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Sazetak

Traumatska ozljeda mozga (TBI) jedan je od glavnih uzro¢nika smrti i invaliditeta u ljudi do
45 godina te predstavlja bitan javnozdravstveni i socioekonomski problem. Postoji nekoliko
terapijskih opcija u terapiji akutne TBI 1 tretmanu kroni¢nih posljedica nakon TBI, medutim
ucinkovita neuroprotektivna terapija jos uvijek ne postoji. Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj
primjene jednozidnih wugljikovih nanocjev¢ica funkcionaliziranih polietilen glikolom
(SWCNT-PEG) na ostecenje tkiva, neurodegeneraciju, mijelinizaciju, odgovor mikroglije 1
astrocita te sinapticke promjene u mozgu miseva, pet tjedana nakon indukcije umjerene TBI,
koriStenjem modela lateralne ozljede tlakom tekucine. SWCNT-PEG ili kontrolna otopina
(PEQG) injicirane su na mjesto ozljede tjedan dana nakon indukcije TBI. Kontrolne skupine
zivotinja bile su lazno ozlijedene te su im takoder injicirane navedene otopine. Mozgovi miseva
su nakon Zrtvovanja pripremljeni za histoloske i imunohistokemijske metode. Rezultati
histoloSkih analiza ukazali su na znafajan gubitak neurona parijetalnog korteksa (PC),
poremecaje u mijelinskom integritetu u traktovima bijele tvari te prisutnost neurodegeneracije
posljedicno TBI. Primjena SWCNT-PEG rezultirala je smanjenim gubitkom neurona te
moguce 1 smanjenim patoloSkim promjenama u traktovima bijele tvari. U PC 1 hipokampusu
nisu zabiljeZeni znacajni utjecaji TBI ili SWCNT-PEG na astrocite i broj stanica mikroglije,
iako su zabiljezene morfoloske promjene mikroglije u PC. Sinapticke promjene nisu
detektirane u PC, ali je smanjenje signala sinaptickog markera sinaptofizina zabiljeZeno u
hipokampusu nakon TBI, medutim, primjena SWCNT-PEG nije znacajno utjecala na te
promjene. Rezultati nisu ukazali na potencijalne negativne ucinke primjene SWCNT-PEG na
tkivo mozga. Ovaj rad ukazuje na neuroprotektivan potencijal jednokratne primjene SWCNT-

PEG te mogu¢ utjecaj na mikrogliju posljedi¢no TBI.



Summary

Traumatic brain injury (TBI) is one of the main causes of death and disability in young people
and represents an important public health and socioeconomic problem. However, effective
neuroprotective therapy still does not exist. The aim of this thesis was to investigate the impact
of single-walled carbon nanotubes functionalized with polyethylene glycol (SWCNT-PEG) on
neuronal loss, neurodegeneration, myelination, microglial and astrocytes response, and
synaptic changes in the mice brain, five weeks after moderate TBI induction using a lateral
fluid percussion injury model. SWCNT-PEG or control solution (PEG) was injected into the
injury site one week after TBI or sham injury. Mice were sacrificed and brains were prepared
for histological and immunohistochemical methods. Results indicated a significant loss of
neurons in parietal cortex (PC), disturbances in myelin integrity in white matter tracts, and the
presence of neurodegeneration after TBI. The application of SWCNT-PEG resulted in reduced
neuronal loss and possibly reduced pathological changes in white matter tracts. No significant
effects of TBI or SWCNT-PEG application on astrocytes and the number of microglia cells
were detected in PC and hippocampus, although morphological changes of microglia were
noticed in PC. Synaptic changes were not detected in the PC, but decrease in synaptophysin
signal was significant in the hippocampus after TBI, however, the administration of SWCNT-
PEG did not significantly affect these changes. The results did not indicate negative effects of
SWCNT-PEG on brain tissue. This thesis indicates the neuroprotective potential of single
application of SWCNT-PEG after the TBI and possible impact on microglia cells.

VI



1. Uvod i pregled podrudja istrazivanja
1.1. Opcenito o traumatskoj ozljedi mozga

Traumatska ozljeda mozga (eng. traumatic brain injury, TBI) moze se opisati kao
poremecaj rada mozga izazvan djelovanjem vanjske mehanicke sile na podrucje lubanje (1).
Jedna je od glavnih uzro¢nika smrti 1 invaliditeta u ljudi do 45 godina. NajceS¢e nastaje pri
padovima, nesre¢ama, fizickim napadima te kao sportska ozljeda (2). Godisnje incidencije TBI
dosezu do 50 milijuna slu¢ajeva na svjetskoj razini (1). U drzavama s nizim standardom zivota
smrtni ishodi su ¢es¢i, dok su razvijenije drzave s ve¢im standardom Zzivota poduzele mjere za
smanjenje incidencije TBI, kao §to su bolja regulacija nosenja sigurnosnog pojasa i kaciga u
prometu te zaStite na radu (1).

Tezina TBI najcesce se mjeri Glasgowskom skalom kome, a moze biti blaga (14-15),
umjerena (9-13) i teska ozljeda (3-8). Posttraumatska amnezija je gubitak pamc¢enja od trenutka
ozljede, a koristi se kao indikator tezine ozljede. Kod blage TBI gubitak svijesti traje do 30
minuta, a posttraumatska amnezija do 24 sata (3). Gubitak svijesti kod umjerene TBI traje od
30 minuta do 24 sata, a posttraumatska amnezija moze trajati od 1 do 7 dana, dok kod teske
TBI gubitak svijesti traje 1 viSe od 24 sata, a posttraumatska amnezija i viSe od 7 dana (3).
Teske ozljede imaju smrtnost od 30 do 40 % te mogucénost fizickih poteskoca do 60 % (1).

TBI se takoder moze klasificirati kao otvorena ili zatvorena ozljeda. Pri otvorenoj
ozljedi prisutna je fraktura lubanje uzrokovana penetracijom stranog objekta. U zatvorenoj TBI
oStecenje mozdanog tkiva nastaje indirektnim utjecajem stranog objekta na mozak (2).

Posljedi¢no TBI, mogu se javiti razli¢iti neuroloSki poremecaji. OSte¢enje mozdanog
tkiva u 9 % slucajeva kod umjerene 1 teSke TBI moZe uzrokovati epilepsiju, a ceSce se javlja
kod osoba koje su zadobile otvorenu ozljedu (4). Poremecaji spavanja javljaju se u 45 %
pacijenata (5). Istrazivanja ukazuju da TBI moze biti uzrok neurodegenerativnih bolesti poput
Alzheimerove bolesti, kroni¢ne traumatske encefalopatije, Parkinsonove bolesti (3), kao 1
neuroendokrinih poremecaja poput hipopituitarizma (6). U akutnoj fazi ozljede moZze do¢i do
pojave agresije, zbunjenosti, uzrujanosti, no moguce je i1 razvijanje psihi¢kih poremecaja u
kroni¢noj fazi, poput opsesivno-kompulzivnog poremecaja, anksioznosti, depresije, ovisnosti,
manije, promjene raspoloZenja i suicida (6). Neki od drugih poremecaja su seksualna
disfunkcija, inkontinencija mokra¢nog mjehura i crijeva te misi¢éno-kostana disfunkcija koja
uzrokuje spazme (6).

TBI je ucestalija kod muskaraca, djece do 4 godine i adolescenata od 15 do 19 godina

(7). Prema istrazivanjima, veca incidencija TBI uocena je kod ljudi africko americkog



podrijetla, a takoder je dokazano da 56 do 72 % pacijenata ima pozitivan test na alkohol u krvi

(7).

1.2. Patogeneza traumatske ozljede mozga
1.2.1. Primarna ozljeda mozga

Ozljeda mozga dijeli se na primarnu i sekundarnu ozljedu. Primarna ozljeda mozga
nastaje trenutacno pri djelovanju vanjske sile poput akceleracije i deceleracije, izravnog udarca,
eksplozije i rotacijske sile na mozdano tkivo (8). Akutne promjene koje se dogadaju u tom
trenutka su pojava hematoma, frakture lubanje, kontuzije i laceracije (9). Hematomi se mogu
pojaviti u vise tipova; epiduralni hematom (izmedu dure i lubanje) nastaje prilikom udarca 1
dolazi do laceracije duralne vene i arterije, zatim subduralni hematom koji nastaje kod teskih
ozljeda, te intracerebralni i intraventrikularni hematom (10). Kontuzije su posljedica

akceleracije 1 deceleracije. Difuzne ozljede aksona nastaju najces¢e zbog ucinka rotacijskih sila

(10).

1.2.2. Sekundarna ozljeda mozga

Sekundarna ozljeda mozga nastaje kao komplikacija primarne ozljede, a ukljucuje
procese poput ishemije, hipoksije, mozdanog edema, povecanje intrakranijalnog tlaka (engl.
intracranial pressure, ICP) 1 upale (11) (Slika 1). Nekoliko sati do nekoliko dana nakon prvotne
ozljede dolazi do moZdanog edema, povecanog ICP-a te ishemije zbog smanjenog mozdanog
protoka krvi uzrokovanog oSte¢enjem krvno-mozdane barijere (8,9). Kasniji odgovor na
oSte¢enje krvno-moZdane barijere su neovaskularizacija, smanjenje protoka krvi, stani¢na
degeneracija te disfunkcija glija stanica, a $to kod pacijenata moze rezultirati konvulzijama,
kognitivnim 1 bihevioralnim promjenama, komom ili smréu (10).

Mozdani edem mozZe biti citotoksi¢ni ili vazogeni (12). Vazogeni edem nastaje zbog
funkcionalnog raspada endotelnih stanica koje grade krvno-moZzdanu barijeru i dilatacije
krvnih zila mozga, $to uzrokuje nakupljanje tekucine u intersticijskom prostoru. Citotoksi¢ni
edem karakterizira unutarstani¢no nakupljanje vode u astrocitima, mikroglija stanicama,
neuronima te je neovisan o krvno-moZdanoj barijeri. Posljedica je promjena u stani¢noj
osmolarnosti prilikom kojih stanice ne mogu kontrolirati svoj ionski gradijent zbog manjka
ATP-a. Glija stanice 1 neuroni vrlo su osjetljivi na citotoksi¢na oStecenja stanica. Citotoksicni
edem povezan je s povisenim ICP-om i ishemijom. PoviSeni ICP uzrokuje pad cerebralnog
perfuzijskog tlaka (engl. cerebral perfusion pressure, CPP), a reakcija tijela na pad CPP-a je

povecanje krvnog tlaka i dilatacija krvnih Zila u mozgu, $to povecava protok krvi i ICP, a $to

2



jos viSe smanjuje CPP te dolazi do mozdanog udara i ishemije (12). Takoder, povecani krvni

tlak uzrokuje intrakranijalne hematome koji brze krvare i povisuju ICP (10).
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Slika 1. Sekundarne patofizioloSske promjene posljedi¢no traumatskoj ozljedi mozga.

