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SAZETAK

Eksperimentalni  autoimunski  encefalomijelitis (EAE) je jedan od
najizuCavanijih animalnih modela neuroinflamacije i najéesce je koris¢en animalni
model multiple skleroze (MS). Grafenske kvantne tacke (GKT) su tanki listi¢i grafena
(<100 nm), elipsastog oblika, sacinjeni iz 1-10 slojeva grafena. U bioloskim sistemima,
GKT mogu da ispoljavaju prooksidativno i antioksidativno dejstvo a u skorasnjim
studijama je pokazano i njihovo imunomodulatorno dejstvo. S toga je cilj ovog
istrazivanja je bio da se ispita efekat primene GKT na klinicki tok bolesti i inflamaciju
centralnog nervnog sistema (CNS) u EAE modelu kao i celularne i molekularne
mehanizme koji se nalaze u osnovi potencijalnog povoljnog efekta. Efekat GKT kao i
mehanizmi njihovog delovanja su ispitivani primenom in vivo, in vitro i ex vivo
pristupa. Za indukciju EAE koris¢eni su pacovi Dark Agouti (DA) soja koji su
imunizovani homogenatom ki¢mene mozdine pacova u kompletnom Frojndovom
adjuvansu. U cilju definisanja faze bolesti u kojoj GKT ostvaruju svoje potencijalno
povoljno dejstvo, zivotinje su tretirane sa GKT (10 mg/kg tt, ip) tokom induktivne,
efektorske ili obe faze bolesti. Ispitivanje lokalizacije GKT u tkivima Zivotinja, analiza
limfocitne infiltracije 1 apoptoze Celija CNS 1 demijelinizacije vrSeno je odgovaraju¢im
histoloskim metodama. Koriste¢i tkiva dreniraju¢eg limfnog C¢vora koji oslikava
aktivnost induktivne faze bolesti i ki¢mene mozdine (KM) koja oslikava aktivnost
efektorske faze bolesti, metodom protocne citofluorimetrije je vrSena fenotipska
karakterizacija izolovanih mononuklearnih ¢elija, qRT-PCR metodom ispitivana
ekspresija gena za medijatore inflamacije a imunoblotom analizirana aktivacija proteina
koji ucestvuju u autofagiji i Akt/MAPK signalnim putevima. U in vitro modelu

kokultivacije oligodendrocita i neurona sa stimulisanim limfocitima ispitan je



protektivan efekat GKT tretmana, MTT testom. Najizrazeniji protektivan efekat na
klini¢ki tok bolesti GKT su ispoljile kada su primenjene tokom obe faze bolesti.
Primena GKT je smanjila limfocitnu inflitraciju, demijelinizaciju, oSte¢enje aksona i
apoptozu (pretezno) oligodendrocita u CNS imunizovanih zivotinja. GKT su takode
smanjile Thl celijski odgovor S$to je pokazano smanjenom procentualnom
zastupljenoséu CD3'IFN-y" éelija kao i iRNK za T-bet, IFN-y i ostalih medijatora
inflamacije (IL-1B, TNF, GM-CSF) u mononuklearnim ¢elijama izolovanim iz
dreniraju¢eg limfnog ¢vora i KM imunizovanih pacova. Dodatno, GKT su modulisale
signalni put autofagije i Akt/MAPK signalni put. Sposobnost akumulacije GKT u
tkivima 1 ¢elijama imunskog sistema i CNS je doprinela njithovom protektivnom
svojstvu §to je pokazano i in vitro, na modelu kokultivacije ¢elija nervnog sistema
(oligodendrociti 1 neuroni) sa ConA stimulisanim limfocitima. Pretretman sa GKT S$titi
oligodendrocite i1 neurone od oSteCenja posredovanog stimulisanim limfocitima.
Istovremeno, GKT suprimiraju produkciju medijatora inflamacije $to je pokazano
smanjenom ekspresijom iRNK za T-bet, IFN-y, IL-1p, TNF, GM-CSF kao i ROR-yt. Na
osnovu dobijenih rezultata, moZzemo zakljuciti da GKT ostvaruju povoljan terapijski
efekat na klinicko ispoljavanje EAE deluju¢i direktno i na ¢elije imunskog sistema i na
¢elije CNS-a kao i modulacijom autofagije, MAPK/Akt signalnog puta i Thl imunskog

odgovora.
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SUMMARY

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is one of the most studied
animal models of neuroinflammation and also, one of the most commonly used animal
models of multiple sclerosis (MS). Graphene quantum dots (GQD) are thin ellipsoidal
graphene sheets (<100 nm), made of 1-10-layer thick sheets of graphene. GQD exibit
prooxidative and antioxidative effect in biological systems. Also, previous studies show
its immunomodulatory effect. Therefore, the aim of this study was to investigate the
effect of GQD on clinical course of a disease and central nervous system (CNS)
inflammation in EAE model, as well as cellular and molecular mechanisms underlying
its potential protective effect. The effect of GQD and its mechanisms of action were
examined using in vivo, in vitro and ex vivo approaches. Dark Agouti (DA) rats were
immunized with spinal cord homogenate in complete Freund's adjuvant, in order to
induce EAE. GQD treatment (10 mg/kg bw, ip) was administrated during the inductive,
effector and both phases of a disease. Using the appropriate histological approaches, the
presence of lymphocyte infiltration, apoptosis and demyelination of CNS was
investigated, as well as the ability of GQD to accumulate in cells of immune system and
CNS. Flow cytometry analysis was used to determine phenotype characterization of
mononuclear cells isolated from the draining lymph nodes (inductive phase) and spinal
cord (SC) tissue (effector phase), while the level of mRNA for the inflammatory
mediators was determined by gRT-PCR. Autophagy and Akt/MAPK signaling
pathways in draining lymph nodes and SC tissue were investigated using immunoblot
assay while the protective effect of GQD treatment on oligodendrocytes and neuronal
cells that were co-cultivated with ConA stimulated lymphocytes in vitro, was verified

by MTT test. GQD treatment had the most prominent protective effect on clinical score



when applied throughout the course of the disease. Immune infiltration, apoptotic death
of (mostly) oligodendrocytes, demyelination and axonal damage in the CNS of EAE
animals were reduced by GQD treatment. Furthermore, GQD treatment reduced Thl
cell response which was demonstrated by a reduced percent of CD3"IFN-y" cells, as
well as the level of mMRNA for T-bet and IFN-y, as well as other mediators of
inflammation (IL-13, TNF and GM-CSF) in draining lymph node and CNS immune
infitrate of EAE treated animals. Additionally, autophagy and Akt/MAPK signaling
pathways were modulated. The ability of GQD to accumulate in tissues and cells of
immune system and CNS contributes its protective effect. Oligodendrocytes and
neurons were protected from T cell mediated damage in vitro while, at the same time,
the level of MRNK for T-bet, IFN-y, IL-1p, TNF, GM-CSF and ROR-yt was reduced in
ConA stimulated T cells. Based on the given results, we can conclude that GQD
treatment has beneficial therapeutic effect on a clinical manifestation of EAE acting
directly on both immune and CNS cells. Also, GQD modulate autophagy, Akt/MAPK

signaling pathway and Th1 cell response.

Keywords: graphene quantum dots, experimental autoimmune encephalomyelitis,
neuroinflammation, apoptosis, demyelination, autophagy, MAPK
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1. uvoD

1.1.  UGLJENICNI NANOMATERIJALI

Ugljeni¢ni nanomaterijali su Cestice ugljenika ¢ija je bar jedna dimenzija u
nanometarskoj skali (1). Ugljenik je Sesti element u periodnom sistemu elemenata i
predstavlja osnovnu jedinicu grade svih ugljeni¢nih nanomaterijala. Zahvaljujuéi sp®
hibridizaciji, ugljenikovi atomi formiraju jake kovalentne veze. Usled razlika u
medusobnom vezivanju ugljenikovih atoma i atomskoj strukturi nastaju njegovi alotropi
koji se razlikuju po svojim fizickim, hemijskim i morfoloskim osobinama. Neke od
poznatih alotropskih modifikacija ugljenika su: dijamant, fuleren, amorfni ugljenik,

ugljeni¢ne nanocevi i grafit iz kojeg je dobijen grafen (2).

Fuleren se najc¢esc¢e nalazi u formi bakminsterfulerena sa 60 ugljenikovih atoma
(Ceo). Sp? hibridizovani atomi ugljenika su organizovani u oblik poznat kao skraceni
ikozaedar (3). Dodavanjem polarnih funkcionalnih grupa se prevazilazi njegova slaba
rastvorljivost i niska biokompatibilnost. Tako, hidroksilacijom fulerena nastaju
fulerenoli (Cgo(OH)n) ¢iji broj OH grupa varira (2 < n < 44). Veli¢ina stabilnih
nanoklastera fulerenola se krece u intervalu od 10 do 250 nm 1 zavisi od pH rastvora,

koncentracije fulerena i broja OH grupa (4).

