbon nanotubes, glial fibrilary acid protein,

lactate dehydrogenase, traumatic brain injury



1.Uvod

Traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury, TBI)
predstavlja jedan od vodeéih uzroka smrti i invaliditeta u razvijenim
zemljama svijeta (1). TBI je karakterizirana ozljedom mozdanog tkiva,
koja privremeno ili trajno narusava funkciju mozga, ali istovremeno utjece
i na druge organe i organske sustave (2). Ozljede mozga nastaju kao
posljedica djelovanja vanjske mehanicke sile u obliku udarca,
nagnjecenja, trzaja ili penetracije, a njihova tezina ovisi o jacini, smjeru i
duljini djelovanja sile (3). U osnovi svake TBI tri su osnovna mehanizma
nastanka ozljede; izravnim udarcem cvrstim tijelom o glavu ili glavom o
¢vrsto tijelo, naglim ubrzanjem ili usporenjem glave

(akceleracijsko/deceleracijske sile) i rotacijom ili distorzijom (uvrtanjem)

(4).

1.1. Epidemiologija TBI

TBI je jedan od vodedih uzroka smrti i invaliditeta osoba mladih od
45 godina, stoga predstavlja znacajan javnozdravstveni problem u
suvremenom svijetu (5). Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije (engl. World Health Organization, WHO), godiSnje vise od 10
milijuna ljudi u svijetu zadobije TBI, koje ishoduje hospitalizacijom i/ili
smréu, a procjenjuje se da je 57 milijuna ljudi, koji trenutno zive u
svijetu, pretrpjelo ozljedu mozga (3). U Europi su ozljede glave vodedi
uzrok smrtnosti zbog ozljeda te se ukupna incidencija kre¢e oko 235
slu¢ajeva/100 000 stanovnika, a prosjeCna je smrtnost 15/100 000
stanovnika, odnosno oko 60 000 smrti godisSnje (6,7). Takoder, zbog
visoke stope mortaliteta i morbiditeta populacije, bithe za sveukupni
drustveni razvoj, TBI predstavlja i vazan socioekonomski problem (8). U

Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD), godiSnje 1,4 milijuna ljudi
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pretrpi traumu mozga, a troskovi lije¢enja iznose vrtoglavih 400 bilijardi
Americkih dolara, sto TBI svrstava na sam vrh medicinskih troskova u
svijetu (9,10). Unato¢ visokoj prevalenciji, ucinkovite metode lijeCenja

pacijenata s TBI do danas su ogranicene.

Prema epidemioloskim podacima Americkog Centra za kontrolu i
prevalenciju bolesti (engl. Center for Disease Control, CDC) iz 2014.
godine, tri su najCesc¢a uzroka pojave TBI: padovi (47,9%), ozljede
zadobivene u sudaru s drugim objektom (17,1%) i ozljede uzrokovane
motornim vozilima, odnosno prometne nesrece (13,2%); dok su rjede
uzroci ozljede glave, nasilje i nezgode vezane uz sport i rekreaciju (11).
Takoder, dosadasnje studije pokazuju da su muskarci mladi od 45 godina,
zrtve traume mozga dva do tri puta ¢eSée od zena, uz pretpostavku da
prometne nesreée, nasilje i sportske ozljede CeSce spadaju u aktivnosti
muskog spola (12). Proporcionalno s porastom dobi pacijenata, u
istrazivanjima, opada razlika u prevalenciji ozljede mozga izmedu
muskaraca i Zena te TBI uzrokovan padovima cCeS¢e pogada zene, starije
dobi (12,13). S obzirom na posljedice traume mozga, najugrozenije
skupine su djeca u dobi 0 do 4 godine, zatim adolescenti u dobi od 15 do

24 godina i osobe starije od 65 godina (10).

Za procjenu ozbiljnosti TBI najceSée se koristi Glasgowska ljestvica
kome (engl. Glasgow Coma Scale, GCS), tj. bodovni sustav za procjenu
stanja svijesti pacijenta na temelju vizualnog, verbalnog i motoric¢kog
odgovora, nakon ozljede (14). Sukladno odgovoru pacijenta, tezina
ozljede mozga dijeli se na: blage, umjerene i ozbiljne/teske (7). Pacijenti
s GSC rezultatom 12, 13 ili 14 od 15 imaju blage ozljede mozga, koje
najéeSée samo privremeno narusavaju funkciju mozga, dok u pacijenata s
GSC rezultatom 9 do 12, umjerene i 3 do 8 ozbiljne ozljede, mogu dovesti
do propadanja mozdanog parenhima, mozdanog krvarenja te razvoja
upale s teskim i po Zivot opasnim komplikacijama (2,14). U Europi se

omjer blage, umjerene i teske ozljede mozga krece oko 22:1,5:12



(blaga:umjerena:teska), odnosno procjenjuje se da je godiSnje oko 10

slucajeva teskih ozljeda mozga na 100 000 stanovnika (5).

Dijagnozu ozljede mozga nije jednostavno postaviti, posebice kod
pacijenata s blagom ozljedom, jer su simptomi cesto nespecificni, a
ponekad se javljaju tek nekoliko dana nakon traume. Pravovremena i
tocna dijagnoza klju¢na je za ishod bolesti, a u dijagnostici se osim
klinickog pregleda, koriste i razliCite slikovne tehnike poput
kompjuterizirane tomografije (engl. computed tomography, CT) i
magnetska rezonancija (engl. magnetic resonance, MR), koje su

objektivnije i preciznije od GSC (5).

TBI moze uzrokovati Siroki raspon komplikacija koje mogu biti
prisutne kratkoro¢no, dugorocno, a pojedine i dozivotno, nakon ozljede
glave. Ucestale neuroloske komplikacije su promjene osobnosti,
poremecaji spavanja, napadaji te kognitivni i motoricki poremecaji, koji
uvelike smanjuju kvalitetu Zivota osoba koje su prezivjele TBI. Najcesci
kognitivni poremedaji, koji nastaju kao posljedica traume, su poremecaji
pamcenja i dosjecanja (dugorocno pamdenje) te misljenja (kratkorocno
pamcenje) no znacajno je povecana i incidencija razli¢itih oblika
neurodegenerativnih bolesti poput Parkinsonove i Alzheimerove bolesti.
Prema jednoj studiji provedenoj na veteranima Drugog svjetskog rata,
pacijenti koji su pretrpjeli umjerenu i/ili teSku ozljedu mozga imaju dva
puta vedi rizik od razvijanja Alzheimerove bolesti i drugih oblika demencije
u kasnijem zivotu, od pojedinaca koji nisu pretrpjeli traumu mozga (15).
Epilepsija je jedan od neuroloskih poremecaja, obiljezen cestim
ponavljaju¢im napadajima, koji pogada pacijente nakon ozbiljnije traume
mozga. U velikoj populacijskoj studiji provedenoj u Minnesoti, SAD,
trauma mozga je identificirana kao uzrok epilepsije u 30% pojedinaca u
dobi 15 do 34 godina, 14% djece mlade od 14 godina i u 8% osoba
starijih od 65 godina (16). U pacijenata su c¢esto su prisutni emocionalni
problemi, tjeskoba, agresija, depresija, ali i posttraumatski stresni i

opsesivno kompulzivni poremecaji koji znacajno povecavaju komorbiditet

3



zrtava. TBI smanjuje ocekivano trajanje zivota te se svega 25% osoba
koje su pretrpjele ozljedu mozga u potpunosti oporavi i ostaje dugoroc¢no
funkcionalno samostalan (17). Medicinske, psiholoske i socioekonomske
posljedice traume mozga imaju znacajan utjecaj na pojedince, obitelji i
Siru zajednicu. Najznacajnija dugotrajna posljedica TBI je invaliditet.
Danas, u SAD-u zivi 5 milijuna, a u Europi 7 milijuna pojedinaca s
dugotrajnim invaliditetom kao posljedicom ozljede mozga te su vecina

ozlijedenih pacijenata mladi adolescenti (18).

1.2. Patofiziologija TBI

Traumatska ozljeda mozga karakterizirana je mehani¢ckom ozljedom,
koja uzrokuje direktno ostecenje ili osteéenje s odgodenim djelovanjem
kompleksnih patofizioloSkih procesa (9). PatofizioloSki se procesi koji su

vezani uz traumu mozga mogu podijeliti na primarne i sekundarne.

1.2.1. Primarna ozljeda mozga

Primarna ozljeda mozga direktna je posljedica djelovanja vanjske
sile, koja wuzrokuje strukturno ostecenje mozdanog parenhima (19).
Ozljeda mozga najcesce nastaje zbog izravnog udarca u glavu, trzaja te
nagle promjene smjera ili brzine (akceleracijsko-deceleracijskih) gibanja
mozga u kostima lubanje, ostecujuéi pritom krvne zile, neurone i glijalne
stanice (14).