Prilagodeno prema: Rosenfeld JV i sur. Early management of severe traumatic brain injury.
Lancet 2012;380(9847): 1088—1098 (13).

Ekscitotoksi¢nost je definirana kao proces u kojemu su neuroni oSteeni zbog
prekomjerne stimulacije (14). Povecava se izvanstani¢na razina glutamata Sto rezultira
povecanim utokom iona natrija i kalcija u stanice te dolazi do oStecenja stanica zbog prevelike
unutarstani¢ne koli¢ine kalcija. Posljedi¢no, dolazi do apoptoze stanica koja prvo nastaje u
neuronima. Astrociti imaju bitnu ulogu u smanjivanju izvanstani¢ne razine glutamata putem

ponovnog unosa glutamata pomocu transportera te pretvorbom u glutamin (10).



Ostec¢enje mitohondrija u neuronima, koje nastaje zbog preopterecenja kalcijevim
ionima, rezultira stvaranjem slobodnih radikala (15). Zbog neravnoteze u proizvodnji
slobodnih radikala i moguénosti tijela da neutralizira njihov S$tetni ucinak, dolazi do
oksidativnog stresa. Zbog prekomjernog nastanka slobodnih radikala koji imaju visoku
reaktivnost s molekulama, oksidativni stres inducira oksidaciju proteina, cijepanje DNK,
peroksidaciju stanica te inhibiciju mitohondrijskog transportnog lanca elektrona. Pokrecu se

upalni procesi, a u konacnici i apoptoza (10).

1.2.3. Uloga glija stanica u patogenezi traumatske ozljede mozga

U sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) uz neurone postoji vise vrsta stanica s razli¢itim
ulogama. Glija stanice ¢ine viSe od pola volumena mozga, a razlikujemo nekoliko tipova:
astrocite, mikrogliju, oligodendrocite i polidendrocite (16). Glija stanice klju¢ne su za
regulaciju sinaptickog prijenosa, mijelinizacije i zdravlja aksona, te razvoj neuroupale (17).
Neuroupala, kao posljedica TBI, razvija se prvenstveno zbog aktivacije glija stanica, a
definirana je kao urodeni imunosni odgovor SZS-a kako bi se ogistio od osteéenih stanica i
infekcija. Smatra se da razne interakcije glija stanica i neurona koje nastaju kao odgovor na
TBI, pridonose patofiziologiji TBI, ali moguce i oporavku tkiva mozga (17).

Astrociti imaju kljuénu ulogu u odrzavanju homeostaze iona i vode u mozgu,
metabolizmu, krvno-mozdanoj barijeri 1 imunoloskom odgovoru (18). Glavni pokretac
odgovora astrocita na TBI je poviSenje razina kalcijevih iona. Kao odgovor na TBI, astrociti
mijenjaju svoju morfologiju i ekspresiju proteina. Reaktivni astrociti proizvode citokine,
kemokine, protuupalne i proupalne medijatore. Glavno obiljezje astrocitnog odgovora,
astrocitoze, je povecanje ekspresije glijalnog fibrilarnog kiselog proteina (engl. glial fibrillary
acidic protein, GFAP), a §to ukazuje na potencijalnu proliferaciju astrocita (19). Osim
astrocitoze dolazi 1 do migracije astrocita (20). Zajedno sa stanicama mikroglije i endotelnim
stanicama, astrociti formiraju astrocitni oZiljak u svrhu ograni¢avanja Sirenja sekundarnog
oStecenja na druge regije mozga (20). Takoder, time se upalnim medijatorima omogucava
uklanjanje oStecenog tkiva i regeneracija. Od brojnih uloga astrocita u oSte¢enom tkivu, neke
se smatraju protektivnima, a neke inhibitornima u procesu oporavka SZS-a (17). Primjerice, na
modelu umjerene TBI dokazana je vaZnost astrocita, buduc¢i da uklanjanjem novonastalih
astrocita dolazi do neuroupale i degeneracije neurona, a dokazano je i da pridonose ocuvanju
neurona (21). S druge strane, blokiranjem proliferacije astrocita uoeno je smanjeno stvaranje

glijalnog oziljka i mikroglijalne aktivacije, a $to pridonosi boljim histoloskim 1 kognitivnim



ishodima nakon TBI (21). Istrazivanja su ukazala na heterogenost astrocita, te tako njihov
odgovor moze biti ovisan o sposobnosti preuzimanja razli¢itih morfologija i fenotipova (21).

Stanice mikroglije specijalizirane su imunologke stanice u SZS-u, koje imaju ulogu
fagocita te tako mogu ukloniti stani¢ne ostatke i otrovne tvari, ali imaju i bitnu ulogu u
odrzavanju homeostaze mozga (22). Nakon TBI, ove stanice mijenjaju svoju morfologiju,
otpustaju proupalne i protuupalne medijatore, eksprimiraju razli¢ite receptore koji prepoznaju
patogene, te citokine i kemokine (21). U zdravom mozgu opisane su kao ,,mirujuce* stanice,
iako i u tom obliku aktivno promatraju okolinu u tkivu mozga. Povecana ekspresija proteina
adaptorne molekule 1 za vezivanje ionizirajuceg kalcija (engl. ionized calcium binding adaptor
molecule 1, Ibal), ukazuje na ,,aktivaciju stanica mikroglije posljedicno ozljedi mozga, te
promjenu morfologije ,,miruju¢e mikroglije u reaktivnu (23). Reaktivna mikroglija ima vise
razli¢itih morfoloskih manifestacija, od kojih su neke od promjena povecanje razgranatosti i
povecanje stanicnog tijela, a moze do¢i i do proliferacije 1 migracije na mjesto ozljede, te
poprimanja ameboidnog oblika (23). Aktivacija mikroglije moZze s jedne strane doprinijeti
patogenezi TBI, a s druge strane limitirati oSte¢enje tkiva. Primjerice, u istrazivanjima na
modelu mis$a uoceni su negativni ucinci poput Sirenja lezija, gubitka neurona, oste¢enja bijele
tvari i demijelinizacije (24).

Mikroglijalni odgovor ovisi o vremenu od nastanka ozljede i o prirodi ozljede.
Morfoloske 1 funkcionalne promjene koje mikroglija prolazi prilikom ozljede tkiva posljednjih
godina pokuSavaju se podijeliti u razli¢ite proupalne i1 protuupalne fenotipove, no bitno je
napomenuti da je ta podjela pojednostavljena (25,26). Postoji viSe fenotipova, M1 1 razlicite
klase M2 (21). Fenotip M1 pokazuje smanjenu sposobnost fagocitoze, proizvodi proupalne
citokine, kemokine 1 medijatore. M1 fenotip predstavlja klasicnu aktivaciju mikroglije, a
okolina tog tipa aktivirane mikroglije je neurotoksi¢na i doprinosi ozljedi bijele tvari 1 smrti
stanica. Fenotip M2 pokazuje povecanu aktivnost fagocitoze, proizvodi protuupalne medijatore
1 faktore rasta (17). Vise je klasa M2 stanica, M2a, M2b, M2c. M2a potaknute su takozvanom
alternativnom aktivacijom, neuroupalno okruzenje bogato je protuupalnim interleukinima (IL)-
4 1 IL-13, a djeluju na smanjenje upale i1 poticu popravak tkiva. Sve M2 stanice djeluju
protuupalno, imunosupresivno i imunoregulacijski, pomazu brzem zarastanju i popravku tkiva,

te smanjuju oksidativni stres (21,27).

1.2.4. Procesi endogenog neurooporavka
Moguénost Ziv€anog sustava na promijene, kao odgovor na unutarnju ili vanjsku

stimulaciju, te reorganizacija tkiva mozga na strukturnoj i funkcionalnoj razini nakon ozljeda
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kao $to je TBI nazivamo neuroplasti¢nost (28). Posljedice tih promjena mogu biti djelotvorne,
neutralne ili negativne (28).

Neuroplasti¢ne promjene posljedicno TBI mogu se podijeliti u 3 faze (28). U prvih 48
sati nakon ozljede nastupa gubitak neurona i stani¢na smrt. Narednih nekoloko tjedana stvaraju
se nove 1 sekundarne neuronske veze. Nakon nekoliko mjeseci dolazi do reorganizacije sinapsi,
proliferacija neurona i sinaptogeneze (28). Neuronske i ne-neuronske stanice, poput endotelnih
i glija stanica, zamjenjuju oSteCene stanice, formiraju glijalni oziljak 1 zaduZene su za
revaskularizaciju. Tjednima nakon ozljede povecava se aktivnost raznih sinaptickih markera te
aksonsko klijanje §to omogucuje sinapticku reorganizaciju (29).

Jedan od mehanizama neuronske regeneracije je sinapticka plasti¢nost, sposobnost
stvaranja dugotrajnih promjena u snazi neuronskih veza, koja je svojstvena razvoju i funkciji
mozga te neophodna u procesima ucenja i paméenja (30). Najbolje je izraZzena u procesu
dugotrajnog potenciranja (engl. long-term potentation, LTP), koji je prvi put otkriven u
dentatnom girusu zec¢jeg hipokampusa, a kojim je moguée sniziti prag stimulacije
presinaptickog neurona (31). Sinapticka plasti¢nost ukljucuje plasti¢nost ovisnu o vremenskim
intervalima Siljka (engl. spike-timing-dependant plasticity, STDP), tj. vremensko odredivanje
akcijskih potencijala koji generiraju presinapticki i postsinapticki neuroni, a koji utje€u na
ojacavanje ili oslabljivanje sinapsi (30). Drugi oblik sinapticke plasti¢nosti je metaplasti¢nost,
koja modulira sinapti¢ku plasti¢nost prema promjenama u neuronskoj funkciji, a moze sluziti
za odrzavanje sinapsi unutar dinamic¢kog raspona aktivnosti (30). Homeostatska plasticnost je
oblik plasti¢nosti koji djeluje tijekom duljeg razdoblja, a obuhva¢a mehanizme kojima se
odrzava homeostaza sinapticke mreze (30). Pozitivan utjecaj na sinapticku plasti¢nost imaju
primjerice tjelovjeZba, dopamin, izvodenje ponavljajucih zadataka, dok neurodegenerativne
bolesti pridonose smanjenju sposobnosti sinapticke plasti¢nosti (32). Plasti¢nost pomaze
oporavku mozga nakon TBI (32). Mogu¢nost manipuliranja specifi¢nih neuronskih puteva i
sinapsi vazna je u razvoju terapija (32). Dosadasnje terapije poput duboke stimulacije mozga i

neinvazivne stimulacije mozga bazirane su na plasti¢nosti, no potrebna su daljnja istrazivanja.