Ugljeni¢ne nanocevi su sacinjene od urolanih grafenskih ploca, §to im daje
cilindri¢nu strukturu. Pre¢nik nanocevi moZze biti manji od 1 nm dok duZina iznosi i
nekoliko mikrometara. U zavisnosti od broja ugljenikovih atoma, mogu se naci u formi
jednoslojnih ili viSeslojnih nanocevi. KarakteriSu se niskom rastvorljivoséu koja se
prevazilazi dodavanjem organskih funkcionalnih grupa, ¢ime je omogucena njihova
primena u bioloSkim sistemima (5-7). Zahvaljujué¢i velikoj povrSini mogu biti
konjugovani sa razli¢itim molekulima, a sp? hibridizovani ugljenikovi atomi i podesive
fizicke karakteristike (prec¢nik, duzina, broj slojeva grafenskih ploc¢a) im daju dobra

elektri¢na i opticka svojstva (7).



Grafen se prvi put pominje 1968. godine, kada je okarakterisan kao jednoslojan
list ugljenikovih atoma. Hans Peter Boem (Hanns-Peter Boehm) je 1960. godine,
metodom transmisione elektronske mikroskopije (TEM) primetio jedan ili nekoliko
slojeva grafen oksida (8), a pojam ,grafen” je uveden 1987. godine (9). Nekoliko
decenija kasnije (2010. godine), dvojica fizicara ruskog porekla, Andrej Gejm (Andre
Geim) 1 Konstantin Novoselov sa Univerziteta u Mancesteru (Velika Britanija) su
dobila Nobelovu nagradu u oblasti fizike za revolucionarne eksperimente kojima su
uspeli da izoluju dvodimenzionalni grafen tokom 2004. godine (8). Primenjujuéi
takozvani metod ,lepljive trake®, zasnovan na raslojavanju visoko orijentisanog
pirolitickog grafita, dobijali su slojeve grafena razli¢ite debljine koje su prenosili na
silicijumsku podlogu metodom suvog ili vlaznog transfera (10). Ovaj veoma
jednostavan metod omogucava izolaciju visokokvalitetnog, Cistog jednoslojnog grafena
uz minimalna oSte¢enja dobijenih grafenskih ploa. Medutim, zbog nemoguénosti
Siroke primene i niske reproducibilnosti, grafen dobijen na ovaj nacin se Kkoristi

uglavnom u bazi¢nim istrazivanjima (8).

Grafen se sastoji od jednog sloja sp? hibridizovanih ugljenikovih atoma,
organizovanih u dvodimenzionalnu heksagonalnu reSetku koja podsec¢a na strukturu
saca. sz hibridizovane orbitale atoma ugljenika omogucéavaju formiranje jakih
kovalentnih ¢ veza izmedu jednog i tri susedna atoma ugljenika. Ove kovalentne veze
su odgovorne za stabilnost i Cvrstinu reSetke, kao i za elastiéne osobine grafena.
Interakcije izmedu preostalih susednih nehibridizovanih 2pz orbitala grade
delokalizovane n=n veze koje se nalaze iznad atomske ravni i odgovorne su za termalnu
i elektriénu provodljivost (11). Planarni grafen je nestabilan i ne moZze se naci u prirodi,
zbog Cega zauzima razlicite forme - umotan u fulerene, urolan u nanocevi ili naslagan u
grafit (Slika 1) (10, 12). U zavisnosti od nacina sinteze grafena nastaju razlic¢iti defekti,
a heteroatomi i1 funkcionalne grupe koje mogu biti vezane za povrSinu ugljeni¢nih
materijala, odreduju njihova strukturna i fizicko-hemijska svojstva. Funkcionalne grupe
poput epoksidnih (O-C-O), hidroksilnih (C-OH), karbonilnih (C=0) i karboksilnih
(COOH) predstavljaju reaktivna mesta 1 utiCu na njihovu rastvorljivost 1
biokompatibilnost (13, 14). Zahvaljuju¢i dobrim elektricnim, optickim, termalnim i

mehani¢kim osobinama, grafen se istrazuje U mnogim oblastima nauke.



Slika 1. Razli¢ite forme planarnog grafena: levo- fuleren; sredina- nanocevi; desno- grafit. Preuzeto i
modifikovano iz rada Geim AK, Novoselov KS. The rise of graphene. Nat Mater. 2007; 6:183-91. (12).

Grafen oksid (GO) predstavlja oksidovanu formu grafena cije lateralne
dimenzije iznose i po nekoliko stotina nanometara (13, 15, 16). lako prisustvo kiseonika
u funkcionalnim grupama grafen oksida remeti njegova elektricna i mehanicka svojstva,
sa druge strane omogucava bolju rastvorljivost u vodi i moguénost kovalentne
modifikacije. GO je Cesto koriS¢en kao prekursor u sintezi razli¢itih grafenskih struktura
poput grafenskih kvantnih tacaka (GKT) 1 karbonskih kvantnih tacaka (KKT) koje,
zahvaljujuc¢i izrazito malim dimenzijama, ostvaruju interakcije sa bioloskim strukturama
na nivou atoma (17). Ovi materijali su manji oblici njihovih prekursora, ¢ije lateralne
dimenzije ne prelaze 100 nm. Zahvaljuju¢i optickim svojstvima - Sirokom
apsorpcionom spektru i veoma uskom emisionom spektru, uz visoku otpornost na
gubitak  fotoluminiscencije usled degradacije molekularne strukture (engl.,
photobleaching), kvantne tac¢ke se koriste kao fluorescentne probe u biomedicinskim

istrazivanjima (17).



Grafenske kvantne tacke (GKT) se sastoje iz jednog ili vise slojeva grafena,
elipsastog su oblika i bo¢nih dimenzija od 1,5 - 100 nm. SrediSte GKT obi¢no ima
heksagonalnu strukturu grafena dok su ivice cik-cak nazubljene (18). U prisustvu
oksigenisanih funkcionalnih grupa, elektrohemijska svojstva GKT nalikuju na osobine
GO ili njegovu redukovanu formu (19). Fotoluminiscentna svojstva GKT su posledica
kvantnog ogranienja koje potite od m-elektrona u sp® hibridizovanoj mrezi
ugljenikovih atoma. Fotoluminiscentna svojstva mogu zavisiti od veli¢ine, konfiguracije
ivica, oblika i funkcionalnih grupa (20), a cik-cak ivice GKT imaju emisione spektre
koji variraju od dubokog UV (235,2 nm) do infracrvenog (999,5 nm) dela spektra (21).
Grafenske kvantne taCke se mogu sintetisati primenom razli¢itih metoda ,,top down* i
,bottom up“ pristupa. ,,Top down* metode se baziraju na eksfolijaciji grafenskih
materijala mehani¢kim, hemijskim i elektrohemijskim putem (18), ¢ime dolazi do
slabljenja van der Waals veza izmedu slojeva grafita. Na ovaj nacin nije moguce
kontrolisati veli¢inu i morfologiju dobijenih Cestica (8). Sa druge strane, ,,bottom up*
metode podrazumevaju kontrolisanu sintezu GKT iz malih gradivnih blokova. Postupci
koji se primenjuju u ovim metodama su veoma kompleksni i zasnivaju se na postepenoj
fuziji malih aromati¢nih molekula ili reakcijama kondenzacije pomocu pirolize i
karbonizacije organskih jedinjenja (21). Zagrevanjem organskih jedinjenja iznad
njihove tacke topljenja dolazi do kondenzacije, nukleacije 1 posledicnog formiranja
mreze sp2 hibridizovanih ugljenikovih atoma. Primena ¢vrstih nosaca kao Sto su platina,

bakar i nikl moze olaksati talozenje ugljenikovih atoma u planarne strukture (8, 21).

Karbonske kvantne tatke (KKT) su, za razliku od GKT, vise sferi¢ne i
amorfne, mada mogu da budu i u obliku kristalne resetke sa&injene uglavnom od sp®
hibridizovanih ugljenikovih atoma (22). Neke studije ukazuju na postojanje strukture
dijamanta sa sp® hibridizovanim ugljenikovim atomima (23). KKT su hemijski inertne,
rastvorljive i otporne na gubitak fotoluminiscence, koja za razliku od GKT sa ivi¢nim
defektima, potice od povrsinskih defekata. Zahvaljujuéi svojim elektri¢énim svojstvima,
po ozra¢ivanju se mogu ponasati kao donori ili akceptori elektrona, a mogu se koristiti 1
kao biosenzori (24). U poredenju sa GKT, KKT su manje atraktivne za elektrohemijsku

primenu zbog manje specifiéne povrsine, slabije uredenosti i amorfne strukture (19).