Ozljede mozga uzrokovane mehanickom silom mogu se podijeliti na
7aridne (fokalne) i difuzne (20). Zari$ne ozljede mozga su lokalno
ogranicene te najcesée uzrokuju kontuzije, laceracije, intrakranijalne
hematome i poviSeni intrakranijalni tlak (21). Uzrok navedenih osteéenja
su zariSne TBI lezije koje nastaju uslijed nagle i neselektivhe stanicne

smrti vec¢ine neuralnih stanica (20,22). Navedene ZariSne lezije znacajno
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osciliraju u velic¢ini, mogu obuhvacdati velika podrucja ili biti ograniCene na
male nakupine stanica (22). Ozljede koje je teze dijagnosticirati
standardnim metodama oslikavanja mozga jer su karakterizirane
mikroskopskim promjenama na stani¢noj razini, su difuzne ozljede (1).
Posljedica su djelovanja unutarnjih sila uslijed naglog akceleracijskog ili
deceleracijskog gibanja mozga u trenutku ozljede. Dva najcesc¢a tipa
difuzne ozljede mozga su difuzna aksonalna ozljeda (engl. diffuse axonal
injury, DAI) i potres mozga (21). Difuzna aksonalna ozljeda posljedica je
naglog istezanja i kidanja aksona, lokaliziranih u mozdanom deblu, corpus
callosumu i mozdanim hemisferama. Smith i Meany u studiji provedenoj
2000. godine zakljuCuju da je osjetljivost aksona na mehanicke ozljede
uzrokovana njihovim elasticnim svojstvima i visokoorganiziranom
strukturom, u bijeloj tvari mozga (23). Naime, aksoni su u normalnim
uvjetima fleksibilni (savitljivi), no nakon izlaganja naglim deformacijama,
povezanima s TBI postaju krhki (21,23). Brzo istezanje ostecuje aksonski
citoskelet, rezultira gubitkom elasti¢nosti i oStecenjem aksoplazmatskog
transporta, koji je potom odgovoran za bubrenje (oticanje) aksona,
medusobno odvajanje i prestanak komunikacije koji vodi ka
neuropatoloskim promjenama u tkivu mozga (21,23). Ozbiljnost DAI je
direktno povezana s teskim poremecajima svijesti, visokom smrtnoscu i
loSim ishodom prezivljenja (21). DAI pripada u teSke tjelesne ozljede, uz
¢este komplikacije i trajne posljedice, dok je potres mozga nasuprot tome
laka ozljeda mozga, bez posljedica. Potres mozga najceséi je uzrok
poremecaja svijesti, koji nastaje nakon akceleracijsko-deceleracijskih

ozljeda kao prolazni i kratkotrajni poremecaj funkcije neurona (5,21,23).

Izvor i karakter posttraumatske kome, Cini razliku izmedu Zarisne i
difuzne ozljede mozga. Medutim, na primarne ozljede mozga nemoguce je
utjecati, stoga je od presudne vaznosti sprijeciti navedene, npr. nosenjem
kacige na motociklu, ili umanjiti intenzitet sekundarne ozljede mozga
(5,21).



1.2.2. Sekundarna ozljeda mozga

Patofizioloski mehanizmi obuhvacaju niz molekularnih dogadaja koji
zapocinju nakon pocetne ozljede i nastavljaju se danima, mjesecima, cak i
godinama nakon ozljede, uzrokujucéi pritom razlicite molekularne,
kemijske i stani¢ne promjene (3,10). Mehanizam nastanka sekundarne
ozljede potaknut je posljedicama direktnog ostecenja te poremedaja
regulacije mozdanog krvotoka i metabolizma, koji rezultiraju nastankom
edema mozga (24). Mehanicki gledano, niz Cimbenika koji doprinose
sekundarnoj ozljedi ukljucuje ekscitotoksicnost, mitohondrijsku

disfunkciju, oksidativni stres, upalu i programiranu stani¢nu smrt (7,25).

U neposrednom razdoblju nakon primarne ozljede dolazi do
masovnog poremecaja ionske homeostaze u stanicama te membranske
depolarizacije uzrokovane unutarstani¢nim priljevom natrijevih i kalcijevih
te izluCivanjem kalijevih iona (3,7). Unutarstani¢no nakupljanje kalcijevih
iona smatra se kljuénim dogadajem rane posttraumatske ozljede (25) .
Nakupljeni kalcijevi ioni aktiviraju proteaze ovisne o kalciju, ukljucujuci
kaspaze, fosfolipaze i endonukleaze koje potom uzrokuju osteéenja
mitohondrija, degradaciju lipida, proteina i nukleinskih kiselina te poticu
proizvodnju slobodnih radikala koji imaju destruktivan ucinak na stanicu
(3,7,25).

Posttraumatska reakcija karakterizirana je prekomjernim
oslobadanjem ekscitacijskih neurotransmitera, glutamata i aspartata iz
presinaptickih vezukula u izvanstani¢ni prostor (3,10). U fizioloskim
uvjetima su razine glutamata u izvanstanicnom prostoru regulirane
unosom glutamata i aspartata u glijalne stanice, astrocite, a proces je
posredovan o energiji ovisnim glutamatnim receptorima (26). Medutim,
posttraumatski se glutamat i aspartat pretjerano izlucuju te su glutamatni

receptori neprestano stimulirani, Sto rezultira izlaskom iona kalija,



aulaskom iona kalcija i natrija te vode, koji potiCcu bubrenje stanica
(1,3,26). Navedeni se proces naziva ekscitotoksicnost. Pretpostavlja se da
su mitohondriji najpogodeniji procesom ekscitotoksi¢nosti jer porast
koncentracije iona kalcija uzrokuje poremecdaje u procesima pretvorbe
energije (10,26). Naime, posttraumatske stanice trebaju vecu koli¢inu
energije, no ozlijedeni mitohondriji imaju smanjenu mogucnost
sintetiziranja iste te posljedicno oslobadaju reaktivne kisikove spojeve i

uzrokuju osteéenja stanicama koja nerijetko vode u apoptozu (26).

Upala se javlja kao reakcija tkiva na ozljedu te je jedan od
najvaznijih sekundarnih procesa u patofizioloSkoj kaskadi zbivanja nakon
traume mozga. Posttraumatski se potic¢e upalni proces, odnosno sinteza i
otpustanje brojnih transkripcijskih faktora, upalnih medijatora i
neuroprotektivnih gena te citokina i kemokina, koji dodatno osStecuju
neurone i potiCu naruSavanje integriteta krvno mozdane barijere (engl.
blood brain barrier, BBB) (9). Navedene upalne medijatore mogu
sintetizirati neuroni, astrociti i stanice mikroglije, koji ispoljavaju za njih
specificne receptore. Rezultat ove kompleksne kaskade dogadaja, nekoliko
sati, dana ili mjeseci nakon ozljede mozga je naj¢esce nekroticna smrt
stanice ili pokretanje apoptoze (9,10). Navedena ostecenja na posljetku
rezultiraju mozdanim krvarenjima, hipoksijom i edemom mozga

pacijenata koji su pretrpjeli traumu (9,10,25).

1.2.3. Uloga astrocita u patofiziologiji TBI

Astrociti su glija stanice koje pruzaju strukturnu potporu stanicama i
stani¢nim komponentama te odrzavaju fizioloSku homeostazu i kontrolu
protoka krvi u srediSnjem Zzivéanom sustavu (engl. central nervous
system, CNS) (1). U interakciji su s endotelnim stanicama kapilara te na
taj nacdin odrzavaju integritet BBB-a, a medusobno se spajaju i

komuniciraju, pritom stvarajué¢i kompleksnu mrezu koja dalje utjece na



strukturu, funkciju i aktivhost kako neurona, tako i ostalih stanica
zivéanog sustava (20). Novije studije isticu multifunkcionalnu ulogu
astrocita, kako u odgovoru mozga na ozljedu, tako i u poticanju

regeneracije u CNS-a nakon ozljede mozga (9).

Postoji indikacija da astrociti imaju vaznu ulogu u procesu
ekcitotoksi¢nosti koji se javlja kao sekundarni odgovor na ozljedu mozga.
Naime, glutamatni transporteri astrocita (engl. excitatory amino acid
transporter, EAAT), EAAT1 i EAAT2, esencijalni su u reapsorpciji glutamata
koji se pretjerano nakuplja u procesu ekcitotoksi¢nosti te se blokiranjem
navedenih transportera znacajno povecava koncentracija glutamata u
izvanstanicnom podrucju, koja doprinosi ekcitotoksi¢nosti i posljedi¢no

neurodegeneraciji (1) .

Astrociti imaju vaznu ulogu u posttraumatskom odgovoru mozga na
traumu. Naime, astrociti izrazavaju niz receptora koji sudjeluju u
imunoloSkom odgovoru stanice, a koji su aktivirani posttraumatskim
signalima (1,7). Biokemijsko okruzenje u stanici se mijenja nakon TBI-a te
signali opasnosti induciraju promjene u morfologiji i funkcionalne
promjene astrocita, ukljucujudi hipertrofiju stani¢nih nastavaka i pojacanu
ekspresiju proteina intermedijarnih filamenata, poput kiselog fibrilarnog
proteina glije (engl. glial fibrillary acidic protein, GFAP), koji je glavni
strukturni protein odraslih astrocita (1,9). Takoder, posttraumatski signali
poticu proliferaciju astrocita i izluCivanje brojnih upalnih medijatora i
faktora rasta (7). Povecanje reaktivnosti astrocita, kao odgovor na ozljede
mozga naziva se astrocitoza. Astrociti se kao i brojne druge dglijalne
stanice aktiviraju u roku od 24 sata, a vrhunac reaktivnosti im je od 3. do
7. dana, medutim astrociti, za razliku od ostalih stanica poput mikroglije,
pokazuju dugotrajan proliferativni odgovor, najmanje 28 dana nakon
ozljede mozga (9). Takoder, astrocitoza moze varirati ovisno o tezini
ozljede, od blage do ozbiljne TBI, a najcesce rezultira stvaranjem glijalnog

oziljka.



Pokretanjem upalnog odgovora, astrociti zajedno s mikroglijom,
endotelnim stanicama, fibroblastima i izvanstanicnim matriksom, oko
ozlijedenog tkiva formiraju glijalni oziljak. Smatra se da oziljci djeluju kao
fizicka barijera koji izolira oStec¢eno podrucje od susjednog, potencijalno
zdravog ziv€anog tkiva te se na taj nacin sprjeCava daljnje Sirenje upalnih
procesa. Naime, glijalni su ozZiljci gotovo u cijelosti sastavljeni od
novoproliferiranih astrocita koji se dinamicki ispreplicu u svrhu stvaranja
barijere koja ¢e upalne stance zadrzati na mjestu lezije (20). Rezultat
aktivacije astrocita je snazan i dugotrajan neuroinflamatorni odgovor
urodenih i adaptivnih imunoloskih stanica. Istrazivanja provedena na
transgeni¢nim misevima s nefunkcionalnim astrocitima, koji su pretrpjeli
traumu mozga, pokazala su da onemoguceno stvaranje glijalnog ozZiljaka
uzrokuje Sirenje upale u okolno tkivo, a sam oporavak miseva se uvelike

produzava (20).