1.3. Farmakoterapija traumatske ozljede mozga
1.3.1. Trenutno stanje

Tijekom zadnjih nekoliko desetlje¢a provode se brojna istrazivanja kako bi se razvila
uspjesna neuroprotektivna terapija nakon TBI koja je i1 dalje jedna od glavnih uzroka smrti 1

invaliditeta u cijelome svijetu, ne samo sportaSa i vojnog osoblja nego i cijele populacije (7).



Postoji nekoliko preporucenih terapija koje su pokazale pozitivne ucinke nakon
primjene u akutnoj TBI i tretmanu posljedica nakon TBI (28). U akutnoj fazi TBI primjenjuju
se traneksaminska kiselina, antiepileptici, hiperosmolarni lijekovi i anestetici koji imaju
dokazanu ucinkovitost (28). U postakutnoj fazi TBI za lije¢enje neuropsiholoskih poremecaja
primjenjuju se selektivni inhibitori ponovne pohrane serotonina, selektivni inhibitori ponovne
pohrane serotonina i noradrenalina, antipsihotici 1 amantadin, a za lijeCenje spasti¢nosti,
misi¢ni relaksansi i botulinum toksin. Brojni potencijalni lijekovi se istrazuju te je sve veci broj
pretklinickih i klinic¢kih istrazivanja farmakoterapije za TBI (27).

Traneksaminska kiselina smanjuje rizik od smrti bolesnika s blagom do umjerenom TBI
kada se lijecenje primjeni unutar 3 sata (33). Manitol 1 hipertoni¢na fizioloSka otopina kao
hiperosmolarna sredstva obi¢no se koriste u lijeCenju intrakranijalne hipertenzije i cerebralnog
edema. Manitol smanjuje volumen mozga i time ICP (28). Anestetici se koriste u lijecenju
akutne TBI u jedinicama intenzivne njege. Barbiturati i propofol usporavaju cerebralni
metabolizam, snizavaju ICP, sprjecavaju napadaje (34). Opca incidencija posttraumatskih
epilepti¢nih napadaju u hospitaliziranoj populaciji s TBI iznosi oko 3-5 % (35). Primjena
antiepileptika u akutnom lije¢enju TBI smanjuje ucestalost ranih napadaja. Fenitoin se koristi
kao lijek za smanjenje incidencije ranih posttraumatskih epilepti¢nih napadaja (27).

Antidepresivi iz skupine selektivnih inhibitora ponovne pohrane serotonina (sertralin,
citalopram 1 fluoksetin) pokazali su se korisnima u lijeenju depresije nakon TBI (36).
Selektivni inhibitori ponovne pohrane srotonina i1 noradrenalina takoder su pokazali u¢inak u
lijecenju posttraumatske depresije (37). Antipsihotici imaju pozitivan ucinak na agitaciju, a
preferiraju se atipi¢ni antipsihotici zbog boljeg u€inka na neurooporavak (38). Amantadin
uglavnom pridonosi brzem funkcionalnom oporavku (39). MiSi¢ni relaksansi smanjuju gréeve
u misi¢ima, povecavaju motoricku snagu i smanjuju tonus misica (27). Botulinum toksin koristi

se u lije¢enje spasti¢nosti te moZe poboljSati kroni¢nu posttraumatsku glavobolju (40).

1.3.2. Primjena nanomaterijala u terapiji traumatske ozljede mozga

Nanotehnologija obuhvaca istrazivanje, dizajn i razvoj novih materijala sa zanimljivim
karakteristikama na nanometrijskoj skali (1 — 100 nm), gdje do izrazaja dolaze ucinci kvantne
mehanike (41). Nanomaterijali mogu biti u obliku nanocestica, nanocijevi ili nanopovrsina.
KoriStenje nanocestica ima veliki potencijal u biomedicini uglavnom zbog velikog udjela
povrsinskih atoma koji modificiraju fizikalno-kemijska svojstva i povecavaju kemijsku
reaktivnost. Medu njima, ugljikove nanocijevi (engl. carbon nanotubes, CNT) postale su

mocan alat za poboljSanje biomedicinskih pristupa u lijecenju brojnih bolesti (41).
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CNT imaju elektri¢na, mehanicka 1 kemijska svojstva (42). Kao sustavi nanonosaca
imaju Sirok raspon primjena u biomedicini, znanosti, inZenjerstvu i okoliSu (43). Jednozidne
(engl. single walled carbon nanotubes, SWCNT) i viSezidne ugljikove nanocjevcice (engl.
multi walled carbon nanotubes, MWCNT) koriste se kako bi poboljsali rast neurona, neuralnih
mati¢nih stanica i diferencijaciju istih (Slika 2). Gradene su od grafena i formirane u cilindre,
a kako bi se poboljsala njithova biokompatibilnost, mogu se funkcionalizirati razliitim
spojevima, poput primjerice polietilen glikolom (PEG). Zbog svoje sposobnosti prolaska kroz
stanicnu membranu, ti su materijali ispitani kao transporteri za razliCite lijekove (44),
biomolekule, enzime, molekule DNK i1 RNK (45), kao i1 za stvaranje ionskih transportnih
kanala (46). CNT se takoder koriste kao nanoreaktori, iskori$tavaju¢i njithovu smanjenu
unutarnju veli¢inu i posebne elektronicke karakteristike zbog zakrivljenosti stijenke CNT-a
(47).

Brojna istrazivanja dokazuju ucinkovitost ugljikovih nanocijevi kao supstrata za rast
neurona (48). Vecina dosadasnjih studija bila je usmjerena na primjenu CNT-a za
biooslikavanje i isporuku lijekova, dok njihova primjena kao terapeutskog sredstva jo$ nije
dovoljno istrazena (42). Unato¢ Sirokom rasponu biomedicinskih primjena, CNT imaju dva
nedostatka koje treba rijeSiti: njihova inherentna toksi¢nost, zbog preostalog metalnog
katalizatora iz procesa sinteze, 1 njihova niska topljivost u vodi. Naime, otkriveno je da CNT
(narocito nefunkcionalizirane) mogu povecati proizvodnju slobodnih radikala, ¢ije nakupljanje
dovodi do oksidativnog stresa, te moze inducirati upalne reakcije tkiva i dovesti do ostecenja
DNK (42). Medutim, takvi se problemi mogu ublaZiti promjenom fizikalno-kemijskih
svojstava CNT-a ¢ine¢i ih sklonijima disperziji u vodenom mediju i time povecavajuci njihovu

biokompatibilnost (42).



SWCNT MWCNT

Slika 2. Klasifikacija ugljikovih nanocjevcica. (a) jednozidne (engl. single walled carbon
nanotubes, SWCNT) 1 viSezidne ugljikove nanocjevcice (engl. multi walled carbon
nanotubes, MWCNT). (b) razliciti oblici zakrivljenosti povrSine (pravilni, zig-zag 1 kiralni).
Preuzeto iz: Negri V, Pacheco-Torres J, Calle D, Lopez-Larrubia P. Carbon Nanotubes in
Biomedicine. Top Curr Chem. 2020 Feb;378(1):15. (41)

Samo jednozidne ugljikove nanocijevi imaju antioksidativna svojstva koja kod TBI
pomazu u smanjenju razine slobodnih radikala. Marcano 1 sur. (49) koristili su hidrofilne
ugljikove klastere funkcionalizirane PEG-om koji se mogu funkcionalizirati antitijelima za
ciljanu terapiju na modelu endotelnih stanica ozlijedenog mozga. Promatrana je uéinkovitost
ugljikovih klastera kao potencijalnog terapeutika cerebrovaskularne nefunkcionalnosti
izazvane oksidativnim stresom kod umjerene TBI. Rezultati istrazivanja pokazali su
antioksidativni u¢inak na endotelnim stanicama u kojima je izazvan oksidativni stres, a takoder
je dokazana i mogucéa ciljana terapija. Pomocu protutijela, klasteri se vezu na ciljane stanice te
se moze umanyjiti ukupna doza lijeka koji se daje bolesniku (49).

Istrazivanja pokazuju da su CNT dobra podloga za podupiranje produljenja dendrita 1
adhezije stanica. Provedeni su pokusi na neonatalnim hipokampalnim neuronskim mreZzama
uzgojenim na rasprsenim MWCNT. Rezultati pokazuju da je rast neuronskih krugova na CNT
podlozi popra¢en znacajnim povecanjem mrezne aktivnosti, vjerojatno zbog visoke elektricne
vodljivosti nanomaterijala (50). Uzgajanjem hipokampalnih stanica na CNT opisana je
priprema integriranog SWCNT neuronskog sustava. Teorijski i1 eksperimentalni rezultati
pokazali su da SWCNT mogu stimulirati aktivnost mozdanih krugova (51).

Medutim, primjene CNT-a u regeneraciji tkiva ili inZenjerstvu sezu daleko izvan

ziv€anog tkiva. CNT su koriStene za razvoj umjetnog tkiva miokarda, gdje je rast stanica
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potpomognut vodljivos¢u usmjerenih CNT-a (52). Posebna geometrija CNT takoder je

pomogla stvaranju umjetne kosti te misica od sintetickih vlakana (53).

1.4. Eksperimentalni modeli traumatske ozljede mozga

Eksperimentalni modeli TBI uglavnom se koriste na glodavcima. Njihova primjena
nuzna je za razumijevanje patofizioloskih procesa TBI, te za razvoj novih terapija za lijeCenje
TBI i posttraumatskih posljedica. Uz to, bitno je da su klinicki pouzdani. U istrazivanjima se

koriste modeli Zari$ne, difuzne i kombinirane ozljede.

1.4.1. Modeli Zari$ne traumatske ozljede mozga

Jedan od modela zari$ne traumatske ozljede mozga je model pada utega (engl. weight
drop, WD). Model koristi gravitacijsku silu pri slobodnom padu utega s odredene visine na
lubanju ili duru anestezirane Zivotinje, te izaziva kontuziju. Zivotinja se ovisno o tipu Zeljene
ozljede stavlja na tvrdo ili mekano postolje te se ovisno o zelji ja¢ine udarca namjesta visina i
tezina utega. Kako bi se izbjegla smrt zivotinje protokol je potrebno prilagoditi dobi i tezini
zivotinja (54).