1.1.1. BioloSka dejstva ugljeni¢nih nanomaterijala

Imaju¢i u vidu visoku biokompatibilnost, dobru rastvorljivost, kao i mogucnost
ulaska u ¢elije, svojstva ugljenicnih nanomaterijala su ispitivana u razli¢itim bioloskim
sistemima. U skladu sa tim, pored znacajne primene kao prekursora u sintezi razlicitih
grafenskih struktura, GO je koris¢en u brojnim in vitro i in vivo studijama. lako postoje
podaci u prilog tome da plo¢e GO tesko ulaze u cCeliju (15, 25), Wang i saradnici su
pokazali sposobnost njihove akumulacije u citoplazmi i jedru fibroblasta (26).
Toksikoloske studije o biodistribuciji i eliminaciji GO iz organizma ukazuju na
sposobnost akumulacije u plu¢ima (27), jetri i slezini (28). Zahvaljujuéi velikoj
povrsini, GO se moze Kkoristiti kao nosa¢ lekova (29). Medutim, usled dugog
zadrzavanja i oteZanog izlu¢ivanja iz organizma, njegova primena u in vivo studijama je
diskutabilna (16). Sa druge strane, zahvaljuju¢i dobrim elektricnim svojstvima,
fotoluminiscenci, biokompatibilnosti i niskoj toksi¢nosti, GKT predstavljaju dobru
alternativu poluprovodni¢kim neorganskim kvantnim tackama (npr. CdSe, CdTe) koje
su koris¢ene kao probe za ,,bioimidzing* (30). GKT imaju veliki potencijal za primenu
u bioloskim sistemima obzirom da, nakon ekscitacije plavim svetlom produkuju
reaktivne kiseonicne vrste. Ovo ih ¢ini dobrim kandidatima za primenu u
fotodinamickoj terapiji (30). Fotodinamickim dejstvom GKT ubijaju bakterije (31) i
tumorske celije indukcijom autofagije i apoptoze (32). Sa druge strane, neozracene
GKT nisu citotoksi¢ne za tumorske ¢elije (32), niti utiCu na vijabilitet, proliferaciju,
metaboli¢ku aktivnost i diferencijaciju humanih neuronalnih stem ¢elija (33). Sli¢no za
KKT je pokazano odsustvo citotoksi¢nog dejstva na HepG2 (22), MCF-7 i HT-29 (34)
tumorskim ¢elijskim linijama, kao i na 293T ¢elijama bubrega (35). Odsustvo toksi¢nog
efekta GKT i KKT je pokazano i in vivo, pri ¢emu su, iako akumulirane u jetri i slezini,

postepeno izluéivane iz organizma (36-38).

Fulerenoli, zahvaljuju¢i svom antioksidativnom svojstvu, predstavljaju dobre
kandidate u lecenju neurodegenerativnih bolesti u kojima dolazi do apoptoze neurona
kao posledice oksidativnog stresa (39). Takode, imaju hepatoprotektivna (40) i
citoprotektivna svojstva (41), kao i sposobnost da neutraliSu citotoksi¢no dejstvo
doksorubicina (42). S druge strane, fotodinamicka aktivacija solubilnih derivata

fulerena je toksi¢na za tumorske celije kolona, cerviksa, larinksa i pluca (43). Pored
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antioksidativnog svojstva, za fulerenole je pokazan i antiinflamatoran efekat na modelu

karagenanom indukovanog edema Sape kod pacova (44).

Ugljeni¢ne nanoCestice se mogu potencijalno Koristiti kao nosaci lekova (45-47)
dok sposobnost ulaska u ¢elije i prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru (48-50) pruza
mogucnost za njihovu primenu u leCenju neuroloSkih oboljenja (21). Takode je
pokazano da ugljeni¢ne nanocestice poput fulerena, GO, karbonskih nanotuba i GKT
imaju imunomodulatorna svojstva. Derivati fulerena smanjuju neuroinflamaciju (51) i
suprimiraju ¢elijski odgovor posredovan T limfocitima u ste¢enoj imunosti (52). Pored
toga, GO je toksi¢an za limfocite i dovodi do njihove apoptoze (53), dok karbonske
nanocevi stimuli$u produkciju IL-1f i IL-6 nakon hroni¢ne aplikacije miSevima, kao i in
vitro, u makrofagima (54). Protektivno i antiinflamatorno dejstvo neozra¢enih GKT je
pokazano in vivo u modelu fulminantnog hepatitisa kod miSeva (55), dok je
proinflamatorni T ¢elijski odgovor suprimiran indukcijom tolerogenih dendritskih ¢elija
(56). Medutim, u ¢elijskoj liniji humanih monocita GKT su izazvale proinflamatorni

odgovor indukcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (57).

1.2. EKSPERIMENTALNI AUTOIMUNSKI ENCEFALOMIJELITIS

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE) je animalni model
neuroinflamacije, koja se nalazi u osnovi demijelinizujuéih bolesti kao $to su multipla
skleroza (MS) i akutni diseminovani enefalitis. Saznanja o patogenezi MS su zasnovana
na proucavanju EAE modela. Naime, kako se odgovor na pitanja koja se odnose na
pocetak bolesti, regulaciju relapsa/remisija 1 lokalizacije lezija unutar centralnog
nervnog sistema (CNS) ne moze dobiti iz klinickih studija, neophodno je postojanje
odgovarajuc¢ih animalnih modela (58). Zbog velikog broja molekularnih mehanizama
koji se nalaze u osnovi demijelinizacije, razvijena su tri eksperimentalna animalna

modela, pri ¢emu svaki reprodukuje razlicitu etiologiju samog procesa:

1. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE),
2. Kuprizonski model
3 Encefalomijelitis izazvan Theilerovim misijim virusom (TMEV) (59)



Medu pomenutim modelima, EAE je najceS¢e koris¢en. KarakteriSe se
prisustvom inflamatornih infiltrata (saCinjenih od T i B limfocita i makrofaga) koji
uzrokuju stvaranje fokalnih demijelinizujuc¢ih plakova u CNS, Sto rezultuje razli¢itim
neuroloSkim ispadima. U EAE modelima se koriste razli¢ite zivotinjske vrste, najcesce
iz roda glodara. U zavisnosti od autoantigena koji se koristi za imunizaciju i
zZivotinjskog soja, varira i imunizacioni protokol. U EAE modelima dolazi do razvoja
lezija koje nalikuju lezijama koje se javljaju kod pacijenata obolelih od MS (58), pri
¢emu se bolest najceS¢e manifestuje kao paraliza repa koja se Siri na zadnje i1 prednje

ekstremitete (60-62).

Prvi koraci na polju istrazivanju EAE datiraju jos$ iz 1925. godine. Imunizacijom
zeCeva homogenatom humane kiémene mozdine dolazi do inflamacije ki¢mene
mozdine i paralize ekstremiteta (63). Tokom 1930. godine Rivers je zajedno sa svojim
saradnicima pokazao da EAE moze biti indukovan kod primata visestrukim injekcijama
emulzije mozdanog tkiva zdravih zeéeva (64). Dodatno, Paterson je 1960. godine
ukazao da transfer celija izolovanih iz limfnog ¢vora imunizovanog pacova, u singene
neimunizovane pacove dovodi do indukcije EAE (61). Tokom narednih godina,
usavrSavani su razli€iti protokoli imunizacije. Veliki napredak je postignut upotrebom
Frojndovog (engl., Freund) adjuvansa, ¢ime je omogucena indukcija bolesti nakon jedne
imunizacije u vise vrsta zivotinja. Takode, uvodenje Pertussis toksina je znacajno
unapredilo imunizacioni protokol. Glodari koris¢eni u EAE modelu su zecevi, zamorci,
misSevi 1 pacovi, dok su marmoset majmuni (Callithrix jacchus) najvise koriséeni za

izu¢avanje EAE kod primata.

Godine 1947. Walt 1 kolege su predlozZili EAE kao pogodan eksperimentalni
model za proucavanje MS (65). Upravo su zbog toga brojni istrazivaci koristili ovaj
model za istraZivanje patofizioloskih mehanizama koji se nalaze u osnovi ove bolesti,

kao i terapeutskih pristupa. EAE se moze indukovati primenom razli¢itih protokola:

1. Aktivna imunizacija se zasniva na inokulaciji homogenata tkiva CNS,
mijelina ili peptida iz mijelina, Sto pokre¢e imunsku reakciju protiv specificnih
antigenskih proteina mijelina. Razli€iti tipovi peptida mijelina kao §to su: mijelin bazni

protein (MBP), proteolipidni protein (PLP), mijelin oligodendrocitni glikoprotein



(MOG) i nekoliko njihovih encefalitogenih epitopa koriste se za indukovanje bolesti.
Izolovani peptidi se aplikuju subkutano, solubilizovani u odgovaraju¢em adjuvansu (61,
66). Postoje¢i imunizacioni protokoli uglavnom koriste preciS¢ene ili rekombinantne
proteine mijelina, kao i sinteticke peptide dobijene iz ovih proteina (61). Odgovarajuci
odnos antigena i adjuvansa je bitan za razvoj bolesti. Jedan od najces¢e koriS¢enih
adjuvansa je kompletni Frojndov adjuvans koji sadrzi Mycobacterium tuberculosis i
indukuje Thl ¢elijski odgovor. Koris¢enje kompletnog Frojndovog adjuvansa dovodi do
aktivacije perifernog imunskog odgovora koji povec¢ava permeabilnost krvno-mozdane
barijere (67).

2. Pasivna imunizacija, poznata i kao adoptivni transfer, se karakteriSe
transferom antigen-specifiécnih  CD4" T limfocita iz Zivotinja imunizovanih
encefalitogenom u singene primaoce (62). Ovaj vid imunizacije omogucéava pracenje
uloge CD4" T limfocita tokom bolesti, a takode je pogodan za proudavanje efektorske
faze bolesti, u odsustvu adjuvansa. Posto se vrsi transfer ve¢ aktiviranih CD4"™ T
limocita, EAE se razvija brze, ¢ime je omogucéeno proucavanje efektorske faze bolesti,
nezavisno od induktivne. Takode, manipulacija T limfocitima in vitro omogucava

proucavanje uticaja razlicitih subpopulacija T limfocita na razvoj bolesti.