Unato¢ tome, nakon traume mozga, astrocitoza moze imati
negativan utjecaj na oporavak pacijenta te se glijalni oziljak moze
smatrati jednom od prepreka u aksonskoj regeneraciji i oporavku
neuronske povezanosti (9). Astrocitoza moze biti definirana u kontekstu
neuroprotekcije, ali i neurodegeneracije (1). Reaktivni astrociti mogu
proizvoditi protuupalne citokine i kemokine koji posljedi¢no razgraduju
izvanstani¢ni matriks i narusSavaju integritet BBB, no astrociti su sposobni i
izluCivati faktore koji potiCcu obnavljanje i regeneraciju nakon ostedenja
CNS-a (1,9). Navedene Cinjenice ukazuju da u kontekstu farmakoterapije,
reaktivnu astrogliozu ne mozemo jednostavno suzbiti ili promicati, veé

moramo selektivno potaknuti blagotvorne ucinke i utiSati Stetne.



1.3. LijeCenje TBI

1.3.1. Trenutni terapijski pristupi u lijeCenju TBI

UnatoC¢ desetlje¢ima provedenim na istrazivanja s ciljem
razumijevanja patofiziologije TBI, terapijski pristupi za poboljSanje ishoda
nakon ozljede mozga su i dalje ograniceni (27). Postojeéi pristupi
uklju€uju intervencije za suzbijanje primarnih i minimalizaciju sekundarnih
ozljeda i/ili komplikacija, kao i ranu rehabilitaciju u svrhu poboljSanja
funkcije, kvalitete Zivota i samostalnosti pacijenata koji su pretrpjeli
traumu (28). Vrsta i opseg lijeCenja uvelike ovisi o tezini i anatomskom
polozaju ozljede, kao i o vremenu proteklom od nastanka ozljede mozga
(27). Trenutne mogucnosti lijeenja TBI podrazumijevaju stabilizaciju
pacijenta, prevenciju intrakranijalne hipertenzije, odrzavanje mozdanog
perfuzijskog tlaka te izbjegavanje sekundarnih ostecenja i odrzavanje
optimalne i zadovoljavajuce cerebralne oksigenacije (10). Nadalje, TBI je
povezan s veéim rizikom od trombotickih dogadaja, poput mozdanog
udara, stoga se pacijentima daje antikoagulantna terapija, no s oprezom
kako bi se preveniralo moguce daljnje oSte¢enje mozdanog tkiva izazvano

obilnim krvarenjima.

Desetlje¢ima je primarni pristup i cilj terapije TBI bilo lijecenje
ozlijedenog tkiva, u svrhu smanjenja veli¢ine lezije. Potom su veliki napori
ulozeni u razvoj neuroprotektivnih sredstava koji su ciljali mehanizme
sekundarnih oste¢enja u TBI, ukljucujuéi one koji uklanjaju slobodne
radikale, antagoniste glutamata, blokatore kalcijevih kanala, inhibitore
ekscitacijskih aminokiselina te mnogih drugih (28). Mogudéi uzrok
neuspjeha je heterogenost patofiziologije TBI, stoga do danas ne postoje

ucinkoviti terapijski pristupi koji poboljSavaju neuroloski ishod nakon TBI.
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1.3.2. Bududi terapijski pristupi u lijeCenju TBI

Iz godine u godinu se povecdava broj istrazivanja u svrhu pronalaska
efikasnog terapijskog pristupa u lijeCenju TBI. U brojnim se pretklinickim i
klinickim istrazivanjima TBI, provedenim na zivotinjskim modelima,
testirala terapijska efikasnost lijekova koji su ciljali mehanizme
sekundarnih ostecenja u TBI. Recentnim su se istrazivanjima identificiralo
nekoliko obecéavajucih terapijskih pristupa u lije¢enju TBI, od kojih su neki

pokazali visoki terapeutski potencijal.

Jedan od potencijalnih terapijskih pristupa ukljucuje blokatore
kalcijevih kanala. Naime, povecana koncentracija unutarstani¢nog kalcija
ima znacajnu ulogu u poticanju kaskade stanicne smrti nakon TBI, stoga
se koristenjem blokatora kalcijevih kanala moze neutralizirati pretjerano

izluCivanje kalcija i sprijecCiti apoptoza stanice (10).

Osmoterapija, je takoder jedan od pristupa, koji je pokazao
pozitivne ucinke na pacijente koji su pretrpjeli tesku traumu mozga.
Manitol je jedan od osmotskih diuretika, koji se injektirao pacijentima,
nakon traume kao otopina za infuziju, te je znacajno snizavao

intrakranijalni tlak bolesnika i utiSavao upalni odgovor (27).

Za terapiju bolesnika s TBI, takoder se efikasan pokazao amantadin,
dopaminski agonist, koji se koristi u lije¢enju Parkinsonove bolesti. Smatra
se da amantadin moZe zastiti neurone od ekscitotokosi¢nosti koju izaziva

nagomilavanje glutamata u izvanstani¢nom podrucju (10).

Bioloski terapijski pristupi, poput terapije kalcij vezuju¢im proteinom
B (engl. calcium-binding protein B, S100B), u odgovaraju¢im dozama,
pozitivno utjeCu na oporavak neurona, nakon ozljede. Medutim,

povecanjem doze, S100B znacajno poti¢e neuroinflamaciju(10).

Utjecaj hipotermije na mozak, nakon ozljede, se takoder pokazao

vaznim. Tocnije, temperaturni raspon od 30-35 °C neuroprotektivno utjece
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na pacijente s teSkom traumom mozga. Tocan mehanizam djelovanja i
dalje je nepoznat, no novije studije na zivotinjskim modelima pokazuju
znaCajne promjene u ekspresiji miRNA, kao i sintezi proteina, nakon

terapije hipotermijom (10).

1.3.3. Ugljikove nanocjevcice u lijeCenju TBI

U posljednjem desetlje¢u zabiljezen je sve vedéi interes i bolje
razumijevanje mogucnosti primjene nanotehnologije na bolesti CNS-a. Cilj
navedenih istrazivanja je razvoj bududih strategija za popravak tkiva i
poticanje funkcionalnog oporavka nakon ostec¢enja mozga (29). Iako jos
uvijek  ograniena, primjena nanomaterijala u  biomedicinskim
istrazivanjima biljezi impresivan rast, a upravo su ugljikove nanocjevcice
(engl. carbon nanotubes, CNTs) na samom vrhu otkri¢a u nanotehnologiji.
CNTs posjeduju jedinstvena fizicka i kemijska svojstva, kao Sto su omjer
Sirine i duljine, ¢vrstoca, fleksibilnost, vodljivost itd., te imaju obecavajucéu

primjenu u biomedicini, posebno u podrucju neuroprotetike (29,30).

CNTs su cilindricne strukture, gradene od jednoatomnog sloja
grafita, odnosno grafena s promjerom u nanometarskoj skali i s
ogromnom povrsinom i odlicnom elektricnom i toplinskom provodljivos¢u

(30). Ovisno o broju prisutnih cilindri¢nih struktura, CNTs mogu biti:

1. jednozidni (engl. single-walled CNTs, SWCNTs), cija se cilindri¢na
struktura sastoji od jednog cilindra grafena u rasponu od 0,4 do 2
nm;

2. viseslojni (engl. multi-walled CNTs, MWCNTs), koji se sastoje od
visSe koaksijalnih cilindara, s vanjskim promjerom u rasponu od 2 do
100 nm;

3. dvostrani (engl. double-walled CNTs), koje se sastoje od dva

koaksijalna cilindra.

Sve su CNTs duljine od jednog do nekoliko mikrometara (29,30).

Bududi da je uporaba CNTs u bioloskim sustavima ograni¢ena njihovom
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slabom topljivosc¢u i biokompatibilnoSéu u vodenom mediju, one se mogu
modificirati nekovalentnim ili kovalentnim vezanjem molekula. Kovalentna
se vezanja postizu inkubacijom CNTs jakim oksidacijskim sredstvima,
poput dusi¢ne kiseline. Naime dusi¢na kiselina dodaje karboksilnu skupinu
na krajeve CNTs te se vezana skupina potom moze pretvoriti u
meduprodukt acetil klorid koji potom moze ostvarivati veze sa spojem od
interesa. Jedan od mogucih takvih spojeva je i topivi polimer, poli-m-
aminobenzen sulfonska kiselina (engl. poly-m-aminobenzene sulfonic acid,
PABS) (30).

U podrucju lijeCenja ozljeda CNS-a, CNTs kao nanomaterijali imaju
obecavaju¢u primjenu, bilo zbog jednostavnosti dizajniranja za
prouavanje organizacije neuralnih mreza ili zbog njihove elektri¢cne
provodljivosti, koja omogucava pracenje i stimulaciju neurona (31).
Takoder se CNTs smatraju kandidatima za isporuku lijekova jer osim sto
ulaze u stanice i ostvaruju komunikaciju, iste prolaze i BBB te je upravo iz
tog razloga klju¢no prouciti utjecaje CNTs na neuralne stanice (30,31). U
istrazivanjima je dokazano da CNTs imaju moguénost moduliranja
morfoloskih i funkcionalnih karakteristika neurona, ali i glijalnih stanica.
Astrociti su, medu ostalim vrstama glijalnih stanica, najvazniji u stvaranju
sinapticne neuralne mreze koja sluzi za uspostavljanje dvosmjerne
komunikacije s neuronima te promjene u plastiCnosti astrocita nakon
ozljede CNS-a mogu dovesti do poremecdaja u elektricnom provodenju
signala (32). Takoder je proces reaktivne astroglioze klju¢an u progresiji
sekundarnog odgovora, stoga je nakon traume izrazito vazno prouciti
ucinke koje kemijski funkcionalizirane CNTs imaju na ovu vrstu glijalnih
stanica (30,32). Ideja ovoga rada pociva na studijama koje su dokazale
da kemijski funkcionalizirane CNTs utjeCu na funkciju i morfologiju

astrocita, koji potom poticu oporavak CNS-a nakon traume (33).