Kontrolirani kortikalni udar (engl. controled cortical impact, CCI) koristi pneumatski
uredaj za prijenos udarca na izloZenu duru Zivotinje. Zbog moguénosti kontrole brzine i jacine
udarca daje kontrolirani udarac 1 kvantifikacijske biomehanicke parametre. 1zaziva kontuziju,
hemoragiju 1 oStecenje krvno-mozdane barijere. Vazan je model za citotoksicni 1 vazogeni

edem (54).

1.4.2. Modeli difuzne traumatske ozljede mozga

Metoda I/A Marmarou, model akceleracijskog udarca (engl. impact acceleration model,
IAM), koristi se za izazivanje difuzne traumatske ozljede kod Stakora. Uteg koji se pusta s
odredene visine kroz cijev, pada na disk od nehrdajuceg celika zalijepljenog na glavu
anestezirane zivotinje. Glava Zivotinje nalazi se na mekoj platformi od pjene kako bi se
dozvolili pokreti glave nakon udarca, a disk se koristi kako bi rasporedio silu udarca
ravnomjerno po cijeloj glavi. Metoda je brza i jednostavna te se koristi kao model difuzne
aksonalne ozljede (55).

Modelom udarca tlakom tekucine (engl. fluid percussion injury, FPI) ozljeda se izaziva
primjenom vala odredenog volumena tekucine na povrSinu mozdane ovojnice kroz
kraniotomiju koja moze biti centralna (preko sagitalnog Sava) ili lateralna (preko parijetalnog

korteksa). TeZina ozljede kontrolira se podeSavanjem tlaka teku¢ine. Model centralnog udarca
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tlakom tekucine (engl. central fluid percussion injury, CFPI) stvara difuznu ozljedu brzim
iniciranjem volumena tekucine na povrSinu dure kroz centralnu kraniotomiju. Rezultira
rasprostranjenom aksonalnom ozljedom, povisenim ICP-om i oSteenjem krvno-mozdane
barijere (55).

Adaptirani CCI model uzrokuje difuznu ozljedu pozicioniranjem kraniotomije u
srediS$njoj liniji lubanje. Stavljanjem celicnog diska na glavu Zivotinje sprjecava se fraktura
lubanje, a smjeStanjem zivotinje u kalup ispunjen gelom omogucavaju se pokreti lubanje te

dolazi do difuzne ozljede (55).

1.4.3. Kombinirani model Zari$ne i difuzne traumatske ozljede mozga

Model lateralne ozljede tlakom tekuéine (engl. lateral fluid percussion injury, LFPI)
koristi se u brojnim istrazivanjima TBI. U ovom modelu, kraniotomija se radi na parijetalnom
korteksu te se potom stavlja plasti¢na Luer-Lok spojnica preko mjesta kraniotomije. Ozljeda
se uzrokuje ¢eki¢em koji udara rezervoar napunjen fizioloSkom otopinom te se stvara val koji
udara u duru zivotinje. Ova metoda izaziva kontuziju dubljih slojeva kore mozga, hemoragiju,
citotoksicki i vazogeni edem §to predstavlja zari$nu ozljedu. Takoder, LFPI ima 1 karakteristike
difuzne aksonalne ozljede (56). Smatra se klinicki najrelevantnijom metodom TBI u glodavaca

zbog Cega se 1 koristila u ovom istrazivanju.
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2. Ciljevi rada
Dosadasnja znanja o mehanizmima oSteenja 1 oporavka mozga nakon TBI nisu
potpuna, a o u¢incima primjene nanomaterijala u eksperimentalnoj TBI zna se jako malo. Stoga
je glavni cilj ovog rada bio istraziti utjecaj SWCNT-a funkcionaliziranih polietilen glikolom
(SWCNT-PEG) na patofizioloSke promjene u mozgu miSeva, pet tjedana nakon indukcije
umjerene TBI koriStenjem LFPI metode. Specifi¢ni ciljevi rada bili su slijedeci:
1. evaluirati u¢inke SWCNT-PEG na ostecenje tkiva, neurodegeneraciju i mijelinizaciju u
razli¢itim regijama mozga miSa posljedi¢no LFPI
2. istraziti utjecaj primjene SWCNT-PEG na odgovor glija stanica (mikroglije i1 astrocita) u
korteksu i dentatnom girusu hipokampusa nakon indukcije LFPI
3. istraziti prisutnost i utjecaj primjene SWCNT-PEG na sinapti¢ke promjene u korteksu i

dentatnom girusu hipokampusa nakon traume mozga
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3. Materijali i postupci
3.1. Pokusne Zivotinje

U istraZivanju je koristeno 20 muZjaka miseva C57BL/6 crnog soja. Zivotinje su
uzgojene u centru za uzgoj i inZenjering laboratorijskih miSeva na Medicinskom fakultetu u
Rijeci (LAMRI). Svi pokusi su radeni na Zavodu za temeljnu 1 klinicku farmakologiju s
toksikologijom Medicinskog fakulteta u Rijeci. Zivotinje su drzane u kontroliranim uvjetima
koji osiguravaju konstantnu temperaturu od 20 + 4 °C, izmjenjivanje 12-satnog ciklusa svjetla
i tame, stalni pristup hrani i vodi. Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Rijeci odobrilo je provodenje istrazivanja prema zakonskim odredbama Republike Hrvatske
(NN 135/06, 37/13, 125/13, 55/13, 39/17) i prema smjernicama Europskog parlamenta
(210/6/EU). U svim postupima sa zivotinjama primijenjen je tzv. 3R pristup (engl. replacement,
reduction, refinement) kako bi se izbjegli nepotrebni pokusi i patnja zZivotinja.

Zivotinje su nasumic¢no rasporedene u &etiri skupine (N = 5 miseva po skupini):
1) kontrolna (laZzno operirana) skupina s primijenjenom kontrolnom (vehikul) PEG otopinom
2) kontrolna (lazno operirana) skupina s primijenjenom otopinom SWCNT-PEG
3) skupina s induciranom TBI i primijenjenom kontrolnom (vehikul) PEG otopinom

4) skupina s induciranom TBI 1 primijenjenom otopinom SWCNT-PEG

3.2. Materijali
3.2.1. Kemikalije za histoloSke 1 imunohistokemijske analize

U laboratorijskim procedurama koriStene su sljede¢e kemikalije: fizioloska otopina
puferirana fosfatom (engl. phosphate buffered saline, PBS), paraformaldehid, parafin (Tissue-
Tek®, Sakura Finetek Inc., SAD), ultra ¢ista voda (upH20), amonijev hidroksid (NH4OH),
etanol, metanol, ksilen, entelan, kloroform, NaCl, vodikov peroksid (H>O»), octena kiselina
(CH3COOH), dusi¢na kiselina (HNOs3), limunska kiselina (Ce¢HgO7), natrijev citrat
(CeHsNazO7), tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) baza (TBS), kalijev permanganat
(KMnOs), hematoksilin (Biognost d.o.o., Zagreb, Hrvatska), srebrov nitrat (AgNQO3), krezil
violet, Luxol fast blue boja (Biognost d.o.o., Zagreb, Hrvatska), albumin govedeg seruma
(engl. bovine serum abumine, BSA), diaminobenzidin (DAB) kromogen, Streptavidin-HRP
(engl. horseradish peroxidase, HRP) konjugat, Streptavidin DyLight™ 488 konjugat,
Streptavidin DyLight™ 594 konjugat, 4',6'-diamino-2-fenilindolom (DAPI), Tween® 20, Triton
X®, Mowiol® 4-88.
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3.2.2. Kemikalije i lijekovi koristeni u operativnim zahvatima

Tijekom operativnih zahvata (indukcija LFPI i1 primjena nanocjevcica) koristeni su
izofluran (Forane®, Abbott Laboratories d.o.o., Velika Britanija), kisik (O2), dusikov oksidul
(N20), levobupivakain (Chirocaine®, Abbott Laboratories d.o.o., Velika Britanija), ketamin
(Ketamidor®, Richter Pharma AG, Wels, Austrija), ksilazin (Xylazine®, Alfasan International
B.V., Woerden, The Netherlands), jod, fizioloska otopina (0,9 % NaCl), antibiotska mast
(Betrion®, Pliva Hrvatska d.o.o., Zagreb, Hrvatska), zastitne kapi za o¢i (Systane® Gel Drops,
Alcon, Geneva, gvicarska), PEG vodena otopina, SWCNT-PEG (sadrzi 72,3 % SWCNT, 22,6

% PEG 15,1 % metalnih nanocestica) u vodenoj otopini (2 mg/mL).

3.2.3. Primarna i sekundarna protutijela

Primarna protutijela koriStena u imunohistokemijskim procedurama bila su protiv
GFAP (misje monoklonsko, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, SAD), Ibal (zecje
monoklonsko, Wako, Sigma-Aldrich, SAD) i sinaptofizina (engl. synaptophysin, SYP) (misje
monoklonsko Santa Cruz Biotechnology, SAD).
poliklonsko, Thermo Fisher Scientific, Rockford, MA, SAD), ze¢ji imunoglobulini (kozje
poliklonsko, Thermo Fisher Scientific, Rockford, MA, SAD) i magareée poliklonsko
(AlexaFluorsgs, Abcam, Cambridge, Velika Britanija).

3.3. Metode
3.3.1. Traumatska ozljeda mozga u misa

U ovom istrazivanju koristio se LFPI model ozljede kako bi se izazvala umjerena
traumatska ozljeda mozga u miSa. KoriSteni su misSevi teZine izmedu 26 1 33 grama te starosti
od 3 do 6 mjeseci. Za indukciju 1 odrZzavanje anestezije koriSten je izofluran u koncentraciji od
4 % za indukciju i 1,5 % za odrzavanje, u smjesi 1:2 kisika 1 duSikovog oksidula. Anestezirane
zivotinje smjeStene su na aparat za sterotaksiju, odstranjena im je dlaka s povrSine glave,
dezinficirana koza i subkutano primijenjena 0,5 % otopina levobupivakaina. Nakon sagitalnog
reza koze, odredeno je mjesto za kraniotomiju pomocu stereotaksi¢nog aparata. Kraniotomija
promjera 2,5 mm udinjena je iznad lijevog parijetalnog korteksa. Suplja plasti¢na spojnica tipa
Luer-Lok, prethodno prilagodena, promjera 2,5 mm postavljena je na mjesto kraniotomije 1
pri¢vr§éena dentalnim ljepilom. Spojnica je ispunjena fizioloSkom otopinom i spojena na LFPI
aparat kako bi se osigurao pravilan prijenos vala na tkivo SZS-a (Slika 3). Nakon prekida

dotoka inhalacijskog anestetika, udarac je izazvan otpustanjem cekica, na prvi znak povratka
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refleksa koji se provjerio uStipom Sape. Nakon udarca mjereno je vrijeme povratka refleksa
kako bi se provjerila ja¢ina primijenjene traume. Rez iznad lubanje je zatim zaSiven kirurSkim
koncem i primijenjena je antibiotska mast. Zivotinja je vratena u svoj kavez, promatrana do
potpunog povratka svijesti te vra¢ena u nastambu. Kontrolna skupina zivotinja bila je lazno
ozlijedena, na nacin da su tretirane identi¢no kao prethodno opisana skupina, osim §to im nije

induciran udarac.