3. Znacajni rezultati su dobijeni proucavanjem spontane inflamacije CNS
kod transgenih Zzivotinja. Prve transgene Zivotinje koriS¢ene u ovakvom pristupu
dobijene su genetskim manipulacijama na B10.PL soju miSeva. MiSevi su imali
povecanu ekspresiju T ¢elijskog receptora (TCR) na CD4" limfocitima koji su specifi¢ni
za MBP, a poznati su jo§ kao MBP Acl-10 linija miSeva. Kod ovih Zivotinja, bolest se
razvijala spontano ali u malom broju slucajeva (68). Kod MBP-TCR transgenih miseva
sa nefunkcionalnim RAG (engl., recombination-activating genes) genima, u odsustvu T
regulatornih (Treg) i B limfocita, incidenca razvoja EAE je iznosila 100%. Dodatnim
eksperimentima je pokazano da Treg limfociti inhibiraju nastanak EAE (69). Genetskim
manipulacijama su dobijeni novi transgeni miSevi medu kojima je i SJL/J soj koji je
eksprimirao T Celijski receptor specifican za PLPi3g.15; i razvijao EAE sa fatalnim
ishodom (70). Zatim, C57BL/6 misevi sa T Ccelijskim receptorom specificnim za

MOGgs.55 su razvijali spontani EAE u 4% slucajeva dok je u 30% slucajeva doslo do



razvoja opti¢kog neuritisa (71). Imajuéi u vidu kljuénu ulogu CD8" T limfocita u MS,
odreden broj istrazivanja je baziran i na genetskim modifikacijama ovih ¢elija. Tako su
dizajnirane CD8" T éelije koje eksprimiraju T ¢elijske receptore specifi¢ne za MBP i
MOG. Medutim, za indukciju EAE u miSevima sa CD8" T limfocitima specifi¢nim za
MBP neophodno je prisustvo virusne infekcije (72). B limfociti takode ucestvuju u
imunopatogenezi MS pa su zbog toga razvijeni transgeni modeli miseva koji su
eksprimirali MOG-specifican TCR na CD4" T limfocitima i MOG-vezujuéi teski lanac
imunoglobulina na B limfocitima. Ovi miSevi razvijaju spontani optikospinalni

encefalomijelitis koji zahvata ki¢menu mozdinu i opticke nerve (73).

1.3. IMUNOPATOGENEZA EAE

Imunopatogeneza EAE je dinamican proces tokom kojeg nastaju razlicite T
¢elijske subpopulacije, Cija se ucestalost u perifernim limfoidnim organima i CNS
smenjuje tokom induktivne, efektorske i faze oporavka. Tokom induktivne faze bolesti,
usled interakcije sa antigen prezentuju¢im c¢elijama dolazi do aktivacije i diferencijacije
naivnih CD4" T limfocita u efektorske autoreaktivne CD4" ¢elije. Efikasna interakcija
sa antigen prezentuju¢im celijama podrazumeva vezivanje TCR za peptide koji se
nalaze u sklopu MHC molekula Il klase (MHC II) i vezivanje koaktivirajueg receptora
(npr., CD28) za kostimulator (npr., CD80, CD86). Kao posledica ovih interakcija, u
¢elijama se pokrec¢u kaskadni signalni procesi koji dovode do proliferacije T limfocita 1
njihove diferencijacije u efektorske celije koje produkciju medijatore inflamacije.
Diferencijacija T ¢elija u razli¢ite T ¢elijske subpopulacije zavisi od citokinskog miljea,
a kljuéne CD4" T ¢éelijske subpopulacije uklju¢ene u imunopatogenezu EAE su Thl i
Th17, kao i Treg ¢elije (74).

CNS je imunoprivilegovan organ u kojem su procesi inflamacije pod kontrolom
rezidentne mikroglije koja predstavlja njegov glavni imunski sistem i §titi neurone od
ofteéenja tokom infekcije. Tokom efektorske faze, aktivirani CD4" T limfociti lakse
prolaze kroz krvno-mozdanu barijeru u odnosu na naivne T limfocite. Transmigracija
encefalitogenih CD4" T ¢elija kroz krvno-mozdanu barijeru, ¢ija je permeabilnost

povecana usled inflamacije, regulisana je hemokinima 1 adhezivnim molekulima. U



prisustvu IFN-y i faktora nekroze tumora (engl., tumor necrosis factor, TNF), endotelne
¢elije krvnih sudova eksprimiraju adhezivne molekule ICAM-1 (engl., intercellular
adhesion molecule 1) i VCAM-1 (engl., vascular cell adhesion molecule) za koje se
vezuju integrini encefalitogenih T ¢elija, ¢ime je omogucéen njihov prolazak kroz krvne
sudove i ulazak u CNS (75). Pored krvno-mozdane barijere, i horioidni pleksus
predstavlja mesto ulaska autoreaktivnih T ¢elija u CNS. Naime, konstitutivna ekspresija
CCL20 hemokina u horioidnom pleksusu privlaci autoreaktivne T ¢elije, medu kojima
Th17 eksprimiraju CCR6, hemokinski receptor koji omogucava njihov ulazak u CNS
tokom induktivne faze bolesti (76). Po prolasku kroz krvno-mozdanu barijeru,
infiltrisuée CD4" T ¢elije bivaju reaktivirane u CNS od strane antigen prezentujuéih
¢elija, ukljucujudi 1 dendritske Celije koje prezentuju peptide mijelina u sklopu MHC 1l
molekula. Inflamatorni odgovor dalje stimuliSe regrutovanje monocita i/ili makrofaga
koji produkuju TNF i IL-1 (61, 62). Mehanizmom Sirenja epitopa dolazi do aktivacije
naivnih CD4" T ¢elija specifi¢nih za razli¢ite epitope CNS proteina (77). U odgovoru na
nastalu promenu u mikrosredini, aktivirana mikroglija sekretuje citokine, hemokine kao
i reaktivne kiseoniéne i azotne vrste (NO) (78), koji u sadejstvu sa medijatorima Thl i
Th17 celijskog odgovora doprinose oStecenju okolnog tkiva. Razvoj i progresija
autoimunskog odgovora na mijelin specificne antigene uslovljeni su ravnotezom 1
interakcijom izmedu efektorskih i regulatornth T celija. Jednom aktivirane 1 klonski
ekspandirane autoreaktivne efektorske T c¢elije (Thl, Th17) indukuju inflamaciju i
dovode do ostecenja tkiva. Sa druge strane, Treg 1 Th2 celije kontroliSu i smanjuju
inflamaciju izazvanu autoreaktivnim T ¢elijama, ¢ime uvode imunizovane zivotinje u

fazu oporavka (79).

NajteZe klinicke manifestacije EAE na vrhuncu bolesti javljaju se izmedu 10. i
15. dana nakon imunizacije. Tada dolazi do demijelinizacije ki¢mene mozdine 1 edema
usled nakupljanja inflamatornog infiltrata koji se sastoji uglavhom od limfocita i
makrofaga (59). lako se malo zna o molekularnim mehanizmima koji se nalaze u osnovi
demijelinizacije, poznato je da usled infiltracije Thl i Th17 limfocita dolazi do
ostecenja i apoptoze oligodendrocita, koji su odgovorni za mijelinizaciju u CNS (80).
Ostecenje oligodendrocita je posredovano produkcijom medijatora inflamacije i NO od
strane aktiviranih T limfocita, glijalnih ¢elija i makrofaga. Pokazano je da je nivo NO

znacajno povisen u MS lezijama i smatra se bitnim aspektom oste¢enja oligodendrocita
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(81). Kao posledica demijelinizacije i izmenjene ekspresije membranskih Na-kanala,
oSteceni aksoni (82) otezano sprovode nervne impulse Sto rezultuje klinickim

manifestacijama bolesti.

1.3.1. T ¢éelijske subpopulacije u limfocitnom infiltratu CNS

Istrazivanja na EAE modelu su omogucila jasno i precizno definisanje
limfocitnog infiltrata unutar CNS. Tako, danas se pouzdano zna da je on sac¢injen
predominantno od T i B limfocita i NK (engl., natural killer) ¢elija. T limfociti su
heterogena grupa celija koju sacinjavaju: pomoc¢nicki T limfociti (engl., T helper, Th
CD4"), citotoksi¢ni T limfociti (CD8") i regulatorni T limfociti (Treg). Unutar svake
klase T limfocita, moguca je njihova diferencijacija u razlicite podtipove u zavisnosti od

citokinskog miljea (81).