13



1.4. Eksperimentalni modeli TBI

Zivotinjski modeli TBI igraju vaznu ulogu u procesu procjene i
razumijevanja slozenih fizioloskih, bihevioralnih i histopatoloskih promjena
povezanih s TBI (21). Obzirom na slozenu prirodu klinicki iznimno
heterogene ozljede, razvijeno je nekoliko Zzivotinjskih modela. Usprkos
¢injenici da su vece zivotinje blize Covjeku po velicini i fiziologiji, glodavci
se najcesce koriste u istrazivanjima traume mozga Sto zbog male veliCine i
skromnih troskova skladistenja, ali i lako¢e standardizacije rezultata
eksperimenata (3). TBI se u eksperimentalnim uvjetima moze se
proucavati koristeci zivotinjske in vitro ili in vivo modele. In vitro modeli
simuliraju ozljede cijelog tkiva ili izoliranih tipova stanica, dok se in vivo

ozljede uglavnom izvode na modelima TBI zZivotinja (3)

Dizajn i odabir modela TBI-a ovisi o fokusu istrazivanja, a opcenito
se eksperimentalni modeli in vivo mogu podijeliti na modele zariSne,

difuzne ili kombinirane zarisno/difuzne ozljede (34).

1.4.1. Modeli zarisne TBI

Dva najcesce koristena modela TBI u kojima se istrazuje utjecaj
traume na CNS su model pada utega (engl. weight drop model, WD) i
model kontroliranog kortikalnog udara (engl.controlled cortical impact,
CCI).

U WD modelu, pod utjecajem gravitacijske sile i utega poznate
mase, anesteziranoj zivotinji (fiksiranoj za horizontalnu povrsinu), ispusta
se uteg koji udara lubanju eksperimentalne Zzivotinje. Ovaj model je
ekonomican, brz i jednostavan za koristenje, no koristenjem ovoga
modela za primjenu teskih/ozbiljnih ozljeda postoji opasnost od pucanja
lubanje zivotinje, ali i pojave ponovnog udarca (zbog odskoka utega,

nakon udara u tvrdu povrsinu) (34).

U CCI modelu, eksperimentalnoj zivotinji se izaziva udarac

impaktorom, kojemu se moze kontrolirati brzina, vrijeme i dubina ozljede
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u usporedbi s WD modelom. Nedostatak ove metode je to da na mjestu
udara ne moze izazvati difuznu ozljedu, koja je najc¢esS¢a kod trauma

mozga (21).

1.4.2. Modeli difuzne TBI

Model udarca tlakom tekudine (engl. fluid percussion injury, FPI) je
dosada, najces¢e koristeni model difuzne ozljede u predklinickim
studijama. Model ukljucuje otvaranja lubanje te izvodenje udarca tlakom
tekucine koji udara u duralnu povrsSinu zatim se koncentricno krece u
epiduralni prostor, sto dovodi do difuznog ostecenja (21). Iduc¢i model,
koji je takoder poznat jer reproducira DAO, naziva se model unutarnjeg
ubrzanja (engl. internial acceleration, IN). IN se razvio po uzoru na
zarisni model WD te najbolje opisuje rotacijsku TBI dobivenu u prometnoj
nesreci (21). Od WD modela se razlikuje po tome Sto se eksperimentalnu
zivotinju postavlja na celicnu plocicu, koja smanjuje vjerojatnost od
pojave fakture lubanje te glava eksperimentalne Zivotinje nije fiksirana, u

svrhu imitiranja stvarnih pokreta glave prilikom udarca (10).

1.4.3. Kombinirani model zariSne i difuzne TBI

Jedan od modela koji najbolje opisuje in vivo TBI je model lateralne
ozljede tlakom tekucine (engl. lateral fluid percussion injury, LFPI).
Navedeni model sadrzi karakteristike zariSne i difuzne ozljede, odnosno
stvara zariSnu kortikalnu konturziju, ali istovremeno prenosi ozljedu i u
subkortikalne strukture poput hipokampusa i talamusa. Ovom metodom
ozljedivanja eksperimentalnih zivotinja pobuduje se gubitak neurona ve¢ 7
dana nakon ozljede, a sekundarni dogadaji se nastavljaju mjesecima

nakon, u subkortikalnim strukturama mozga.(10)

1.4.4. In vitro modeli

In vitro modeli su alat koji se koristi za razumijevanje mehanizama
uklju¢enih u TBI na razini tkiva, nakon ozljede. Navedeni se modeli ne
temelje samo na trenutnoj akutnoj ozljedi vec¢ i na napretku ozljede od

poc¢etnog mehanickog udarca do nekoliko dana, tjedana kasnije, u svrhu
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pribavljanja kronoloskih podataka o patofiziologiji TBI, kako bi se saznalo
koje je vrijeme optimalno za primjenu odredenog terapijskog pristupa
(34).

Narasireniji in vitro model je model ozljede izazvan rastezanjem
(engl. cell strech, CS). Ozljeda se zapocinje nakon sto su stanice ili tkivo
adherirale na povrSinu na kojoj su uzgojene (35). Takoder, postoji
nekoliko nacina provodenja traume izazvane rastezanjem. Model tlacnog
rastezanja stanica tlacnim impulsom (engl. Abrupt Preassure Pulse
Stretching, APPS), najbolje simulira in vivo ozljedu, eksperimentalnog
tkiva ili stanica. Naime, stanicama u kulturi, koje su prethodno uzgojene
na povrsSini silasticnih membrana ¢e se uz pomoc¢ tlaka komprimiranog
plina, zadati brza ozljeda rastezanja, kojom se in vitro simulira rotacijska,
akceleracijska/deceleracijska trauma (36). Navedena metoda ima odli¢nu

reproducibilnost, ali i daje mogucnost kontrole ozljede, od blage do teske.

In vitro TBI imaju prednost nad in vivo modelima jer se njima
omogucuje direktna kontrola okolisnih faktora, a takoder su i puno
dostupnije. Medutim, jedna od ogranicenja in vitro metoda je nedostatak
psiholoskih i neuroloskih odgovora, koje in vivo modeli omogucuju (35).
Takoder jedan od nedostataka je to Sto nemaju krvozilni sustav stoga u
istrazivanjima upalnog odgovora treba uzeti u obzir ¢injenicu da se u in
vivo uvjetima bolje vidi aktivacija signalne kaskade upale, posredovane
citokinima (34).
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2. Cilj rada

Glavna hipoteza ovoga istrazivanja bila je da CNTs kemijski
funkcionalizirane s PABS poticu prezivljavanje i mijenjaju profil sekretoma

astrocita u in vitro modelu TBI.
Specificni su ciljevi istrazivanja bili:

1. ispitati kako primjena PABS-SWCNTs djeluje na morfologiju astrocita
i ekspresiju markera GFAP-a nakon ozljede,

2. odrediti utjeCe li aplikacija PABS-SWCNTs na prezivljenje astrocita
izloZzenih teskoj ozljedi brzim rastezanjem,

3. odrediti ulinke PABS-SWCNTs na otpustanje citokina iz tesko

ozlijedenih astrocita.
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3. Materijali i metode

3.1. Pokusne zZivotinje

Za in vitro eksperimente 0 do 2 dana stari mladunci miSeva C57BL/6
soja oba spola koriSteni su za izolaciju astrocita. Uzgoj i odrzavanje
zivotinja obavljalo se u Laboratoriju za uzgoj i inzenjering miSeva Rijeka
(engl. Laboratory for Mice Breeding and Engineering Rijeka, LAMRI). Svi
eksperimenti u kojima su se koristite zivotinje napravljeni su na Zavodu

za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci.

3.2. In vitro istrazivanja

3.2.1. Primarna stanicna kultura astrocita
Primarna staniCna kultura astrocita pripremljena je metodom prema
Wanner (36) uz neke prilagodbe. Ukupno su ucdinjena tri postupka izolacije
astrocita (tri bioloska replikata). Vidljivi korteksi misjih mladunaca izolirani
su, ocCiS¢eni od bijele tvari i meninga, te usitnjeni i stavljeni u sterilnu 50
mL epruvetu s kompletiranim medijem za uzgoj stanica (engl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium, DMEM), bez fenol-crvenog. Potom su
automatskom pipetom homogenizirani korteksi te ih propusteni kroz 230
Mm i 140 pm sterilni filter na metalnom nosacu. Suspenzija stanica
centrifugirana je na 12 000 rotacija po minuti (rpm) tijekom 5 min. Nakon
centrifugiranja, odvojen je supenatant te je pelet resuspendiran u 2,5 ml
kompletiranog medija za stanice (10% FSB, 1% antibiotik Antimikotik i
DMEM), sve dok se nakupine nisu razdvojile u pojedinacne stanice.
Suspenzija stanica je potom propustena kroz filter s otvorima velic¢ine 73
Mm u sterilnu epruvetu. Stanice su obojane s Trypan Blue i prebrojane u
Neubauerovoj komorici te je izraCcunat broj stanica po mL medija. Nakon
izracuna, stanice su nasadene na 75 cm? tikvice za kulturu tkiva (T75) te
inkubirane na 37°C, 5% CO: i relativnoj vlaznosti 95%, u koncentraciji od

2x10° stanica/cm?.
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Nakon 7 dana inkubacije astrociti, mikroglija i oligodendrociti
formirali su razliCite slojeve, a astrociti, adherirani na dno T75 tikvice,
postali su konfluentni. T75 tikvica stavljena je na kruznu tresilicu na 180
rpm/30 minuta, nakon ¢ega se supernatant koji sadrzi mikrogliju uklonio
pipetom. Kompletirani medij za uzgoj astrocita dodan je u tikvicu s
preostalim stanicama i tikvicu smo ponovno stavili na kruznu tresilicu na
37°C, 240 rpm/6 sati kako bi se odvojile prekursorske stanice

oligodendrocita.