Slika 3. Sustav za eksperimentalnu traumatsku ozljedu mozga. (A) uredaj za stereotaksiju sa
sustavom za inhalacijsku anesteziju i automatiziranim injektorom te busilica; (B) aparat za
lateralnu ozljedu tlakom tekucine s pretvara¢em signala i osciloskopom.
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3.3.2. Tretman jednozidnim ugljikovim nanocjev¢icama kemijski funkcionaliziranim polietilen
glikolom

Tjedan dana nakon primjene LFPI ili lazne ozljede, miSevima je injicirana otopina
SWCNT-PEG ili samo PEG otopina na mjesto ozljede, u parijetalni korteks (Slika 4). Misevi
su bili anestezirani smjesom ketamina (100 mg/kg) i ksilazina (10 mg/kg) te namjeSteni na
aparat za stereotaksiju. Savovi iznad lubanje od prethodne operacije su otvoreni i otkriveno je
mjesto kraniotomije. Hamilton Sprica od 5 pl prethodno je ispunjena PEG ili SWCNT-PEG
otopinom, ovisno kojoj eksperimentalnoj skupini Zzivotinja pripada, i namjeStena na
automatizirani injektor spojen na stereotaksijski aparat (Stoelting Quintessential Stereotaxic
Injector, QSI™). Vrh igle namjeSten je na povrSinu dure te je igla polako stavljena u tkivo
mozga za 0,9 mm. Zatim je pokrenut program kontinuiranog injiciranja volumena od 0,5 pl
kroz 10 minuta. Nakon zavrSetka programa, igla je ostavljena u tkivu dvije minute, zatim
izvadena prema van za 0,45 mm i ponovno ostavljena da miruje dvije minute, nakon cega je
skroz izvadena iz tkiva mozga. Rez je zaSiven, primijenjena je antibiotska mast i Zivotinje su

vracene u svoj kavez te pazljivo promatrane do potpunog povratka svijesti.

Slika 4. Iniciranje kontrolne otopine PEG ili otopine SWCNT-PEG u parijetalni korteks na
mjestu kraniotomije. Izvor: Viktorija Mihali¢
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Slika 5. Koronalni presjek mozga miSa sa ozna¢enim mjestom indukcije traumatske ozljede
mozga (obojeno crveno), mjestom injiciranja kontrolne otopine ili nanocjevcica te regijama od
interesa: PC (lat. parietal cortex) — parijetalni korteks; CC (lat. corpus callosum) — korpus
kalozum; DG (lat. gyrus dentatus) — dentatni girus hipokampusa. Presjek misjeg mozga obojan
krezil violetom preuzet je iz Paxinos G, Franklin KBJ: The Mouse Brain in Stereotaxic
Coordinates (2nd ed.), 2001, Academic Press, USA

3.3.3. Priprema tkiva za histoloske 1 imunohistokemijske analize

Pet tjedana nakon indukcije TBI ili laZzne ozljede i Cetiri tjedana nakon primjene
SWCNT-PEG ili PEG-a, pokusne Zivotinje anestezirane su smjesom ketamina (100 mg/kg) i
ksilazina (10 mg/kg) te je proveden postupak transkardijalne perfuzije tkiva. Cijeli postupak
izvodio se u digestoru, nakon §to je anestezirana zivotinja pri¢vrs¢ena na podlogu. Pripremljena
igla aparata za perfuziju koja preko cijevi dostavlja PBS stavljena je u lijevi ventrikul, a
kirur§kim Skarama zarezana je rupica u desnom atriju. Vatom je sakupljan viSak tekucine i krv.
Nakon $to je isprana krv, odnosno kada je kroz sustav proslo 30-40 ml PBS-a, a §to je vidljivo
po svijetlim jetrima 1 vatici s kojom se sakuplja viSak tekucine, na kojoj nema viSe ostataka
krvi, cijev aparata stavljena je u tikvicu s 4 % paraformaldehidom dok nije proslo oko 30-40

ml 4 % paraformaldehida. Nakon postupka perfuzije mozak je pazljivo izvaden i stavljen u
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bocicu s 15 ml 4% paraformaldehida 18 do 24 sati. Nakon ispiranja, mozgovi su stavljeni u
histokinet gdje su podvrgnuti tretmanu s rastu¢im koncentracijama alkohola (od 50 % do 100
%), ksilola i parafina tijekom 24 sati. Pripremljeni uzorci uklopljeni su u parafin i ¢uvani na
sobnoj temperaturi. Za analize su se koristili presjeci mozgova narezani pomoc¢u mikrotoma na

debljinu od 3 um i stavljeni na silanizirana predmetna stakalca.

3.3.4. Histoloske metode
3.3.4.1. Krezil violet (Nissl) bojenje

Za identifikaciju neurona i za procjenu ozljede nakon traume koriSteno je bojenje krezil
violetom. Stakalca s presjecima mozgova deparafinizirana su u ksilenu te rehidrirana
padaju¢im koncentracijama etanola (od 100 % do 70 %) do upH20. Uzorci su obojeni u
zagrijanoj kiseloj 0,1 % otopini krezil violeta tijekom 10 minuta, zatim su isprani u destiliranoj
vodi 1 potom diferencirani u 95 % etanolu, dehidrirani u 100 % etanolu i prociS¢eni u ksilenu.

Uzoreci su fiksirani u entelan.

3.3.4.2. Luxol fast blue

Detekcija procesa demijelinizacije provedena je bojanjem Luxol fast blue bojom.
Stakalca s presjecima mozgova deparafinizirana su u ksilenu te rehidrirana padajué¢im
koncentracijama etanola (od 100 % do 70 %) do upH20. Uklanjanje viSka masnoce s uzoraka
provedeno je uranjanjem u smjesu alkohola 1 kloroforma (omjer 1:1) na sobnoj temperaturi
tijekom 3 sata. Bojanje Luxol brzom bojom (0,1 % otopina Luxol boje + 95 % etanol + 0,5 %
octena kiselina) obavljeno je preko no¢i na 56 °C na tresilici. Sljede¢eg dana uzorci su isprani
u 95 % etanolu 1 upH>O, nakon ¢ega su diferencirani u litijevom kloridu 15 sekundi. Nakratko
su uronjeni u 70 % etanol 1 i1sprani u upH>0. Dehidracija uzoraka provedena je uranjanjem u

rastuce koncentracije etanola prije nego Sto su uzorci prociscéeni u ksilenu i fiksirani u entelan.

3.3.4.3. Bojenje srebrom

Vizualizacija ziv€anih vlakana provedena je upotrebom bojenja srebrom po
Bielschowskyju. Stakalca s presjecima mozgova deparafinizirana su u ksilenu te rehidrirana
padajuc¢im koncentracijama etanola (od 100 % do 70 %) do upH>O. Uzorci su zatim uronjeni
u amonija¢nu otopinu srebra (20 % srebrov nitrat i amonijev hidroksid). Uzorci su zatim
uronjeni u otopinu za razvijanje (20 % formaldehid, 0,5 % limunska kiselina 1 dusi¢na kiselina

s amonijevim hidroksidom) na 1 minutu, zatim su kratko isprani u destiliranoj vodi i uronjeni
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u 5 % otopinu natrijevog tiosulfata na 5 minuta. Nadalje, uzorci su isprani u destiliranoj vodi 1

procisceni u ksilolu. Uzorci su suseni preko no¢i i fiksirani u entelan.

3.3.5. Imunohistokemijske analize

Za imunohistokemijske analize stakalca s presjecima mozgova deparafinizirana su u
ksilenu te rehidrirana padaju¢im koncentracijama etanola (od 100 % do 70 %) do upH2O.
Uzorci su nakon rehidracije uronjeni u citratni pufer te zagrijani u vodenoj kupelji. Nakon
hladenja isprani su u upH>O te permeabilizirani s TBS-Tx (0,025 %). Kako bi se sprijecilo
nespecifi¢no vezanje, uzorci su inkubirani u 5 % BSA/TBS-Triton X-100 (0,025 %) dva sata.
Primarna protutijela razrijedena su u 1 % BSA/TBS-Triton X-100 (0,025 %) (anti-GFAP
1:5000, anti-Ibal 1:200, anti-SYP 1:200), te su mozgovi inkubirani u odgovarajucoj otopini
protutijela preko noc¢i na 4 °C. Sljede¢eg dana uzorci su inkubirani u otopini odgovarajuceg
sekundarnog protutijela jedan sat. Uzorci su zatim inkubirani u odgovaraju¢em sekundarnom
protutijelu s konjugiranim fluorokromom (Dylightses, AlexaFluorsos) ili biotiniliranom
sekundarnom protutijelu 1:200 u 1 % BSA/TBS-Triton X-100 (0,025 %), jedan sat na sobnoj
temperaturi. Ukoliko se vizualizacija radila bioniliziranim sekundarnim protutijelom, uzorci su
zatim pola sata inkubirani u streptavidinu konjugiranom s fluorokromom (DyLightsos ili
DyLightass). Jezgre su obojene otopinom DAPI (1 ng/ml). Uzorci su zatim uklopljeni u medij

Mowiol.

3.3.6. Analize mikrofotografija i statisti¢ke analize

Fotografije rezova preparata mozga ucinjene su pomocu Olympus IX73 mikroskopa i
Olympus XM10 digitalne kamera (Olympus, Tokio, Japan). U analizama histoloskih preparata
mozga miSeva koriStene su mikrofotografije ucinjene na uvecanju 200x ili 400x. Za
kvantifikaciju u pojedinim analizama koriStena su tri presjeka po pojedinoj Zivotinji, pet
Zivotinja po skupini.