Th éelije spadaju u kategoriju CD4" ¢elija koje uéestvuju u indukciji i regulaciji
urodenog 1 steCenog imunskog odgovora (Slika 2). U pocetku se smatralo da je MS
posredovan Thl éelijama koje nastaju aktivacijom naivnih CD4" T limfocita u
prisustvu IL-12 (81, 83). IL-12 je heterodimer sacinjen iz dve subjedinice, p35 i p40. Da
IL-12 ima vaznu ulogu u razvoju EAE dokazuju 1 istraZivanja u kojima su koris¢eni
knockout misevi za IL-12p35-/- i IL-12p40-/-. Time je pokazano da nedostatak p35
subjedinice IL-12 ne uti¢e na razvoj bolesti dok su IL-12p40- knockout misevi bili
rezistentni na razvoj EAE (84). Aktivirane Thl celije produkuju IFN-y i TNF koji su
glavni medijatori inflamacije u MS i EAE. Pored IL-12, produkciju IFN-y promovisu
JNK2 (engl., c-Jun N-terminal kinase) i p38 MAP-kinaze (mitogenom aktivirane protein
kinaze, MAPK) dok JNKZ1 indirektno, inhibicijom ekspresije gena za IL-4, inhibira Th2
i favorizuje Th1 celijski odgovor (85, 86). Poznato je da Thl ¢elije koje produkuju IFN-
v infiltriraju centralni nervni sistem zivotinja obolelih od EAE, kao i to da inhibicija
produkcije IFN-y smanjuje progresiju bolesti (87). Transkripcioni faktori T-bet, STAT1,
STAT4 i c-Rel su bitni u polarizaciji Thl celijskog odgovora. Medutim, Bettelli i
saradnici su pokazali da utiSavanje STATI1 transkripcionog faktora nema uticaja na
razvoj bolesti (88). Dodatno, proinflamatorno svojstvo IFN-y se ogleda i u tome §to
stimuliSe ekspresiju ICAM-1 i VCAM-1 adhezivnih molekula (75) na ¢elijama endotela
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i samim tim poveéava permeabilnost krvnih sudova za T limfocite. Stavide, kod
pacijenata kojima je aplikovan IFN-y je doslo do pogorSanja bolesti (48, 83). Ovi dokazi
ukazuju na bitnu ulogu Th1l ¢elijskog odgovora u razvoju MS. IFN-y je dugo smatran
proinflamatornim citokinom koji je neophodan za indukciju EAE, s obzirom na visok
nivo ovog citokina u CNS u vrhuncu bolesti koji opada tokom faze oporavka. Medutim,
neometan razvoj bolesti kod miseva deficijentnih za IFN-y ili njegov receptor iskljucio

je njegovu ulogu kao jedinog klju¢nog citokina u indukciji EAE (89, 90).

Th1
—— IFNy
IFN-y
IL-12
Treg Th17
IL-10 TGF-B
TGF-p Naivna IL-6 ROR4t |\ IL-23, IL-17
cpa )~ >\ stz )= L2
IL-22
IL-4 Th2

Slika 2. Diferencijacija T celijskih subpopulacuja. Preuzeto iz rada Aranami T, Yamamura T. Th17
Cells and autoimmune encephalomyelitis (EAE/MS). Allergol Int. 2008;57:115-20. (91)

Dokazi o bitnoj, ali ne i kljuénoj ulozi IFN-y u razvoju EAE su ukazivali na
postojanje dodatnih faktora. Otkri¢e 1L-23 koji je strukturno sli¢an IL-12 jer se sastoji
od 2 subjedinice, p19 1 p40, ukazalo je na moguénost postojanja novog celijskog
odgovora nezavisnog od Thl (92). Cua i saradnici su utiSavanjem gena za pl9
subjedinicu (IL-12p19-/- knockout) inhibirali razvoj EAE kod miseva i pokazali da p19-
/- 1 p40-/- knockout ne razvijaju EAE (84). Proucavajuci IL-23 i mehanizam njegovog
delovanja, doslo se do otkriéa autoreaktivnih CD4" T limfocita koji produkuju IL-17 i
IL-22. Naime, sinergisti¢kim dejstvom TGF-B i IL-6 na naivne CD4" T limfocite tokom

njihove aktivacije dolazi do diferencijacije u Th17 ¢elije koje eksprimiraju receptor za
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IL-23 (IL23R), koji je neophodan za njihovu klonsku ekspanziju i prezivljavanje. Pored
toga, u diferencijaciji Th17 ¢elija znacajnu ulogu imaju i IL-1 i 1L-21 (83). Poznato je
da je TGF-B neophodan za razvoj Thl7, ali i CD4" Treg ¢elija. Uticaj TGF-p u
polarizaciji naivnih CD4" T limfocita zavisi od citokinskog miljea. Tako, naivne CD4"
T ¢elije u prisustvu IL-10 | TGF-B eksprimiraju Foxp3 transkripcioni faktor, marker
Treg c¢elija, dok IL-6 iz aktiviranih antigen prezentujucih c¢elija u sadejstvu sa TGF-f
inhibira stvaranje Treg, a promoviSe nastanak Th17 ¢elija (83, 91). Jedan od klju¢nih
transkripcionih faktora koji ucestvuje u diferencijaciji Th17 subpopulacije Celija je
ROR-yt receptor (engl., retinoic acid orphan related receptors, ROR). U ovu grupu
receptora spadaju i RORa, RORP, RORy i njegova obradena varijanta RORyt, a
kodirani su genom Rorc koji se eksprimira isklju¢ivo u limfoidnim ¢elijama. CD4" T
limfociti pod dejstvom IL-23 eksprimiraju RORyt transkripcioni faktor i njegova
ekspresija pozitivno korelira sa ekspresijom IL-17A, IL-17F i 1L-22 (93). Globalnom
analizom transkripcionih faktora koji ucestvuju u Th17 polarizaciji ustanovljeno je da
vezivanje RORy za promoter gena za IL-17 uvek prati i vezivanje STAT3, IRF4 i
BATF transkripcionih faktora koji regulisu ekspresiju Rorc gena. Pri tome, fosforilacija
STATS transkripcionog faktora zavisi od I1L-6 i 1L-23 koji stimulisu JAK-STAT kinazni
put (94). U prilog uloge STAT3 u indukciji Th17 odgovora govori nalaz da pacijenti sa
humanim hiper IgE sindromom koji nose mutaciju za STAT3 imaju Smanjenu
ekspresiju IL-17 (95). Medutim, poviSena ekspresija STAT3 u Rorc-/- Celijama ne
dovodi do ekspresije IL-17, sto ukazuje na klju¢nu ulogu RORyt transkripcionog faktora
u ekspresiji IL-17 (93). Sposobnost Th17 ¢elija da sintetiSu i produkuju proinflamatorne
citokine IL-17A i IL-17F, kao i da indukuju druge celije da sintetiSu proinflamatorne
medijatore kao §to su IL-6, GM-CSF (engl., granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), matriks metaloproteinaze i CXC hemokine kao §to je CXCLS8

(neutrofilni hemoatraktant), odgovorna je za doprinos Th17 ¢elija inflamaciji CNS (48).

Th2 je anti-inflamatorna subpopulacija CD* T limfocita koji produkuju IL-4, IL-
5, IL-10 i IL-13. Polarizacija Th2 limfocita se odvija u prisustvu IL-4 aktivacijom
STATG6 i GATAZ transkripcionih faktora (81). Takode, u diferencijaciji Th2 Celijskog
odgovora ucestvuje i ERK kinaza (engl., extracellular signal-regulated kinases)
reguliSsu¢i funkciju receptora za IL-4 (85, 86). Povisena ekspresija GATA3 je u

korelaciji sa odlozenim pocetkom i blazom klinickom slikom EAE. Terapeutici koji
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pojacavaju Th2 celijski odgovor ujedno dovode i do inhibicije Thl odgovora, §to

smanjuje ekspresiju proinflamatornih citokina i ublazava klini¢ki tok EAE (81).

T regulatorne (Treg.) celije su najpotentnije imunomodulatorne celije u
steCenoj imunosti koje suprimiraju aktivnost efektorskih T ¢celija 1 odrzavaju
imunolosku ravnotezu. Za njihovu diferencijaciju je neophodan TGF-B koji u prisustvu
IL-10 stimuliSe ekspresiju Foxp3 transkripcionog faktora i povrSinskih markera CD4 1
CD25 (83). Imunosupresivnu aktivnost ostvaruju preko IL-10 i TGF-B koji koji
inhibiraju proliferaciju Th1 ¢elija (81). Takode, Treg ¢elije u CNS suprimiraju [FN-y ali
ne i IL-17 (96). U krvi pacijenata obolelih od relapsno remitentne MS, tokom faze
remisije broj Treg ¢elija je povisen, mada je mali broj ovih ¢elija uvek prisutan u MS
lezijama nezavisno od toga da li je bolest aktivna ili ne. Faza oporavka u EAE je takode

pracena akumulacijom Foxp3™ Treg éelija u CNS (81, 97).

Pored navedenih mehanizama koji reguliSu polarizaciju T ¢elijskog odgovora,
treba pomenuti i ulogu MTOR (engl., mammalian target of rapamycin) u diferencijaciji
Thl, Th2 1 Th17 C¢elijskih subpopulacija. T limfociti deficijentni za mTOR imaju
sposobnost produkcije IL-2 nakon stimulacije, ali ne uspevaju da se diferentuju ni u
jednu od navedenih Ccelijskih subpopulacija (98). Inhibicija mTOR se povezuje sa
anergijom T limfocita, aktivacijom Treg i poja¢anim odgovorom memorijskih T ¢éelija
na mikrobne agense (99). Selektivnim utiSavanjem Rheb proteina (pozitivnog regulatora
mTOR) u T limfocitima miSeva dolazi do razvoja blazeg oblika EAE koji je pracen
smanjenom limfocitnom infiltracijom u CNS i smanjenom klonskom ekspanzijom Th1l i
Th17 limfocita na periferiji (100).
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1.4. ULOGA OKSIDATIVNOG STRESA, APOPTOZE | AUTOFAGIJE U
NEUROINFLAMACIJI

Oksidativni stres nastaje kada produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta prevazide
antioksidativni kapacitet ¢elije. Tada dolazi do oSteCenja lipida celijskih membrana,
posledi¢nog ulaska kalcijuma, oSte¢enja i lize mitohondrija, kao i oSte¢enja DNK 1
proteina u c¢elijama (101). Reaktivne kiseoni¢ne vrste obuhvataju visoko reaktivne
atome ili molekule koji nastaju parcijalnom redukcijom kiseonika. U njih spadaju
superoksidni anjon (Oy), hidroksilni anjon (OH") i vodonik peroksid (H,O;). Reaktivne
Kiseoni¢ne vrste mogu biti sintetisane u mitohondrijama kao sporedni proizvod celijske
respiracije ili delovanjem NADPH oksidaze koja aktivno proizvodi superoksid u
neutrofilima u wuslovima inflamacije. Antioksidativnu zastitu celije ostvaruju

delovanjem glutationa, superoksid dismutaze, katalaze i glutation peroksidaze (102).