Nakon postupaka tresnje, tikvice smo dva puta ispirali fosfatom
puferiranom otopinom soli (engl. phosphate buffered saline, PBS), a
preostali adherirani astrociti su izolirani nakon inkubacije s 5 ml tripsin-
EDTA na 37°C tijekom priblizno 5 minuta. U pojedinacne stanice dodan je
kompletirani medij za kulturu astrocita i potom je cijeli volumen prenesen
u 50 mL epruvete i centrifugiran je na 12 000 rpm tijekom 5 minuta.
Talog smo potom resususpenirali u svjezem mediju za uzgoj astrocita
nakon ¢ega smo stanice razdijelili u dvije T75 tikvice za kulturu stanica te

smo ih stavili na inkubaciju (37°C u atmosferi s CO3).

Jedna T75 tikvica za kulturu stanica dala je oko 1x10° stanica nakon
prvog razdjeljivanja. Medij smo mijenjali svaka 2-3 dana, a 12-14 dana
nakon prvog razdjeljivanja i 24 do 48 sati prije provodenja eksperimenta,
astrocite smo prikupili tripsinacijom, isprali, centrifugirali i potom pobrojali
te smo 6x10% stanica u 1 mL medija premjestili u kolagenom oblozene
silastiche membrane s 6 jazica (Flexcell International Corp.). Na
navedenim je plo¢ama po jazici nasadeno otprilike 150 000 stanica. Ovim
postupkom se dobivala stani¢na kultura astrocita s otprilike 95%-tnom

Cistocom.

3.2.2. Model ozljede stanica

Kultura astrocita uzgojena na BioFlex plo¢ama za kulturu stanica
podvrgnute su traumi izazvanoj rastezanjem pomocu uredaja Cell Injury

Controller II (Virginia Commonwealth University, Richmond, VA, SAD) koji
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moze regulirati puls/tlak komprimiranog plina kako bi se izazvala brza i
kratkotrajna deformacija silasticne membrane i adheriranih stanica.
Navedenim uredajem smo precizno kontrolirali veli€inu i trajanje ozljede.
Tijekom deformacije membrane, adherirane stanice uzgojene na povrsini
silastiche membrane izlozene su biaksijalnom rastezanju te smo na taj
nacin simulirali rotacijsku, akceleracijsko/deceleracijsku traumu in vitro.
Prije svakog pokusa, uredaj kojim se provodi trauma izazvana
rastezanjem kalibriran je prema uputama proizvodaca. Tlacni impuls
trajao je oko 50 ms, a stupanj pomaka membrane kretao se od 3,5 do 4,3
funti po kvadratnom incu (engl. pound per square inch, PSI) pri cemu je
nastalo 55%-tno (7,5 mm) rastezanje koje korespondira s teSkom
ozljedom nakon TBI. Prije ozljede stanica na ploCama, na ploci za kontrolu
smo 3 puta isprobali udarac (kalibracija). Zatim smo udarili stanicne
kulture u jaZicama na ploci i potom stanice inkubirali (37°C, 5% CO; i
relativnoj vlaznosti 95%). Svi eksperimenti napravljeni su u triplikatima,

svaki put s novom serijom stani¢ne kulture astrocita.

3.2.3. Inkubacija primarne kulture astrocita s otopinama
PABS-SWCNTs-a

PABS-SWCNTSs, koriStene u ovom eksperimentu, sintetizirane su i
opisane kako je prethodno objavljeno (37). PABS-SWCNTs su se dodavale
u dvije jazice s stani¢nim kulturama, 1 sat nakon ozljede u koncentraciji 5
Mg/mL. Vazno je napomenuti da smo PABS-SWCNTs, prije dodavanja u
kulturu stanica, izvorteksirali u 150 pL medija iz stani¢ne kulture, kako bi
se Sto bolje rasprsSile te kako bi se sprijecilo stvaranje nakupina cjevdica u
kulturi. Astrociti su inkubirani s PABS-SWCNTs tijekom ukupno 23 sata

nakon cega su stanice koristene za razliCite analize.

3.2.4. Odredivanje stupnja ozljede astrocita

Stupanj ozljede astrocita nakon ozljede brzim rastezanjem odreden

je mjerenjem koli¢ine otpustenog unutarstanicnog enzima laktatne
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dehidrogenaze (engl. lactate dehydrogenase, LDH) u mediju za uzgoj
stanica. LDH je topljivi stabilni citosolni enzim brojnih stanica, koji se brzo
oslobada u medij stani¢ne kulture nakon osteéenja membrane stanica.
LDH pripada skupini oksidoreduktaznih enzima, koji katalizira reverzibilnu
reakciju oksidacije latata u piruvat uz redukciju NAD+ u NADH. Naime,
dodavanje LDH kita (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay,
Promega Corporation, SAD), koji sadrzi laktat, NAD+, reduktazu, substrat
za reduktazu i luciferazu, zapocinje reakcija u kojoj ljubicaste tetrazolijeve
soli (engl. iodonitro-tetrazolium violet, INT) u prisustvu LDH prelaze u
crveni formazan (Slika 1). Formazan je spoj, koji je dobro topljiv u vodi te
se lako detektira koristenjem kalorimetrije, odnosno mjerenjem
apsorbancije na 492nm, stoga je koli¢ina crvenog obojenja proporcionalna

broju liziranih stanica.

LDH
e ceanicn
LDH
Laktat Piruvat
NAD+ NADH
Formazan . .
soli
Diaforaza

Slika 1. Prikaz reakcije koja opisuje otpustanja LDH iz ozlijedenih stanica,
prema uputama proizvodaca (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity

Assay, Promega Corporation, SAD).

Ukratko, na kraju svakog eksperimentalnog razdoblja (15 min, 1 h,
3 h, 6 hi 24 h nakon ozljede), odvojeno je po 50 puL medija iz kulturu
stanica za mjerenje aktivnosti LDH. Nakon dodavanja supstrata iz LDH
kita, razine aktivhosti LDH analizirane su spektrofotometrijom na
mikrotitarskoj ploci.
21



3.2.5. Odredivanje razine citokina u mediju za kulturu

stanica

Za detekciju raznih citokina koje astrociti otpustaju u medij za
kulturu stanica, ucinjena je mikrocip analiza prema uputama proizvodaca
(RayBiotech, Norcross, GA, SAD). RayBiotech kit jednostavnog je formata,
visoke osjetljivosti (pg/mL) te omogucava detekciju razine izrazaja
mnogih citokina. Ukratko, membrane iz kita su prvo blokirane te
prekrivene uzorcima medija i inkubirane tijekom nodi. Idu¢eg dana, nakon
ispiranja, na membrane je dodano biotinilizirano anti-citokinsko protutijelo
(Biotinylated Antibody Cocktail), nakon Cega je primijenjen streptavidin
konjugiran s peroksidazom iz hrena (Slika 2). Signali su detektirani
izravno s membrane uporabom sustava za detekciju kemiluminiscencije
(Kodak Image Station 440CF i Kodak 1D Image Analysis Software, oboje
Eastman Kodak, Rochester, NY, SAD). Usporedba dobivenih signala s

tablicom, koja je sastavni dio kita, omogudila je identifikaciju citokina.
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Plotica sa Inkubacija sa Ir'_lkL!b.a_cua_sa Inkubflcu_a s .
antitijelima uzorcima bictiniliranim oznacenim Analiza rezultata i
antitijelima streptavidinom grafi¢ki prikaz

Slika 2. Princip rada mikrocip analize proizvodaca RayBiotech (Norcross,
GA, SAD).

3.2.6. Imunocitofluorescencija

Stanice nasadene u jazicama BioFlex plo¢a su isprane PBS-om i
fiksirane 4% paraformaldehidom u PBS-u, na sobnoj temperaturi u
trajanju 20 minuta. Permeabilizacija stanica u 0,3% Triton X-100 trajala
je 10 minuta, nakon cega su isprane PBS-om te su kulture tretirane 30
minuta puferom za blokiranje koji je sadrzavao 3% govedi serumski
albumin (engl. bovine serum albumin, BSA) u PBS-u kako bi se smanjilo

nespecificno vezanje. Primarna protutijela pripremljena su u 1% otopini
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BSA u PBS-u. Inkubacija s primarnim protutijelima provodila se preko noci
na 4°C nakon cega su stanice isprane u PBS-u i tretirane s odgovarajuéim
sekundarnim protutijelima u trajanju 2 sata. Potom su stanice isprane u
PBS-u te je na stanice stavljena fluorescentna boja za jezgre 4,6-
diamidino-2-fenilindol (engl. 4,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI). Nakon
toga su membrane sa stanicama isprane i posusene te montirane na
predmetna stakalca uz dodatak medija za uklapanje Mowiol (Merck
Millipore, SAD). Poklopljeni preparati, ostavljeni su na susenje te su potom
mikroskopirani na fluorescentnom invertnom mikroskopu (Olympus IX73
Inverted Microscope, Olympus Corporation, Japan) koji omogudéava brzo i
precizno snimanje fluorescentno obiljezenih citoloSkih uzoraka. Uzorci su
slikani u programu cellSens (cellSens Imaging Software, Olympus
Corporation, Japan) te su potom analizirani u programu Imagel (NIH,
Bethesda, MD, SAD).