Za kvantifikaciju broja neurona obojanih metodom krezil violet, te stanica mikroglije
obiljezenih anti-Ibal protutijelom koriStene su mikrofotografije u€injene pri povecanju od
400%. Za analizu astrocita, mjeren je postotak anti-GFAP imunoreaktivne povrSine na
mikrofotografijama povecanja x400. Za kvantifikaciju sinaptickih promjena mjeren je
intenzitet anti-SYP imunoreaktivnog signala. Uvjeti mikroskopiranja i fotografiranja bili su
uvijek jednaki, a SYP imunoreaktivnost je kvantificirana mjerenjem integralne opti¢ke gustoce
(engl. integrated optical density, IOG) intenziteta fluorescentnog signala po jedinici povrSine

od interesa. Vrijednosti su korigirane za nespecifi¢no pozadinsko obojenje (engl. background,
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NPO) tako da je na svakom presjeku mjeren intenzitet podruc¢ja na kojem nije zabiljezen
imunofluorescentni signal. Korigirana ukupna fluorescencija (KUF) dobivena je izracunom:
KUF =10G - (povrsina polja x srednja vrijednost NPO).

Za pohranu podataka i izradu grafickih prikaza koristen je program Microsoft Office
Excell® (Microsoft Corp., Redmond, WA, SAD). Analiza mikrofotografija radena je u
programu ImageJ (NIH, Bethesda, MD, SAD). Dobivene vrijednosti izraZzene su kao mjere
srediSnjice i rasprSenja. Shapiro-Wilk test koriSten je za provjeru normalnosti distribucije
vrijednosti te su ovisno o rezultatima testa koristeni parametrijski ili neparametrijski postupci
statistiCke ras¢lambe pri statisti¢koj obradi podataka. Od parametrijskih postupaka statisticke
raS¢lambe, koriStena je jednosmjerna (engl. one-way) analiza varijance (ANOVA) s Duncan
Multiple Range post-hoc testom. Od neparametrijskih postupaka statisticke ras¢lambe,
koristeni su Kruskal-Wallis test i Mann-Whitney U test. Razina od P < 0,05 smatrana je
statisticki znacajnom. Postupci statisticke ras¢lambe uc€injeni su pomocu ra¢unalne programske

potpore STATISTICA® inacica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).
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4. Rezultati

4.1. Histoloska evaluacija oStecenja tkiva nakon traumatske ozljede mozga i utjecaj
primjene jednozidnih ugljikovih nanocjevcica kemijski funkcionaliziranih polietilen
glikolom

Standardno histolosko bojenje krezil violetom (Nissl bojenje) koristeno je za procjenu
ostecenja neurona u parijetalnom korteksu pet tjedana nakon indukcije TBI ili lazne ozljede te
cetiri tjedana nakon injiciranja SWCNT-PEG ili kontrolne otopine (PEG). Na Slici 6 prikazane
su reprezentativne mikrofotografije neurona navedene regije zivotinja svih eksperimentalnih
skupina i rezultati kvantifikacije. Statisticka analiza kvantifikacije pokazala je znacajnu razliku
u broju neurona izmedu pojedinih skupina zivotinja (F = 7,399; P = 0,004). Post hoc analiza
pokazala je znaCajno smanjenje broja neurona u miSeva s TBI kojima je primijenjen samo PEG,
dok se broj neurona nije znacajno smanjio u traumatiziranih miSeva kojima su injicirane
SWCNT-PEG.

Integritet mijeliniziranih neuronskih vlakana vizualiziran je koriStenjem Luxol fast blue
boje. Kvalitativnom evaluacijom histoloskih preparata miseva svih eksperimentalnih skupina
primije¢ene su promjene u traktovima korpusa kalozuma miSeva s primijenjenom traumom i
PEG-om, koje ukazuju na diskretno oStecenje bijele tvari (Slika 7). U traumatiziranih zivotinja
s primijenjenim SWCNT-PEG nisu detektirane promjene u odnosu na kontrolne skupine
Zivotinja.

Metoda bojenja srebrom po Bielschowskom koriStena je za vizualizaciju i lokalizaciju
degeneracije neurona u podrucju parijetalnog korteksa i korpusa kalozuma. U Zivotinja
kontrolne skupine nije primije¢en povecan unos srebra u neurone, dok su kod traumatiziranih
zivotinja detektirane argirofilne strukture u parijetalnom korteksu 1 korpusu kalozumu (Slika
8). Kvalitativnom procjenom nisu detektirane vece razlike izmedu traumatiziranih miSeva

kojima je primijenjen PEG 1 onih s primijenjenim SWCNT-PEG.
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Slika 6. Gubitak neurona u parijetalnom korteksu mi$a nakon traumatske ozljede mozga (TBI) i
ufinak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom
(SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije histoloskih preparata obojenih krezil violet bojom (Nissl
bojenje) u Zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miseva s induciranom ozljedom (TBI), zrtvovanih pet
tjedana nakon procedure. Obje skupine Zivotinja tretirane su ili otopinom polietilen glikola (Kont +
PEG; TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT) tjedan dana nakon traume
ili lazne ozljede. Linija skale: 100 um. Histogram prikazuje broj neurona po mm? u navedenoj regiji
mozga. Vrijednosti su izraZzene srednjim vrijednostima = SEM (n = 4-5). *P < 0,05; znacajno razli¢ito
od Kont+PEG i Kont+SWCNT.
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Slika 7. Mijelinizacija u parijetalnom korteksu i korpusu kalozumu mi$a nakon traumatske
ozljede mozga (TBI) i ucinak jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica kemijski funkcionaliziranih
polietilen glikolom (SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije histoloskih preparata obojenih Luxol
fast blue bojom u zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miSeva s induciranom ozljedom (TBI),
zrtvovanih pet tjedana nakon procedure. Obje skupine Zivotinja tretirane su ili otopinom polietilen
glikola (Kont + PEG; TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT) tjedan dana
nakon traume ili lazne ozljede. Linija skale: 200 um (lijevi stupac); 100 um (desni stupac).
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Slika 8. Neurodegeneracija u parijetalnom korteksu i korpusu kalozumu misa nakon traumatske
ozljede mozga (TBI) i ucinak jednozidnih ugljikovih nanocjevcica kemijski funkcionaliziranih
polietilen glikolom (SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije histoloskih preparata obojenih
srebrom po Bielschowskom u Zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miseva s induciranom ozljedom
(TBI), zrtvovanih pet tjedana nakon procedure. Obje skupine zivotinja tretirane su ili otopinom
polietilen glikola (Kont + PEG; TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT)
tjedan dana nakon traume ili laZzne ozljede. Strelice prikazuju argirofilne strukture koje ukazuju na
neurodegenerativne promjene. Linija skale: 200 um (lijevi stupac); 100 um (desni stupac).
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4.2. Reakcija astrocita i mikroglije nakon traumatske ozljede mozga i utjecaj primjene
jednozidnih ugljikovih nanocjevc¢ica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom

Promjene u broju i morfoloSkim manifestacijama glija stanica u parijentalnom korteksu
i dentatnom girusu hipokampusa posljedi¢no TBI i potencijalni utjecaj SWCNT-a istrazivali
smo imunofluorescentnim obiljeZavanjem tkiva protutijelima protiv GFAP-a kao markera
astrocita 1 Ibal kao markera stanica mikroglije. DAPI bojenje koriSteno je za vizualizaciju i
lokalizaciju jezgri stanica.

Pet tjedana nakon indukcije TBI nisu evidentne razlike u ekspresiji GFAP-a medu
eksperimentalnim skupinama, niti u parijetalnom korteksu, niti u dentatnom girusu
hipokampusa. U parijetalnom korteksu (Slika 9) astrociti sa slabim GFAP obojenjem
detektirani su uglavnom uz povrsinski dio korteksa zZivotinja svih eksperimentalnih skupina te
nije ucinjena kvantifikacija. U dentatnom girusu takoder nisu primijeceni znakovi astrocitoze
(hipertrofija i promjena u broju astrocita), a kvantifikacija GFAP imunorektivne povrsine (%)
nije pokazala znacajne razlike izmedu miSeva razli¢itih skupina (F = 0,047; P = 0,986) (Slika
10).

Slika 11 prikazuje reprezentativne mikrofotografije parijetalnih korteksa miseva svih
eksperimentalnih skupina obiljezenih Ibal protutijelom i kontraobojanih DAPI-jem. Stanice
mikroglije u Zivotinja obje kontrolne skupine imaju ,,miruju¢u* morfologiju koju karakterizira
malo stani¢no tijelo s tankim razgranatim nastavcima. U miSeva s induciranom TBI 1
primijenjenim PEG-om detektiran je porast u broju i promjena morfologije Ibal pozitivnih
stanica: dominiraju ameboidne stanice koje ukazuju na fagocitnu i proupalnu aktivnost. U
traumatiziranih Zivotinja s injiciranim SWCNT-PEG nije primije¢en veliki broj ameboidnih
Ibal pozitivnih stanica, ali su detektirane stanice s hipertroficnom morfologijom i1 pove¢anom
razgranatoSc¢u, Sto takoder ukazuje na reaktivnost, ali ne 1 na fagocitnu aktivnost. Na slici 12
prikazani su detalji reprezentativnih mikrofotografija s primjerima navedenih morfoloskih
oblika mikroglije. Kvantifikacija nije ukazala na znaajne razlike u broju Ibal pozitivnih
stanica u parijetalnom korteksu eksperimentalnih skupina (F = 1,171; P =0,352) (Slika 13).