Programirana celijska smrt tipa | (apoptoza) je visoko konzervisan i genetski
determinisan proces koji se fizioloski odigrava tokom razvoja i starenja, a u cilju
odrzavanja homeostaze organizma (103). Ovaj energetski zavisan proces je posredovan
proteolitickim enzimima kaspazama, koje se sintetisu u neaktivnoj prekursorskoj formi
pro-kaspaza. Kaspaze se mogu Klasifikovati kao inicijatorske (kaspaza-2,-8,-9,-10),
efektorske (kaspaza-3,-6,-7) i inflamatorne kaspaze (kaspaza-1,-4,-5). Prekusorske
forme inicijatorskih kaspaza se autokataliticki aktiviraju nakon grupisanja u
odgovarajuce komplekse i proteolitickom aktivnoséu aktiviraju efektorske kaspaze.
Dalje, efektorske kaspaze ucestvuju u aktivaciji endonukleaza i proteaza koje
fragmentisu hromozomalnu DNK i proteine citoskeleta i nukleusa (104). Tokom
apoptotske smrti dolazi do kondenzacije i fragmentacije hromatina, pupljenja membrane
I formiranja apoptotskih tela sa celijskim sadrzajem, koja na svojoj povrsini imaju
fosfatidil serin (103). Apoptoza je regulisana spoljasnjim (put receptora smrti) ili
unutrasnjim putem (put mitohondrija) (103, 105). Apoptoza ucestvuje i u formiranju
imunskog sistema, pa tako tokom sazrevanja limfociti koji ne eksprimiraju funkcionalni
antigenski receptor i oni koji eksprimiraju autoreaktivne receptore podlezu apoptotskoj
¢elijskoj smrti (103, 106). Poremecaji u procesu apoptoze i uklanjanju apoptoticnih
fragmenata su jedan od faktora odgovornih za nastanak autoimunskih bolesti (107).

Uloga apoptoze je ispitivana i u neurodegenerativnim bolestima, gde se propadanje
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neurona u Alchajmerovoj i Parkinsonovoj bolesti (108), kao i oligodendroglije u
lezijama tipa 111 kod MS pacijenata pripisuje apoptozi (109).

Autofagija je kataboli¢ki proces koji se konstantno odigrava u ¢elijama u cilju
degradacije sopstvenih nefunkcionalnih ili nepotrebnih citoplazmatskih komponenti
(makromolekula i organela). Ovaj dinami¢an proces omogucava ¢elijama adaptaciju na
promene U oOkruZzenju i odrzava stanje homeostaze U stresnim uslovima poput
gladovanja, hipoksije, ostecenja DNK i oksidativnog stresa (110). Definisane su tri
forme autofagije: autofagija posredovana saperonima, mikroautofagija i
makroautofagija, koje se razlikuju po fizioloskoj funkciji, mehanizmu sekvestracije i
sadrzaju autofagozoma. Termin autofagija se najée$¢e odnosi na makroautofagiju koja
je pod strogom kontrolom Atg (engl., autophagy related) proteina. Jedan od klju¢nih
molekula koji ucestvuje u regulaciji ovog procesa je serin/treonin kinaza mTOR, ¢ija
aktivacija inhibira autofagiju. Aktivnost Raptor-mTOR funkcionalnog kompleksa
(mTORC1) je regulisana energetskim statusom celije 1 razli€itim faktorima stresa. U
fizioloskim uslovima, mTORC1 kompleks se aktivira delovanjem PI3K/Akt signalnog
puta $to inhibira autofagiju (111). Sa druge strane, mMTORC1 je inhibiran adenozin
monofosfatom aktiviranom protein kinazom (AMPK). AMPK predstavlja glavni
energetski senzor u ¢elijama koji se aktivira u uslovima povec¢anog AMP/ATP odnosa
(112, 113) i dovodi do inhibicije mTORC1 kompleksa, a time i aktivacije procesa
autofagije. Nakon indukcije autofagije dolazi do stvaranja autofagozoma u kome se
sekvestrira citoplazmatski sadrzaj, a zatim sazrevanja autofagozoma 1 fuzije
autofagozoma i lizozoma (autofagolizozom) i degradacije sadrzaja unutar vezikula
(114). Eksperimentalno dokazivanje prisustva autofagije se najcesée vrsi pracenjem
konverzije LC3 proteina iz solubilne citoplazmatske (LC3-1) u membransku (LC3-11)
formu tokom faze sazrevanja autofagozoma. Za LC3 se vezuje p62 (engl.,
p62/sequestosomel-SQSTM1) koji proteine obelezene ubikvitinom usmerava u
autofagozome u kojima ¢e biti razgradeni (115, 116). Smanjivanje koncentracije p62
usled degradacije u autofagolizozomima se u eksperimentalnim uslovima koristi kao
dokaz efikasne autofagije (117). Autofagija obavlja bitne uloge u imunskom sistemu,
medu kojima su uklanjanje intracelularnih patogena, prezentacija antigena tokom

sazrevanja limfocita i regulacija sekrecije proinflamatornih medijatora (118, 119).
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Inhibicija autofagije u dendritskim ¢elijama smanjuje klinicke manifestacije EAE (120),

Sto je u skladu sa njenom ulogom u prezentaciji antigena.

Poznato je da u neuroinflamaciji dolazi do povecane produkcije reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (80, 81) koje dovode do ostecenja i apoptoze oligodendrocita. Pored
toga, skorija istrazivanja ukazuju i na aktivaciju autofagije (121, 122). Smatra se da
inflamacija dovodi do oksidativnog stresa koji mehanizmom pozitivne povratne sprege
dalje promovise inflamaciju (123). Apoptoza oligodendrocita do koje dolazi usled
oksidativnog stresa i inflamacije je stimulisana spoljasnjim receptorskim putem koji je
iniciran aktivacijom receptora smrti iz TNFR (engl., tumor necrosis factor receptor)
familije (105, 107). U regulaciji apoptoze u neuroinflamaciji bitnu ulogu imaju MAPK,
medu kojima ERK1/2 promovise prezivljavanje celija, za razliku od p38 i JNK koje
imaju proapoptotsko svojstvo (85). Takode, treba imati u vidu da tokom procesa ¢éelijske
smrti dolazi do pokretanja signala koji stimuliSu nakupljanje limfocita (124), §to je Cest
nalaz prisutan u MS (125, 126). Uloga proteina PI3K/Akt signalnog puta, kao i ERK u
procesu demijelinizacije je pokazana u in vivo studijama (127, 128). Skorasnji podaci
dobijeni u bazi¢cnim in vitro/in vivo istrazivanjima i GWAS (engl., genome-wide
association study) studijama povezuju signalne puteve i proteine koji su ukljuceni u
kontrolu autofagije sa autoimunoséu. Autofagija indukovana oksidativnim stresom
pomaze u uklanjanju ostec¢enih mitohondrija i proteina u ¢elijama (123, 129) i ucestvuje
u regulaciji oksidativnog stresa i inflamatornih puteva u organizmu (123). Indukcija
autofagije uglavnom ima citoprotektivno dejstvo, ali ako je preterana ili neadekvatno
aktivirana moze da dovede i do smrti Celije, pa se autofagija jo§ naziva i programirana
Celijska smrt tipa II. Molekularni mehanizmi koji se nalaze u osnovi dualne prirode

autofagije u regulaciji ¢elijske smrti su tema brojnih studija (129).

Kao sto je prethodno navedeno, zahvaljuju¢i uglavnom svojim pro- i
antioksidativnim svojstvima, ugljeni¢ne nanocestice su predmet brojnih istrazivanja u
biomedicini. Za razliku od uloge u regulaciji ¢elijske smrti, njihova uloga u modulaciji
imunskog odgovora nije intenzivno proucavana (31, 32, 55, 56, 130). Uprkos
ogranicenjima koja se pretezno odnose na neophodnu primenu adjuvansa (61) i
upotrebu inbrednih zivotinjskih sojeva (131), EAE danas predstavlja veoma prihvatljiv i

koristan animalni model za izu€avanje inflamatornih procesa unutar CNS. Znacaj EAE
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modela u rasvetljavanju mehanizama neuroinflamacije i uvodenju novih terapijskih
modaliteta u MS potvrduje cinjenica da su Natalizumab, Glatiramer acetat i
Mitoksantron, registrovani od strane FDA (engl., Food and Drug Administration),
proizasli direktno iz ispitivanja na ovom modelu (132-134). Imaju¢i u vidu da bioloski
efekti GKT predstavljaju atraktivnu oblast istrazivanja, kao i ¢injenicu da njihova uloga
u neuroinflamaciji do sada nije proucavana, Zeleli smo da ispitamo potencijalni

terapijski efekat GKT u EAE modelu na celularnom i molekulskom nivou.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitati efekat GKT na klinicki tok bolesti 1 inflamaciju CNS u modelu EAE.
Ispitati celularne i molekularne mehanizme eventualnog povoljnog dejstva GKT
u EAE.