3.2.8. Prikupljanje podataka i statisticke analize

Za pohranu podataka te izradu grafickih prikaza koristen je program
Microsoft Office Excel® (Microsoft Corp., Redmond, WA, SAD). Za analizu
citoloskih preparata astrocita na elasticnim membranama koriStene su
mikrofotografije ucinjene na 400x povecdanju sluc¢ajnim odabirom podrucja
slikanja. Analiza mikrofotografija ucinjena je pomocu Imagel] programa.
Vrijednosti koje su dobivene kvantitativnim mjerenjima izrazene su kao
mjera srediSnjice i rasprSenja. Za statisticku obradu podataka koristeni su
parametrijski postupci statisticke ras¢lambe, jednosmjerna (one-way)
analiza varijance (ANOVA) s Duncan post-hoc testom. Razina od P < 0,05
smatrana je statisticki znacajnom. Postupci statisticke rasc¢lambe ucinjeni
su pomocu racunalne programske potpore STATISTICA® inacica 13
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).
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4. Rezultati

4.1. Teska ozljeda brzim rastezanjem ne utjecCe na
razinu ekspresije GFAP-a u prezivjelim astrocitima

Kako bi se istrazilo utjeCe li teSka ozljeda brzim rastezanjem na
ekspresiju GFAP u ozlijedenim astrocitima te koji je uCinak primjene PABS-
SWCNTs, ucinjeno je immunofluorescentno bojanje silasticnih membrana
nasadenih istrazivanim stanicama. Na slici 3. prikazane su reprezentativne
mikrofotografije na kojima se uocava da in vitro TBI uzrokuje odredene
morfoloSke promjene astrocita. U odnosu na neozlijedene astrocite (Slika
3B), 24 h nakon istezanja se u podruc¢jima maksimalne ozljede (Slika 3C-
D) uocava znacajan gubitak stanica. U tom podrucju, ali i u okolnim
dijelovima membrane (Slika 3E-F), astrociti su kontrahirani, poprimili su
zvjezdoliki oblik, s izduZzenim izdancima koji se pruzaju u razliitim
smjerovima. Astrociti u suspenziji s PABS-SWCNTSs izgledali su vec¢ima u
odnosu na ozlijedene netretirane stanice, no daljnje morfoloSke analize u
ovom istrazivanju nisu radene. Uclinjeno je i mjerenje intenziteta
fluorescencije GFAP (Slika 3G), no analizom rezultata nije se uocila
znacCajna razlika u GFAP obojenju izmedu eksperimentalnih grupa [F(2;9)
= 1,408; P =0,294].
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Slika 3. Utjecaj primjene PABS-SWCNTs na ekspresiju astrocitnog
markera GFAP nakon teske ozljede brzim rastezanjem. (A)
Shematski prikaz jazica s oznacenim pozicijama izrade mikrofotografija na
mjestu maksimalne razine rastezanja (*) ili okolnom podrucju s nizom
razinom ozljede (#). (B-F) Odabrane mikrofotografije neozlijedenih
astrocita (B) te stanica podvrgnutih teskoj ozljedi brzim rastezanjem,
netretiranih (C, E) ili kojima je primjenjen medij s PABS-SWCNTs (D, F),
ucinjenih u podrucju maksimalne ozljede (C, D) ili okolnom podrucju (E,
F). Zelenim fluorescentnim bojanjem oznacene su stanice imunoreaktivne
na GFAP uz kontraobojanje jezgri plavom DAPI bojom. Linija skale: 50
Mm. (G) Histogram prikazuje promjene intenziteta GFAP fluorescencije u
astrocita kontrolne skupine (CTRL) te ozlijedenih stanica, netretiranih
(sTBI) ili kojima su primijenjene PABS-SWCNTs-a (sTBI+CNTs). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM. Mjerenja su ucinjena na uzorcima
iz 2 odvojena pokusa, s ukupno 4 analizirane membrane po skupini (N
=4).
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4.2. PABS-SWCNTs ne utjecu na prezivljenje
astrocita nakon teske ozljede brzim rastezanjem

Za odredivanja stupnja ozljede astrocita, koristen je in vitro model
teSke ozljede brzim rastezanjem astrocita izoliranih iz korteksa mozga
novookocenih miSeva C57BL/6 soja. Prezivljenje, tj. razina ozljede in vitro
astrocita nakon teske traume, odnosno 1 h nakon dodavanja PABS-
SWCNTSs, odredena je mjerenjem aktivnosti unutarstani¢nog enzima LDH.
Enzim LDH se otpusta iz citoplazme u izvanstrani¢ni prostor kao odgovor
na ozljedu stanica. Zbog svoje stabilnosti, mjerenjem koli¢ine otpustenog
enzima LDH omoguduje se brza i pouzdana kvantifikacija prezivljenja

stanica u kulturi.

Aktivhost LDH mjerena je u razli¢itim vremenskim tockama nakon
ozljede astrocita (15 min, 1 h, 3 h, 6 hi 24 h) s namjerom da se istrazi
utjeCu li PABS-SWCNTSs na prezivljenje ove vrste stanica (Slika 4.). PABS-
SWCNTs su u kulturu stanica dodane nakon drugog mjerenja (1 h), stoga
su za prve dvije vremenske tocke, 15 min i 1 h, vrijednosti zabiljezene za
eksperimentalne grupe sTBI i sTBI+CNTs ujedno i sluzile kao provjera da
se razina ozljede u sTBI grupi nije razlikovala u odnosu na sTBI+CNTs
grupu. U svim istrazivanim vremenskim tockama zabiljezen je statisticki
znacCajan ucinak ozljede na aktivnost LDH u kulturama astrocita, odnosno
15 min [F(2;6) = 27,557; P < 0,001], 1 h [F(2;6) = 7,262; P = 0,025], 3
h [F(2;6) = 96,132; P < 0,001], 6 h [F(2;6) = 14,538; P = 0,005]i 24 h
[F(2;6) = 6,546; P = 0,031] nakon in vitro TBI. Post-hoc analizom
utvrdeno je da je razina LDH aktivnosti bila znacajno veéa u mediju za
kulturu stanica uzorkovanom u jazicama s ozlijedenim astrocitima, i to
netretiranima, ali i tretiranima s PABS-CNTs. Takoder, primjena
nanocjevCica nije utjecala na aktivhost LDH u odnosu na razine

zabiljezene u sTBI grupi niti u jednoj ispitivanoj vremenskoj tocki.
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Slika 4. PABS-SWCNTs ne utjecu na prezivljenje astrocita nakon
teske ozljede brzim rastezanjem in vitro. Histogram prikazuje
promjene aktivnosti laktatne dehidrogenaze (LDH) wu razliCitim
vremenskim tockama (15 min, 1 h, 3 h, 6 h i 24 h) nakon teske in vitro
traumatske ozljede (sTBI) te nakon dodavanja PABS-SWCNTs
(sTBI+CNTs). PABS-SWCNTs su aplicirane 1 h nakon ozljede, odnosho
poslije uzimanja uzorka za mjerenje LDH aktivnosti u toj vremenskoj
tocki. Na histogramu su vrijednosti prikazane kao udio (%) aktivnosti LDH
stanica kontrolne skupine (CTRL). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti
+ SEM. Mjerenja LDH aktivnosti su ucinjene u duplikatima, a prikazani su
rezultati analiza ucinjenih u 3 odvojena bioloska replikata. *P < 0,05;

statisticki znacajno razli¢ito od CTRL skupine.
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4.3. PABS-SWCNTs utjeCu na otpustanje citokina iz
astrocita, nakon teske ozljede brzim rastezanjem

U svrhu pracenja utjecaja PABS-SWCNTs na otpustanje citokina iz
tesko ozlijedenih astrocita koriStena je mikroCip analiza. U ovoj su analizi
koriStene membrane kojima je bilo mogude detektirati promjene razina
brojnih citokina od interesa. U ovom eksperimentu analizirane su razine
odredenih odabranih citokina koji su prikazani u tablici 1. Uzorci medija
uzeti su 24 h nakon ozljede astrocita, iz tri razlicita pokusa, odnosno
bioloSka replikata te su ucinjene kvantitativne analize razina citokina

otpustenih u medij za kulturu stanica (Slika 5.).

ANOVA testom su analizirane razlike u razini citokina izmedu svih
eksperimentalnih grupa, a zatim je koristen Duncan test za post-hoc
analizu razlika izmedu pojedinih grupa. Detektirana je statisticki znacajna
razlika u otpustanju citokina Eotaksina-1 [F(2, 6) = 6,223; P = 0,034],
RANTES-a [F(2, 6) = 34,103; P < 0,001] i SDF-1 alfa [F(2, 6) = 5,293, P
= 0,047]. Post-hoc analiza je za citokin Eotaksin-1 ukazala na znacajno
nizu razinu ovog citokina detektiranu u uzorcima medija ozlijedenih
stanica, i to netretiranih kao i onih kojima su dodane PABS-CNTs (Slika
6.). Ozlijedeni astrociti tretirani s PABS-CNTs otpustili su znatno vedu
kolicinu RANTES-a u odnosu na neozlijedene astrocite, ali i u odnosu na
ozlijedene, netretirane stanice (Slika 7.). Razine SDF-1 alfa izmjerene u
obje grupe ozlijedenih stanica bila je znacajno visa u usporedbi s razinom

ovog citokina otpustenog od strane neozlijedenih stanica (Slika 8.).