U dentatnom girusu hipokampusa nisu detektirane morfoloSke promjene stanica
mikroglije posljedi¢no TBI ili primjeni SWCNT-PEG (Slika 14). Kvantifikacija nije ukazala
na znacajne razlike u broju Ibal pozitivnih stanica izmedu eksperimentalnih skupina (F =

1,019; P = 0,416) (Slika 15).
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Slika 9. Reakcija astrocita u parijetalnom korteksu misa nakon traumatske ozljede mozga (TBI)
i ucinak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom
(SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije mozgova imunofluorescentno obiljezenih protutijelom
protiv kiselog fibrilarnog proteina glije (GFAP) u zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miSeva s
induciranom ozljedom (TBI), Zrtvovanih pet tjedana nakon procedure. Obje skupine Zivotinja tretirane
su ili otopinom polietilen glikola (Kont + PEG; TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT;
TBI + SWCNT) tjedan dana nakon traume ili lazne ozljede. Strelice pokazuju GFAP imunoreaktivne
ogranke astrocita koji nisu hipertrofi¢ni te ne ukazuju na prisutnost astrocitoze. Linija skale: 100 um.
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Slika 10. Reakcija astrocita u dentatnom girusu misa nakon traumatske ozljede mozga (TBI) i
ufinak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom
(SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije mozgova imunofluorescentno obiljezenih protutijelom
protiv kiselog fibrilarnog proteina glije (GFAP) u Zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miSeva s
induciranom ozljedom (TBI), Zrtvovanih pet tjedana nakon procedure. Obje skupine zivotinja tretirane
su ili otopinom polietilen glikola (Kont + PEG; TBI + PEQG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT;
TBI + SWCNT) tjedan dana nakon traume ili lazne ozljede. Strelice pokazuju GFAP imunoreaktivne
ogranke astrocita koji nisu hipertrofi¢ni te ne ukazuju na prisutnost astrocitoze. Linija skale: 100 pm.
Histogram pokazuje postotak (%) GFAP pozitivne (GFAP+) povrsine u navedenoj mozdanoj strukturi
za svaku skupinu miseva, izrazen srednjim vrijednostima + SEM (n = 4-5).
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Slika 11. Reakcija mikroglije u parijetalnom korteksu miSa nakon traumatske ozljede mozga
(TBI) i ucinak jednozidnih ugljikovih nanocjevcica kemijski funkcionaliziranih polietilen
glikolom (SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije mozgova imunofluorescentno obiljeZenih
protutijelom protiv adaptorne molekule 1 za vezivanje ioniziraju¢eg kalcija (Ibal) i obojenih s
jezgrenom bojom DAPI u zZivotinja kontrolne skupine (Kont) te miseva s induciranom ozljedom (TBI),
zrtvovanih pet tjedana nakon procedure. Obje skupine Zivotinja tretirane su ili otopinom polietilen
glikola (Kont + PEG; TBI + PEQG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT) tjedan dana
nakon traume ili lazne ozljede. Strelice pokazuju Ibal imunoreaktivne stanice koje karakterizira malo
stani¢no tijelo s tankim, razgranatim nastavcima; glave strelica pokazuju stanice karakteristi¢ne
hipertroficne, ameboidne morfologije; prazne strelice pokazuju stanice mikroglije s povecanom
razgranatoSc¢u (hiperrazgranate). Linija skale = 100 um.
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Slika 12. Razli¢iti morfoloski oblici stanica mikroglije u parijetalnom korteksu misa nakon
traumatske ozljede mozga (TBI) i ulinak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica kemijski
funkcionaliziranih polietilen glikolom (SWCNT). Uvecani detalji reprezentativnih mikrofotografija
mozgova imunofluorescentno obiljezenih protutijelom protiv adaptorne molekule 1 za vezivanje
ionizirajuceg kalcija (Ibal) i obojenih s jezgrenom bojom DAPI u zZivotinje kontrolne skupine tretirane
otopinom polietilen glikola (Kont + PEG) te miSeva s induciranom ozljedom tretiranih otopinom
polietilen glikola (TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (TBI + SWCNT) tjedan dana nakon traume ili
lazne ozljede. Ibal imunoreaktivne stanice u Kont + PEG skupini miSeva dominantno su ,,mirujuée®
morfologije, malog stanicnog tijela s tankim, razgranatim nastavcima; u TBI + PEG skupini miSeva
brojne stanice su ,,aktivirane, ameboidne fagocitne morfologije; u TBI + SWCNT skupini miSeva
detektirane su stanice hiperrazgranate morfologije. Linija skale = 30 pm.
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Slika 13. Broj stanica mikroglije u parijetalnom korteksu misa nakon traumatske ozljede mozga
(TBI) i ucinak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica kemijski funkcionaliziranih polietilen
glikolom (SWCNT). Histogram pokazuje broj Ibal pozitivnih stanica po mm? u navedenoj regiji
mozga, u zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miseva s induciranom ozljedom (TBI), Zrtvovanih pet
tjedana nakon procedure. Obje skupine Zivotinja tretirane su ili otopinom polietilen glikola (Kont +
PEG; TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT) tjedan dana nakon traume
ili lazne ozljede. Vrijednosti su izraZene srednjim vrijednostima = SEM (n = 4-5).
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Slika 14. Reakcija mikroglije u dentatnom girusu mifa nakon traumatske ozljede mozga (TBI) i
ufinak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom
(SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije mozgova imunofluorescentno obiljeZenih protutijelom
protiv adaptorne molekule 1 za vezivanje ionizirajuéeg kalcija (Ibal) i obojenih s jezgrenom bojom
DAPI u Zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miSeva s induciranom ozljedom (TBI), Zrtvovanih pet
tjedana nakon procedure. Obje skupine Zivotinja tretirane su ili otopinom polietilen glikola (Kont +
PEG; TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT) tjedan dana nakon traume
ili lazne ozljede. Razlike u morfologiji stanica mikroglije izmedu eksperimentalnih grupa nisu
evidentne. Linija skale = 100 pm.
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Slika 15. Broj stanica mikroglije u dentatnom girusu misa nakon traumatske ozljede mozga (TBI)
i ufinak jednozidnih ugljikovih nanocjevéica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom
(SWCNT). Histogram pokazuje broj Ibal pozitivnih stanica po mm? u navedenoj regiji mozga, u
zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miSeva s induciranom ozljedom (TBI), Zrtvovanih pet tjedana
nakon procedure. Obje skupine zivotinja tretirane su ili otopinom polietilen glikola (Kont + PEG; TBI
+ PEQG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT) tjedan dana nakon traume ili lazne
ozljede. Vrijednosti su izrazene srednjim vrijednostima + SEM (n = 4-5).

4.3. Sinapticke promjene nakon traumatske ozljede mozga i utjecaj primjene
jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom

SYP se uobicajeno koristi kao presinapti¢ki molekularni marker sinaptickih promjena,
sinaptogeneze 1 sinaptiCke reorganizacije te su u ovom istrazivanju presjeci mozgova
imunofluorescentno obiljeZeni protutijelima protiv SYP-a.

U parijetalnom korteksu imunofluorescentan SYP signal bio je slab i bez zamjetnih
razlika izmedu pojedinih eksperimentalnih skupina te rezultati nisu prikazani.

U dentatnom girusu hipokampusa miSeva s TBI detektirana je smanjena SYP
imunoreaktivnost u usporedbi sa Zivotinjama kontrolnih skupina, a kvantifikacija je ukazala na
statisti¢ki znac¢ajno smanjenu integralnu opticku gustocu intenziteta fluorescentnog signala po
jedinici povrsine od interesa u traumatiziranih miseva u odnosu na kontrole (y> = 8,463; P =
0,037) (Slika 16). Primjena SWCNT-PEG nije imala zna¢ajan utjecaj na detektirane sinapticke

promjene.
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Slika 16. Ekspresija sinaptofizina (SYP) u dentatnom girusu miSa nakon traumatske ozljede
mozga (TBI) i u¢inak jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica kemijski funkcionaliziranih polietilen
glikolom (SWCNT). Reprezentativne mikrofotografije mozgova imunofluorescentno obiljeZenih
protutijelom protiv SYP-a u Zivotinja kontrolne skupine (Kont) te miSeva s induciranom ozljedom
(TBI), zrtvovanih pet tjedana nakon procedure. Obje skupine zivotinja tretirane su ili otopinom
polietilen glikola (Kont + PEG; TBI + PEG) ili otopinom SWCNT (Kont + SWCNT; TBI + SWCNT)
tjedan dana nakon traume ili lazne ozljede. Linija skale = 100 um. Histogram prikazuje kvantifikaciju
SYP imunoreaktivnosti mjerenjem integralne opticke gustoce intenziteta fluorescentnog signala po
jedinici povrSine od interesa. Vrijednosti su izrazene srednjim vrijednostima £ SEM (n = 4-5). *P <
0,05; znacajno razli¢ito od Kont+PEG.
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5. Rasprava

U ovom radu istrazivan je utjecaj primjene SWCNT-PEG na patofizioloske promjene u
mozgu miseva, pet tjedana nakon indukcije umjerene TBI koristenjem LFPI metode. Histoloski
su evaluirani gubitak neurona, integritet mijelinskih vlakana neurona i neurodegeneracija.
Takoder, proucavana je reakcija astrocita i1 stanica mikroglije te sinapticke promjene. Regije od
interesa bile su parijetalni korteks, gdje je ozljeda najizrazenija i injicirane su SWCNT-PEG,
te korpus kalozum i dentatni girus hipokampusa.

Sama primjena SWCNT-PEG nije imala znacajan utjecaj na istrazivane parametre u
navedenim strukturama buduci da vrijednosti zabiljezene u miSeva kontrolne skupine (lazno
operirani miSevi) s primijenjenom otopinom SWCNT-PEG nisu odskakale od vrijednosti
zabiljezenih u lazno operiranih Zivotinja s primijenjenom kontrolnom otopinom PEG-a. PEG
se koristi za funkcionalizaciju SWCNT za niz razli¢itih biomedicinskih primjena (42).
Hidrofilni dio osigurava CNT topljivost i biokompatibilnost, a lipidni dio obavija nanocijevi
kao pruge. Fosfolipidi se mogu koristiti kao povrSinski aktivne tvari za povecanje

liposolubilnosti CNT-a.

5.1. HistoloSka evaluacija oStecenja tkiva nakon traumatske ozljede mozga i utjecaja
primjene jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica kemijski funkcionaliziranih polietilen
glikolom

U ovom istrazivanju zabiljeZen je znaCajan gubitak neurona parijetalnog korteksa
posljedicno TBI. Medutim, primjena SWCNT-PEG pokazala je neuroprotektivni potencijal
budu¢i da u miSeva s primijenjenim nanocjev€icama nije zabiljezen znacajna gubitak neurona
u parijetalnom korteksu. Gubitak neurona zabiljezen je prethodno u eksperimentalnoj TBI u
misa (57) te je to oCekivani rezultat. Prema nasim saznanjima, ovdje je prvi puta istraZivan
utjecaj SWCNT-PEG na gubitak neurona posljedi¢no TBI.

Prilikom TBI dolazi do zariSne 1 difuzne ozljede mozga, a LFPI model koristen u ovom
istrazivanju ima karakteristike oba tipa ozljede. Difuznu ozljedu karakterizira ozljeda aksona
koja je najizrazenija u traktovima bijele tvari, a smatra se odgovornom za razvijanje
patofizioloskih procesa u regijama mozga koje su udaljene od samog Zarista ozljede (10). Iz
tog razloga evaluirali smo mijelinizaciju neuronskih vlakana u korpusu kalozumu. Rezultati su
ukazali na poremecaje u mijelinskom integritetu u traktovima bijele tvari, u petom tjednu nakon
TBI, a primjena SWCNT-PEG potencijalno ima utjecaj na smanjenje primijecenih patoloSkih

promjena. Mahoney 1 sur. (58) zabiljezili su promjene u mijelinizaciji vlakana ¢ak Sest mjeseci
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nakon umjerene TBI, ali su manje nego u akutnoj fazi dva tjedna nakon ozljede. Utjecaj
SWCNT-PEG na mijelinizaciju neurona nakon TBI nije bio istrazivan do sada.