19



3. MATERIJAL | METODE

3.1. SINTEZA | KARAKTERIZACIJA UGLJENICNIH NANOCESTICA

Grafenske kvantne tacke (GKT) su sintetisane elektronemijskom oksidacijom
grafitnih elektroda (130) uronjenih u disperziju 3 % NaOH u etanolu (96 %), pri
intenzitetu struje od 20 mA. Rastvor GKT je neutralisan pomo¢u HCI, a dobijeni NaCl
je uklonjen filtriranjem nakon flokulacije. Etanol je uklonjen isparavanjem, a dobijeni
prah je rastvoren u acetonu da bi se uklonila hidrofobna frakcija. Posle uklanjanja
acetona, GKT su rastvorene u vodi i dalje pre¢iséene dijalizom pomocu creva za dijalizu
od 3,5 kDa. GKT su dobijene 1 na drugi nacin, termalnom dekompozicijom limunske
kiseline (27). Limunska Kkiselina je zagrevana na 200 °C tokom 30 minuta uz neprekidno
mesanje, nakon ¢ega je dodato 0,5 mol/l NaOH kako bi se postigla pH vrednost rastvora
7. Uzorak je zatim preciSéen dijalizom pomocu creva za dijalizu od 3,5 kDa. 1z vodenog
rastvora obe vrste GKT su dobijene u obliku praha uparavanjem pod snizenim

pritiskom.

Karbonske kvantne tacke (KKT) su sintetisane oksidacijom aktiviranog
ugljenika pomoc¢u smeSe koncentrovanih kiselina (ccHNO3 i ccH,SO,). Aktivirani
ugljenik (300 mg) je pomesan sa 20 ml HNO3 i 60 ml H,SO, u ledenom kupatilu, a
potom je reakciona smeSa grejana na temperaturi od 110 °C, tokom 12 h. Nakon toga,
reakciona smesa je neutralisana pomo¢u NaHCO3. Dobijeni talog natrijumovih soli je
odvojen filtriranjem, dok su u rastvoru ostale KKT koje su pre¢is¢ene dijalizom pomocu
creva za dijalizu od 3,5 kDa. KKT u obliku praha su dobijene uparavanjem pod

sniZenim pritiskom.

Fulerenol je sintetisan hidroksilacijom cistog Ceo fulerena koji je oksidovan sa
H,O, u prisustvu katalizatora tetra-n-butilamonijum hidroksida (TBAH) (135). Fuleren
(200 mg) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) je rastvoren u toluenu (100 ml) tokom
30 minuta u ultrazvu¢nom kupatilu. Rastvoru fulerena je sporo dodata voda tako da se

oCuva granica faza, a zatim je direktno u vodenu fazu dodato 20 ml H,0, (v/v 33 %) i 1
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ml TBAH (v/v 40 %). Reakciona smeSa je grejana uz mesanje na 60°C tokom 24 h,
nakon ¢ega je odvojena vodena faza iz koje je fulerenol taloZzen smeSom 2-propanola,
dietil etra i n-heksana (u odnosu 7:5:5). Fulerenol je dobijen u vidu praha suSenjem

pomocu vakuma.

Grafen oksid (GO) je dobijen oksidacijom grafitnog praha Z-346, Timrex KS6
graphite (Imerys Graphite & Carbon, Bodio, Svajcarska). Za sintezu je kori$¢ena
unapredena Humerova metoda koja iskljucuje koris¢enje NaNOjs (93, 136). Grafitni
prah (1 g) je pomesan sa 23,3 ml koncentrovane H»SO, uz konstantno mesanje na ledu,
nakon Cega je vrSena sonifikacija (30 minuta) i dodat je KMnO, (3 g). Zatim je dodato
50 ml MiliQ vode i temperatura reakcione smese povecana na 40 °C tokom 30 minuta i
95 °C tokom 15 minuta. Potom je reakciona smesa dodata u 170 ml MiliQ vode sa 5 ml
H20, (33%), ¢ime je reakcija prekinuta. GO je filtriran i talog sa filtera ispran sa 100 ml
vodenog rastvora HCI (1:10), a zatim sa vodom sve dok nije postignuta pH 7. Prah GO

je sakupljen nakon vakumskog suSenja.

Sve nanocestice u obliku praha su rastvarane u fizioloSkom rastvoru sa fosfatnim
puferom (engl., Phosphate Buffer Saline, PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u
koncentraciji od 5 mg/ml, sterilisane y-zracenjem (10 kGy) i ¢uvane na +4 °C. Za
potrebe fotoluminiscentne spektroskopije ugljenicne nanocestice su pobudivane
svetloS¢u razli¢itih talasnih duZzina u opsegu od 330 do 450 nm. Spektri
fotoluminescencije su mereni na spektrofluorimetru Fluorolog-3 FL3-221 (HORIBA,
Northampton, Velika Britanija), na sobnoj temperaturi, upotrebom 450 W Xenon lampe
kao izvora ekscitacije (328 nm) i R928P fotomultiplikatorske tube kao detektora.
Morfologija i veli¢ina ugljeni¢nih nano Cestica je prouc¢avana mikroskopijom atomskih
sila (engl., atomic force microscopy, AFM). Uzorci su pripremljeni nakapavanjem
disperzije nancestica na bakarnu mrezicu oblozenu ugljenikom sa 300 proreza, pre¢nika
~63 um (engl., drop casting method). AFM merenja su vrSena na Quesant mikroskopu
(Agoura Hills, CA, SAD) u visoko amplitudnom dinami¢kom rezimu rada (engl.,
tapping), a koris¢ene su AFM Q-WM300 rotiraju¢e monolitijumske silicijumske probe
za bezkontaktnu visokofrekventnu primenu. Za merenja su koriS¢ene standardne
silicijumske iglice (Nano and More Gmbh, Wetzlar, Nemacka) pri konstantnoj sili od 40

N/m na sobnoj temperaturi. Uzorci su rastvarani u MiliQ vodi u koncentraciji od 0,5
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mg/ml. Tanak sloj GKT je nanet na mineral liskun (susenje na vazduhu na 60 °C, 60
minuta) i analiziran. AFM slike su analizirane Gwyddion softverom (137). Zeta
potencijal, kao mera povrsinskog naelektrisanja nanocestica, meren je pomocu Zetasizer
Nano-ZS (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija) sa 4 mW helijum/neonskim
laserom i termo-elektricnim regulatorom. Sva merenja su vr$ena na temperaturi od 25
°C, a vrednost zeta potencijala je izrazena kao srednja vrednost nakon pet merenja. Za
rendgenska fotoelektronsku spektroskopiju (engl., X-ray photoelectron spectroscopy,
XPS) kori$¢en je K-Alpha XPS sistema (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA SAD)
opremljen mikro fokusiranim monohromatskim Al K-Alpha X-ray izvorom (1486,6
eV). Rendgenski zrak veli¢ine 400 nm je koriS¢en pri 6 mA x 12 kV, a spektri su
dobijeni uz konstantan energetski rezim analizatora sa energijom prolaza od 200 eV. Za
potrebe digitalne akvizicije i obradu podataka je koris¢en Avantage software verzija
5,952 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA SAD). Kalibracija spektara je vrSena sa

standardima zlata, srebra i bakra pomoc¢u K-Alpha sistema.

3.2. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

U ovom istrazivanju su koriS¢ene Zenke pacova genetski visokosrodnog soja
Dark Agouti (DA), starosti od 8 do 10 nedelja, telesne tezine 96,0 + 10,8 g. Zivotinje su
dobijene iz uzgajaliSta Vivarijuma Galenika AD 1 gajene pod standardnim uslovima, bez
ogranicenja pristupa hrani i vodi. Svi eksperimenti na Zivotinjama su odobreni od strane
eticke komisije za =zaStitu dobrobiti oglednih Zivotinja Medicinskog Fakulteta
Univerziteta u Beogradu, broj 7841/1 od 11.04.2017. godine. Takode, svi eksperimenti
su odobreni 1 od strane Etickog Saveta Ministarstva poljoprivrede i zaStite Zivotne
sredine Republike srbije — Uprava za Veterinu, broj resenja 323-07-03370/2017-05/4.
Ova studija je izvedena u skladu sa direktivama Evropskog Saveta od 24. novembra
1986. (86/609/EEC).
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3.3 INDUKCIJA I KLINICKA PROCENA EAE
3.3.1. Imunizacija Zivotinja

Zivotinje su imunizovane tkivom ki¢mene mozdine (KM) DA soja pacova koje
je homogenizovano dodavanjem PBS u odnosu 1:1 (50 % tezina u odnosu na
zapreminu). U homogenat KM je dodat kompletni Frojndov adjuvans (Difco
Laboratories, Detroit, MI, SAD) koji sadrzi 1 mg/ml Mycobacterium tuberculosis.
Mesanjem istih zapremina homogenata KM i kompletnog Frojndovog adjuvansa
dobijena je encefalitogena emulzija koja je injektovana intradermalno (po 100 pl), u

zadnje Sape pacova.