Rezultati analiza razina ostalih citokina od interesa prikazani su u
Tablici 1. i na slikama 8., 9. i 10. Detektirane su i odredene razlike u
koncentracijama otpustenog citokina MIP-1y [F(2, 6) = 4,656 P = 0,060] i
BLC-a [F(2, 6) = 3.576 P = 0,095], no razlike izmedu eksperimentalnih

grupa nisu bile statisticki znacajne (Slika 10.).
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Slika 5. Reprezentativhe membrane mikrocCip analize citokina

otpustenih

iz astrocita kontrolne skupine (CTRL)

i stanica
podvrgnutih teskoj ozljedi rastezanjem, netretiranih (sTBI) ili
tretiranih s PABS-CNTs (sTBI+ CNTs). U gornjem su panelu prikazane

membrane, a u donjem tablica s popisom citokina analiziranih pomocu
RayBiotech kita.
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Slika 6. Otpustanje Eotaksina-1 smanjeno je u astrocita
podvrgnutih teskoj ozljedi brzim rastezanjem. Histogram prikazuje
koncentraciju Eotaksina-1 u mediju za kulturu stanica otpustenim od
astrocita kontrolne skupine (CTRL) te ozlijedenih stanica, netretiranih
(sTBI) ili kojima su primijenjene PABS-SWCNTs-a (sTBI+CNTs). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM. Mjerenja razine Eotaksina-1 su
ucinjena u uzorcima iz 3 odvojena pokusa. *P < 0,05; statisticki znacajno

razli¢ito od CTRL skupine.
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Slika 7. Primjenom PABS-SWCNTs povecava se razina RANTES
otpustenog iz astrocita podvrgnutih teskoj ozljedi brzim
rastezanjem. Histogram prikazuje razine RANTES-a odredene u mediju
za kulturu stanica otpustenom iz astrocita kontrolne skupine (CTRL) te
ozlijedenih stanica, netretiranih (sTBI) ili kojima su primijenjene PABS-
SWCNTs-a (sTBI+CNTs). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti =+ SEM.
Mjerenja razine RANTES-a su ucinjena u uzorcima iz 3 odvojena pokusa.

*P < 0,05; statisticki znacajno razli¢ito od CTRL i sTBI skupina.
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Slika 8. Otpustanje kemokina SDF-1 alfa povecano je u astrocita
podvrgnutih teskoj ozljedi brzim rastezanjem. Histogram prikazuje
razine SDF-1 alfa detektirane u mediju za kulturu stanica otpustenom od
astrocita kontrolne skupine (CTRL) te ozlijedenih stanica, netretiranih
(sTBI) ili kojima su primijenjene PABS-SWCNTs-a (sTBI+CNTs). Stupci
predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM. Mjerenja razine SDF-1 alfa su
ucinjena u uzorcima iz 3 odvojena pokusa. *P < 0,05; statisticki znacajno

razli¢ito od CTRL skupine.
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Tablica 1.

Popis citokina i

kemokina analiziranih na RayBiotech

membranama, podjela prema najrelevantnijim ulogama i rezultati
statisticke analize (ANOVA test).
Kratica Puni naziv ANOVA
Antiinflamatorni IL-4 Interleukin-4 F(2;6) = 1,930; P = 0,225
medijatori
astrocita IL-10 Interleukin-10 F(2;6) =1,270; P= 0,347
IL-1 a Interleukin-1 alfa F(2;6) =2,593; P=0,154
TNF-a Faktor nekroze tumora alfa F(2;6) = 0,108; P = 0,899
Proinflamatorni
medijatori M-CSF Markofagni ¢imbenik rasta kolonija | F(2;6) =1,673; P=0,265
astrocita Granulocitni cimbenik rasta
G-CSF kolonija F(2;6)=1,031; P=0,412
Monocitni kemoatraktantni protein
MCP-1 1 F(2;6) = 2,968; P=0,127
KEMOKINI
MIP-1 Makrofag upalni protein 1 alfa F(2;6)=1,028; P=0,413
MIP-1y Makrofag upalni protein 1 gama F(2;6) = 4,656; P = 0,060
Eotaxin-1 Eozinofilni kemoprivlacni protein 1 | F(2;6) =6,223; P=0,034
cc: prwl?ce.T stamc-e, Eotaxin-2 | Eozinofilni kemoprivlacni protein 2 | F(2;6) =1,352; P=0,328
granulocite i monocite - —— —
Reguliran aktiviranjem, eksprimiran
RANTES i izlu¢en od normalnih T stanica F(2;6) = 34,103; P< 0,001
SDF-1a Cimbenik 1 stromalnih stanica F(2;6) =5,293; P=0,047
TIMP-1 Inhibitor metaloproteinaze 1 F(2;6)=2,967; P=0,127
BLC Kemoprivlacni protein B limfocita F(2;6) = 3,578; P=0,095
CXC: privliate B Fractalkine | Kemokini ligand 1 F(2;6) =0,109; P=0,899
R | X Kemokin 5 F(2;6) = 2,942; P = 0,129
KC Keratinocitni citokin F(2;6) =1,513; P=0,294
OSTALI CITOKINI
IL-9 Interleukin-9 F(2;6)=2,031; P=0,212
IL-12
p40/p70 Interleukin-12 p40/p70 F(2;6) = 1,798; P=0,245
IL-12 p70 Interleukin-12 p70 F(2;6)=1,850; P=0,237
IL-13 Interleukin-13 F(2;6)=0,091; P=0,914
Transmembranski protein obitelji
Fas Ligand | TNF F(2;6) =0,706; P=0,531
CD30
ligand Membranski protein obitelji TNF F(2;6)=1,647; P=0,269
1-309 Ljudski kemoprivlaéni protein F(2;6) =0,568; P = 0,594
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Slika 9. Utjecaj primjene PABS-SWCNTs na razine odredenih
antiinflamatornih (IL-4, IL-10) i proinflamatornih (IL-1a, TNF-q,
M-CSF, G-CSF, MCP-1) medijatora astrocita otpustenih nakon teske
ozljede brzim rastezanjem. Histogram prikazuje razine medijatora
otpustenih u medij za kulturu stanica iz astrocita kontrolne skupine (CTRL)
te ozlijedenih stanica, netretiranih (sTBI) ili kojima su primijenjene PABS-
SWCNTs-a (sTBI+CNTs). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM.

Mjerenja su ucinjena na uzorcima iz 3 odvojena pokusa.
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Slika 10. Utjecaj primjene PABS-SWCNTs na razine odredenih
kemokina (MIP-1a, MIP-1y, Eotaxin-2, TIMP-1, BLC, Fractalkine,
LIX, KC) otpustenih iz astrocita nakon teske ozljede brzim
rastezanjem. Histogram prikazuje razine medijatora otpustenih u medij
za kulturu stanica iz astrocita kontrolne skupine (CTRL) te ozlijedenih
stanica, netretiranih (sTBI) ili kojima su primijenjene PABS-SWCNTs
(sTBI+CNTs). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM. Mjerenja su

ucinjena na uzorcima iz 3 odvojena pokusa.
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Slika 11. Utjecaj primjene PABS-SWCNTs na razine odredenih
citokina (IL-9, IL-12 p40/p70, IL-12 70, IL-13, Fas ligand, CD30
ligand, I-309) otpustenih iz astrocita nakon teske ozljede brzim
rastezanjem. Histogram prikazuje razine medijatora otpustenih u medij
za kulturu stanica iz astrocita kontrolne skupine (CTRL) te ozlijedenih
stanica, netretiranih (sTBI) ili kojima su primijenjene PABS-SWCNTs
(sTBI+CNTs). Stupci predstavljaju srednje vrijednosti £ SEM. Mjerenja su

ucinjena na uzorcima iz 3 odvojena pokusa.
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5. Rasprava

U ovom radu pracdena je razina ekspresije GFAP-a, prezivljenje
astrocita i otpustanje citokina nakon teske traumatske ozljede astrocita.
TeSka je TBI simulirana modelom ozljede stani¢nih kultura astrocita
ozljedom brzim rastezanjem. Navedena ozljeda potiCe brojne procese
poput poticanja upalnog odgovora s proizvodnjom protuupalnih citokina i
kemokina koji posljedi¢no narusavaju integritet BBB i time otezavaju
oporavak i regeneraciju astrocita klju¢nih za odrzavanje funkcije CNS-a.
Brojne studije provedene na astrocitima, ali i ostalim glijalnim stanicama,
isticu utjecaj CNTs na poticanje oporavka stanica CNS-a nakon teske
traume (30,33). Obzirom na slabu topljivost i biokompatibilnost CNTs u
vodenim otopinama, u ovome su radu koristene kemijski funkcionalizirane
PABS-SWCNTs koje su dodavane u kulture stanica astrocita sat vremena
nakon teske ozljede. Osim poticanja prezivljenja, primjena PABS-SWCNTs
je u dosad provedenim studijama povezana i s poticanjem rasta neurona
te smo vodeni ovom pretpostavkom istrazili ucinke PABS-SWCNTs na
prezivljenje, morfologiju i molekularni profil sektretoma in vitro astrocita

izoliranih iz korteksa eksperimentalnih miseva.

5.1. PABS-SWCNTs nemaju znacajan ucinak na
ekspresiju GFAP u astrocitima izlozenim teskoj ozljedi
brzim restezanjem

Ekspresija GFAP-a jedan je od najpouzdanijih markera aktivacije
astrocita nakon ozljede CNS-a (38). Naime, prethodne studije u kojima je
istrazivan utjecaj SWCNTs na morfologiju i funkciju astrocita, otkriveno je
da SWCNTs imaju potencijal u modeliranju svojstava astrocita, tako sto ih
¢ini ve¢ima i zvjezdastijima te takoder povecavajuli aktivhost GFAP-a
(32). U ovome istrazivanju pratili smo utjecaj PABS-SWCNTs na ekspresiju
GFAP-a u ozljedenim astrocitima. Rezultati istazivanja pokazali su da se

ozljedeni astrociti po obliku razlikuju od neozlijedenih stanica, no ekpresija
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GFAP-a se ne razlikuje znacajno izmedu eksperimentalnih grupa.
Morfoloska analiza nije ucinjena, stoga detaljna obrada morfoloskih

promjena postaje moguéim predmetom bududih istrazivanjima.