Neurodegeneraciju karakteriziraju razliciti patofizioloski procesi koji mogu rezultirati
odumiranjem neurona. U ovom radu koriStena je metoda bojenja srebrom po Bielschowskom
kako bi se detekcijom akumulacije srebra u neuronima evaluirale degenerativne promjene
neurona parijetalnog korteksa i neuronskih vlakana u korpusu kalozumu. Pet tjedana nakon
TBI zabiljezene su argirofilne strukture koje ukazuju na prisutnost neurodegenerativnih
promjena u parijetalnom korteksu i korpusu kalozumu, medutim ¢ini se da primjena SWCNT-
PEG nije utjecala na te patoloske promjene. Poznato je da su neurodegenerativne promjene
prisutne u raznim regijama mozga u akutnim vremenskim tockama nakon traume mozga (57).
Ritzela i sur. (59) zabiljezili su neurodegeneraciju i znatan gubitak neurona 26 tjedana nakon
TBI, takoder, uocili su i veéi stupanj oksidativnog stresa. Utjecaj SWCNT-PEG na
neurodegeneraciju nakon TBI nije prethodno istraZivan.

CNT se u TBI koriste kao prekursori za dostavu lijekova te je zabiljezena njihova
djelotvornost (60). Zhang 1 sur. (61) uzgojili su in vitro neuronske stani¢ne linije H19-7 na
uzorcima MWCNT. Utvrdeno je da Cunjevi rasta neurona stupaju u kontakt s povrSinom
nanocijevi, a ove snazne interakcije omogucile su neuronima da se Sire i stvaraju medusobne
interakcije. Roman i sur. (62) pokazali su da su SWCNT kemijski funkcionalizirane s PEG-om
ucinkovite u poticanju popravka i regeneracije aksona u Stakorskom modelu ozljede ledne

mozdine ¢ime dolazi do umjerenog funkcionalnog oporavka.

5.2. Reakcija astrocita i mikroglije nakon traumatske ozljede mozga i utjecaj primjene
jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom
Prisutnost astrocitoze, reakcije astrocita koju karakterizira hipertrofija i porast u broju
astrocita, istraZivana je u parijetalnom korteksu i dentatnom girusu hipokampusa pet tjedana
nakon TBI. Promjene koje bi ukazivale na prisutnost astrocitoze nisu zabiljezene u navedenim
strukturama u istrazivanoj vremenskoj tocki posljedi¢no TBI. Takoder, primjena SWCNT-PEG
nije imala zamjetnih u¢inaka na astrocite. U prijasnjim istraZivanjima primijeceno je da u
kroni¢noj fazi nakon TBI, poticanje proliferacije astrocita i povecano otpusStanje neurotrofnih
¢imbenika iz astrocita pospjesuje sinapticko preoblikovanje u CCI-induciranom TBI modelu
na Stakorima (63). Gottipati i sur. (64) zabiljezili su utjecaj SWCNT-PEG na smanjenje kalcij-
ovisnog otpustanja glutamata koriStenjem in vitro modela. U drugoj in vitro studiji, Gottipati i

sur. (65) dokazali su da primjena SWCNT-PEG moZe povecati sposobnost astrocita za

34



preuzimanje glutamata iz izvanstani¢nog prostora. Takoder, zabiljezili su povecanje u koli¢ini
glutamatnih transportera GLAST, povec¢anu imunoreaktivnost GFAP-a te promjene u
morfologiji astrocita.

Stanice mikroglije imaju brojne bitne uloge u odrzavanju homeostaze mozga, a
prilikom ozljede ili prisutnosti patogena mijenjaju morfologiju i fenotip te iz ,,mirujuceg*
oblika prelaze u ,,aktivirani* oblik. Ti aktivirani oblici imaju razli¢ite morfoloSke manifestacije
koje ukazuju na razlucite uloge i procese mikroglije (27). U ovom radu istrazivane su promjene
u broju te prisutnost razli¢itih morfoloskih oblika stanica mikroglije, u parijetalnom korteksu i
dentatnom girusu hipokampusa, nakon TBI. Znacajne promjene u broju stanica mikroglije nisu
zabiljeZene u navedenim strukturama pet tjedana nakon TBI. Medutim, morfoloske promjene
evidentne su u parijetalnom korteksu posljedicno TBI, gdje su zabiljezene stanice ameboidne
morfologije, §to ukazuje na fagocitnu i proupalnu aktivnost. Primjena SWCNT-PEG pokazala
je potencijalne uc¢inke na morfoloske manifestacije mikroglije budu¢i da je detektiran puno
manji broj ameboidnih stanica, a vec¢i broj stanica s hiperrazgranatom morfologijom, $to
ukazuje i na potencijalne funkcionalne razlike u aktivaciji mikroglije. U hipokampusu nisu
zabiljeZene niti promjene u broju, niti u morfologiji stanica mikroglije. Prethodno je dokazana
aktivacija mikroglije u akutnim vremenskim tockama nakon eksperimentalne TBI (66).
Witcher i sur. (67) dokazali su aktivaciju mikroglije u subkroni¢nim i kroni¢nim vremenskim
tockama nakon eksperimentalne TBI te su otkrivene nakupine mikroglije povezane s upalom.

Utjecaj primjene SWCNT-PEG na mikrogliju nije prethodno istrazivan.

5.3. Sinapticke promjene nakon traumatske ozljede mozga i utjecaj primjene jednozidnih
ugljikovih nanocjevc¢ica kemijski funkcionaliziranih polietilen glikolom

Sinapticke promjene istrazivane su u parijetalnom korteksu i dentatnom girusu
hipokampusa pet tjedana nakon TBI, koriStenjem uobicajenog sinaptickog markera
sinaptofizina. Sinaptofizin je integralni transmembranski protein sinaptickih vezikula i smatra
se da ima brojne uloge u sinaptickoj transmisiji. Promjene u imunoreaktivnosti sinaptofizina
koje bi ukazivale na prisutnost sinaptickih promjena nisu zabiljeZene u parijetalnom korteksu
u istrazivanoj vremenskoj tocki niti nakon TBI niti nakon primjene SWCNT-PEG. Medutim, u
hipokampusu je zabiljezeno znacajno smanjenje imunoreaktivnog signala sinaptofizina, u
zivotinja obje eksperimentalne skupine s TBI, §to ukazuje na prisutnost sinaptickih deficita.

Primjena SWCNT-PEG nije znac¢ajno utjecala na zabiljeZene promjene.
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Deficiti u ucenju 1 pamcenju povezani s ozljedom hipokampusa Cesta su obiljezja
traume mozga te Cine dugotrajne komplikacije nakon TBI (68). Gao i sur. (68) istrazivali su
promjene u sinaptickim strukturama i morfologiji dendrita u dentatnom girusu tri dana nakon
primjene CCI ozljede u miSa. Zabiljezili su da je ozljeda rezultirala smanjenom gusto¢om
sinapsi 1 dendrita. Ritzela i1 sur. (59) zabiljezili su smanjene razine sinaptofizina pracene s
dugotrajnim deficitima u dinamici hoda, izgradnji gnijezda, prostornom radnom pamcenju i
paméenju prepoznavanja, 26 tjedana nakon CCI ozljede u misa. Utjecaj SWCNT-PEG na

sinapse nakon TBI nije prethodno istrazivan.
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6. Zakljuci

1.

Pet tjedana nakon eksperimentalne TBI u miSa uoceni su znaCajan gubitak neurona
parijetalnog korteksa, poremecaji u mijelinskom integritetu u traktovima bijele tvari te
prisutnost neurodegeneracije, a primjena SWCNT-PEG rezultirala je smanjenim
gubitkom neurona te moguce i1 smanjenim patoloskim promjenama u traktovima bijele
tvari.

U parijetalnom korteksu i hipokampusu nisu zabiljeZeni znacajni utjecaji TBI ili
primjene SWCNT-PEG niti na astrocite, niti na broj stanica mikroglije, iako su
zabiljezene morfoloske promjene mikroglije u parijetalnom korteksu.

Sinapticke promjene nisu detektirane u parijetalnom korteksu, ali je smanjenje signala
sinaptiCkog markera sinaptofizina zabiljezeno u hipokampusu nakon TBI, medutim,
primjena SWCNT-PEG nije znacajno utjecala na te promjene.

Rezultati ove studije nisu ukazali na potencijalne negativne ucinke primjene SWCNT-

PEG na tkivo mozga.
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8. Popis skraéenica i akronima

BSA albumin govedeg seruma (engl. bovine serum abumine, BSA)

CCI model kontroliranog kortikalnog udara (engl. controled cortical impact)

CFPI model centralnog udarca tlakom tekucine (engl. central fluid percussion
injury)

CNT ugljikove nanocjevcice (engl. carbon nanotubes)

CPP cerebralni perfuzijski tlak (engl. cerebral perfusion pressure)

DAPI 4', 6'-diamino-2-fenilindol dihidroklorid

FPI model udarca tlakom tekucine (engl. fluid percussion injury)

GFAP glijalni fibralni kiseli protein (engl. glial fibrillary acidic protein)

IAM model akceleracijskog udarca (engl. impact acceleration model)

Ibal adaptorna molekula 1 za vezivanje ionizirajuéeg kalcija (engl. ionized

calcium binding adaptor molecule 1)

ICP intrakranijalni tlak (engl. intracranial pressure)

IL-4 interleukin 4

IL-13 interleukin 13

10G integralna opticka gustoca (engl. integrated optical density)

KUF korigirana ukupna fluorescencija

LFPI model lateralnog udarca tlakom tekucine (engl. lateral fluid percussion
injury)

LTP proces dugotrajnog potenciranja (engl. long-term potentation)

MWCNT viSezidne ugljikove nanocjevcice (engl. multi walled carbon nanotubes)

NPO nespecifi¢no pozadinsko obojenje

PEG polietilen glikol

STDP plasti¢nost ovisna o vremenskim intervalima $iljka (engl. spike-timing-
dependant plasticity)

SWCNT jednozidne ugljikove nanocjevc€ice (engl. single walled carbon nanotubes)

SWCNT-PEG  jednozidne ugljikove nanocjevcice (engl. single walled carbon nanotubes)

funkcionalizirane polietilen glikolom

SYP sinaptofizin (engl. synaptophysin)

S7ZS sredi$nji zivéani sustav

TBI traumatska ozljeda mozga (engl. traumatic brain injury)
WD model pada utega (engl. weight drop)
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