5.2. PABS-SWCNTs ne utjeCu na prezivljenje
astrocita izlozenih teskoj in vitro TBI

Sljededi cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecu li PABS-SWCNTs na
prezivljenje astrocita in vitro nakon pretrpjele ozljede brzim rastezanjem.
Rezultati istrazivanja pokazali su da PABS-SWCNTs ne poticu bolje
prezivljenje, ali istovremeno ne djeluju ni toksi¢no na stanice u kulturi.
Naime, u 24-satnom pracenju otpustanja enzima LDH iz prethodno
ozlijedenih astrocita in vitro, u odnosu na kontrolnu stani¢nu kulturu
aktivhost enzima LDH je bila poveana u stani¢nim kulturama koje su
pretrpjele tesku ozljedu te u stanic¢nim kulturama kojima su sat vremena
od ozljede dodane PABS-SWCNTs. Eksperiment je proveden u triplikatima,
svaki put s novom serijom stani¢ne kulture astrocita, no sve tri su
potvrdile povecéanje aktivnosti enzima LDH nakon traume i nakon traume s
dodanim PABS-SWCNTs. Sukladno navedenim rezultatima zaklju¢ujemo
da PABS-SWCNTs ne utjeCu na bolje prezivljenje in vitro astrocita. Jedno
od mogucih objasnjenja moze biti slicno kao u studiji provedenoj SWCNTs
u kojoj se polietilen glikol (engl. polyethilene glicol, PEG) koristio za
sintezu PEG-SWCNTs, a u kojima kemijski funkcionalizirani dio SWCNTs
pokazao Stetan za in vitro astrocite (39). U navedenoj studiji je dodavanje
PEG-SWCNTs u kulturu astrocita vodilo ka povecéanju stani¢ne smrti
stanica, dok je u nasem istrazivanju prezivljenje stanica, nakon ozljede i
nakon dodavanja PABS-SWCNTs u prethodno ozlijedene stanice, bilo
slicno. Dobiveni rezultati potvrduju da PABS-SWCNTs nisu toksi¢ne za
primarne stanice astrocita u kulturi, iako ne promicu bolje prezivljenje
istih nakon ozljede. Takoder je dobiveni rezultat potrebno kritic¢ki prihvatiti
jer je povecdanje ili smanjenje smrti stanica potrebno pratiti u periodu
duzem od 24 sata. Naime, prethodne su studije pokazale citotoksi¢nost

razliCito kemijski funkcionaliziranih SWCNTs nakon 48 sati do 4 dana.
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Stoga je u svrhu otkrivanja djelovanja SWCNTs na in vitro astrocite nakon
ozljede potrebno provesti joS studija citotoksi¢nosti prije potencijalnog

prelaska na in vivo modele (39,40).

5.3. Ozljeda astrocita brzim rastezanjem i primjena
PABS-SWCNTs utjeCu na otpustanje odredenih citokina

Astrociti mogu sudjelovati u imunoloskim i upalnim odgovorima
CNS-a. Opcenito je upalni odgovor obrambeni mehanizam usmjeren na
zastitu mozga od infekcije ili ozljede, no neuroinflamacija je uklju¢ena u
brojne patogeneze nakon ozljede mozga (41). Aktivirani astrociti su vazan
regulator upale mozga jer kao odgovor na podrazaje i ozljede otpustaju
Siroki  spektar  upalnih medijatora poput  proinflamatornih i
antiinflamatornih  citokina i kemokine koji za posljedicu imaju
neuroprotektivne ili neurotoksicne ucinke na mozak (41). Citokini su
signalni proteini koje otpustaju stanice, a imaju vaznu ulogu u upalnom

odgovoru, apoptozi, angiogenezi, rastu i diferencijaciji stanica (42).

U ovom istrazivanju, pradeno je otpustanje citokina iz astrocita in
vitro nakon ozljede i dodatka PABS-SWCNTSs.

Citokin Eotaksin-1, odnosno eozinofilni kemoprivlacni protein,
pripada u skupinu CC kemokina koji se vezu na CCR3 receptore, a izrazeni
su na bazofilima, mastocitima i T limfoctima te na taj nacin poti¢u steceni
imunoloski odgovor (43). PoviSene razine Eotaksina-1 u prijasnjim su
studijama pradene starenjem, neurogenezom i neurodegeneracijom (44).
U ovom je istrazivanju detektirana statisticki znacajna razlika u
koncentracijama Eotaksina-1 izmedu uzoraka kontrolnih stanica i astrocita
koji su pretrpjeli teSku ozljedu brzim rastezanjem te izmedu kontrole i
astrocita kojima su nakon ozljede dodane PABS-SWCNTs. U studijama se
Eotaksin-1 spominje u kontekstu poticanja smrti neuralnih stanica jer
sudjeluje u otpustanju reaktivnih kisikovih spojeva (43,45). Takoder se
spominje pojacano otpustanje navedenog citokina tijekom reaktivne

astrocitoze koje promice ulazak eozinofila i uzrokuje ostec¢enja neuralnog
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tkiva na mjestima ozljede (45). U prethodnim se studijama povecana
koncentracija otpustenog Eotaksina-1 povezivala s ozljedom CNS-a, no u
provedenom istrazivanju ne postoji razlika u otpustanju izmedu
ozlijedenih astrocita sa i bez PABS-SWCNTs. 1z dobivenih rezultata moze
se zakljuCiti da se dodatkom PABS-SWCNTs ne mijenja koncentracija

oslobodenog citokina za kojeg se smatra da sudjeluje u patogenezi TBI.

Reaktivni astrociti su glavni izvor kemoatraktanata za T limfocite u
steCenom imunoloskom odgovoru. Jedan od najpoznatijih je RANTES koji
se oslobada nakon TBI (42). U prethodnim je studijama na Zivotinjskim
modelima dokazano povecano otpustanje RANTES-a u korteksu nakon TBI
te u krvi pacijenata, a povecana koncentracija RANTES-a je korelirala s
loSijim ishodom (46). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da primjena
PABS-SWCNT znacajno utjecala na povecanje koncentracije otpustenog
RANTES-a iz ozlijedenih astrocita. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti
da se dodatkom PABS-SWCNTs povecava koncentracija oslobodenog
citokina za kojeg se smatra da sudjeluje u patogenezi TBI tako Sto

pobuduje jak imunoloski odgovor regrutacijom T stanica i monocita (46).

Citokin SDF-1 alfa poznati je kemoatraktant T i B limfocita, kojega
tijekom upalnog odgovora proizvode astrociti (42). U brojnim je studijama
dokazano da aktivacijom SDF-1 alfa zapocinje kaskada aktivacije ostalih
proinflamatornih citokina koji poti¢u apoptozu primarnih astrocita (42,47).
Takoder, aktivacija ovog citokina nakon TBI indirektno poti¢e otpustanje
glutamata iz aktiviranih astrocita te time zapoclinje proces
ekscitotokosi¢nosti. Autokrinim signalima takoder moze stimulirati
proliferaciju astrocita, te proizvodnju drugih kemokina i citokina poput
proinflamatornog citokina TNF-a (47). Rezultati ovog istrazivanja pokazali
su da PABS-SWCNTs ne djeluje na otpustanje SDF-1 alfa citokina iz

astrocita nakon teske ozljede brzim rastezanjem.

Takoder je vazno napomenuti da su u ovom istrazivanju detektirane

odredene razlike u koncentracijama citokina BLC i MIP-1y izmedu grupa, a

40



koje nisu bile statisticki znacajne. Citokin BLC je kemoprivlacni protein B
limfocita koji se pojacano izluCuje iz astrocita nakon TBI. U ovom
istrazivanju je pokazano smanjeno otpustanje BLC nakon traume, a
primjenom je PABS-SWCNTs dodatno smanjena razimna istrazivanog
citokina, no rezultati nisu bili statisticki znacajni. Rezultati su pokazali da
se razina otpustenog citokina MCP-1y, upalnog makrofagnog proteina 1y,
smanjila nakon ozljedivanja te dodatno nakon dodavanja PABS-SWCNTs.
Navedeni se citokin u do danas provedenim studijama ne spominje u

kontekstu istrazivanja astrocita (46) .

41



6. Zakljucak

U ovoj smo studiji istrazivali utjecaj PABS-SWCNTs na astrocite in
vitro, nakon teske ozljede brzim istezanjem. Iz rezultata istrazivanja dobili

smo nekoliko zakljucaka:

1. PABS-SWCNTs nemaju znacajan ucinak na ekspresiju GFAP-a u
astrocitima izlozenim teskoj ozljedi brzim restezanjem, no utjecu na
promjenu oblika astrocita, koji poprimaju zvjezdastu strukturu, ali je
protrebno provesti morfolosku analizu s ciljem utvrdivanja
znacajnosti ovih promjena,

2. PABS-SWCNTs ne utjeCu na bolje prezivljenje astrocita izlozenih
teskoj ozlijedi brzim rastezanjem, no nemaju ni citotoksi¢an ucinak
na stanice u kulturi tijekom prva 24 h nakon ozljede,

3. PABS-SWCNTs utjecCu na otpustanje RANTES-a, za kojeg se smatra
da sudjeluje u patogenezi TBI, iz ozlijedenih astrocita in vitro,
koncentracija oslobodenih citokina Eotaksina-1 i SDF-1a mijenja se
nakon ozljede, no priblizno je jednaka u ozlijednih astrocita sa i bez
primjene PABS-SWCNTSs.

Rezultati ovog rada ukazuju da PABS-SWCNTs uzrokuju odredene
morfolosSke i funkcionalne promjene astrocita podvrgnutih in vitro TBI koje
je potrebno dodatno istraziti kako bi se otkrio mogudi potencijal primjene

ovog nanomaterijala u traumi CNS-a.
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