3.3.2. Pracenje klinicke slike

Zivotinje su posmatrane svakodnevno od dana imunizacije pa do kraja
eksperimenta. Klinicka ocena je vrSena prema skali od 0 do 4 na slede¢i nacin: 0 -
odsustvo klini¢kih manifestacija bolesti; 1 - atonija repa; 2 - pareza zadnjih
ekstremiteta; 3 - paraliza zadnjih ekstremiteta i 4 — smrt zivotinje. U slu¢ajevima slabije
ili jace izraZenih klinickih znakova od tipi¢nih za odredeni stepen bolesti, koriS¢ene su
intermedijerne vrednosti (npr. jako izraZena atonija repa je definisana kao 1,5 a paraliza
zadnjih ekstremiteta sa inkontinencijom je definisana kao 3,5). Nakon imunizacije
praceni su slede¢i parametri: pocetak bolesti tj., prvi dan kada su primeceni klini¢ki
znakovi bolesti, kumulativni klini¢ki skor koji predstavlja sumu svih svih klinic¢kih
skorova i najveca zabeleZena klinicka ocena. Tokom oporavka je prac¢ena incidenca
pojave relapsa koji predstavlja povecanje klinickog skora za najmanje jedan stepen u
trajanju od 2 ili viSe dana. U odgovaraju¢im vremenskim tackama (7., 14. i 21. dana
posle imunizacije — d.p.i.), pacovi su zrtvovani cervikalnom dislokacijom u etarskoj

anesteziji i uzeti su uzorci odgovarajuéih tkiva (Sema 1).
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Sema 1. Eksperimentalni plan

3.3.3. Tretman pacova ugljeni¢nim nanocesticama

Nakon imunizacije, eksperimentalne zivotinje su metodom slucajnog izbora
rasporedene u kontrolnu i terapijsku grupu (<3 pacova po kavezu). Sve eksperimentalne
grupe su brojale po 8 Zivotinja. Pacovima u terapijskoj grupi su intraperitonealno
aplikovane ugljeni¢ne nanocestice u dozi od 10 mg/kg telesne mase jednom dnevno, od
dana imunizacije do kraja eksperimenta (32. dan). Zatim, ugljeni¢ne nanocestice koje su
ispoljile najpovoljniji efekat su aplikovane u tri razlicita terapijska rezima: 1. od dana
imunizacije do kraja eksperimenta (32. dan); 2. tokom prvih sedam dana od dana
imunizacije; 3. od osmog dana posle imunizacije do kraja eksperimenta, kako bi se
ispitalo u kojoj fazi bolesti ostvaruju najbolji efekat. Kontrolnim EAE Zivotinjama je
aplikovana odgovarajuca zapremina Sterilnog PBS. Za ispitivanje akutne toksi¢nosti
(poremecaj disanja, slabost, anoreksija, promene u ponaSanju), kao 1 motornih
poremecaja slinih onima u EAE (promena u tonusu repa i zadnjih udova), zdravim
neimunizovanim pacovima su aplikovane nanocestice intraperitonealno u dozi od 10

mg/kg telesne mase jednom dnevno tokom 14 dana.
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3.4. HISTOLOSKA ANALIZA
3.4.1. Ispitivanje limfocitnih infiltrata u CNS

Izolovani lumbosakralni uzorci KM pacova su fiksirani u 4 % paraformaldehidu,
dehidrirani u rastu¢im koncentracijama alkohola, prosvetljeni u ksilolu i ukalupljeni u
parafinu. Isecci tkiva (debljine 5 um) su deparafinisani u ksilolu i rehidrirani rastvorima
alkohola opadajuce koncentracije. Nakon rehidratacije, iseCci su obojeni rastvorom
hematoksilina, isprani teku¢om vodom, a zatim obojeni rastvorom eozina, dehidrirani i
pokriveni DPX medijumom. Digitalni snimci preseka tkiva su napravljeni na
fotomikroskopu Leica DM40000B LED (Leica Mycrosystems, Wetzlar, Nemacka), koji
je opremljen digitalnom kamerom (Leica DFC295) i softverom LAS 4.4,
Morfometrijska analiza povrSine preseka KM sa mononuklearnim infiltratom vrSena je
pomoc¢u Imagel 1.49 softvera (National Institutes of Health, Bethesda, MA, SAD),
koriste¢i opciju Set Measuremets/Area i izraCunata je kao procenat povrSine preseka

cele KM. Kvantifikacija je vrena na 5 nasumi¢no odabranih preseka po pacovu.

3.4.2. Ispitivanje apoptoze unutar CNS

Fragmentisana DNK, kao jedan od markera apoptotske smrti celija, na
presecima lumbalnog dela KM detektovana je TUNEL analizom, u kojoj TdT
(terminalna dezoksinukleotidil transferaza) katalizuje dodavanje dUTP (dezoksiuridin
trifosfat) nukleotida obelezenih markerom na krajeve fragmenata prekinute DNK.
Uzorci KM su fiksirani u 4 % paraformaldehidu i ukalupljeni u parafinu. Nakon
deparafinizacije i permeabilizacije uzoraka sa 0,2 % Tritonom X-100, ¢elije su tretirane
sa 3 % BSA (engl., Bovine Serum Albumin) i TUNEL-reakcionom mesavinom (Roche,
Manhajm, Nemacka). U reakciji se anti-fluorescein antitelo obelezeno alkalnom
fosfatazom vezuje za FITC-dUTP, a potom dodavanje precipitujuceg supstrata Fast red
(Roche, Manhajm, Nemacka) omogucava vizuelizaciju signala na svetlosnom
mikroskopu. Nakon bojenja sa Fast red, preseci su obojeni hematoksilinom da bi se
vizuelizovale neapoptoti¢ne c¢elije. Apoptoticne Celije sa crveno obojenim jedrom su

brojane u 5 nasumicno izabranih polja (uvelianje 200 x) na svakom preseku KM. Broj
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apoptoti¢nih ¢elija je izrazen kao procenat broja crveno obojenih apoptoti¢nih nukleusa
u odnosu na plavo obojene neapoptotiéne nukleuse na istom preseku. Apoptoza
oligodendrocita i limfocita je detektovana dvostrukim TUNEL/MBP bojenjem (138)
koriS¢enjem primarnog miSijeg anti-MBP antitela (1:200) (Invitrogen, Paisley, Velika
Britanija) i sekundarnog kozijeg anti-misijeg IgG TRITC antitela (1:200)
(SouthernBiotech, Birmingham, AL, SAD), nakon TUNEL eseja u kome nije izvrSena
konverzija antitelom obeleZzenim alkalnom fosfatazom i Fast red. Obojeni uzorci su
zatim posmatrani na Leica TCS SP2 konfokalnom mikroskopu (Leica Microsystems,
Wetzlar, Nemacka) koris¢enjem FITC-TRITC kombinacije lasera i PL APO 63x 1.3
Glycerol HCX CS objektiva. Apoptoti¢na jedra oligodendrocita su se videla zeleno, dok

je mijelin bio narandzasto obojen.

3.4.3. Ispitivanje demijelinizacije

Uticaj GKT na pojavu demijelinizacije je ispitan metodom koja se zasniva na
koris¢enju, Luxol fast blue (engl.) boje koja se vezuje za lipoproteine i boji mijelin u
plavo (139). Izolovano tkivo KM je fiksirano u 4 % paraformaldehidu i ukalupljeno u
parafinu kako bi se napravili isecci debljine 10 uM. Isecci su deparafinisani ksilolom,
hidrirani u 96 % alkoholu i bojeni u Luxol fast blue rastvoru (1g Luxol fast blue, 100 ml
96 % alkohola i 5 ml 10 % sircetne kiseline) zagrejanom na 60 °C tokom 1 h. Uzorci su
zatim ispirani 96 % alkoholom i destilovanom vodom. Po ispiranju, uzorci su potapani u
0,05 % rastvor Li,CO3 da bi se dobila jasno definisana bela masa i obezbojena siva
masa. Potom su uzorci ispirani destilovanom vodom i stavljeni u 0,5 % rastvor Cresyl
violet (engl.) tokom 10 minuta da bi se obojila jedra Celija sive mase. Posle bojenja sa
Cresyl violet plocice sa uzorcima su ispirane u destilovanoj vodi, dehidratisane u
rastu¢im koncentracijama (96 % i1 100 %) alkohola, prosvetljene ksilolom, pokrivene i
posmatrane pod mikroskopom. Digitalni snimci preseka tkiva su napravljeni na
fotomikroskopu Leica DM40000B LED (Leica Mycrosystems, Wetzlar, Nemacka).
Morfometrijska analiza povrSine polja demijelinizacije na lumbosakralnim presecima
KM vrsena je pomoc¢u Image] 1.49 i opcije Set Measuremets/Area. Na presecima je

izmerena povrSina bele mase KM 1 povrSine demijelinizovanih polja u beloj masi.
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Rezultat je prikazan kao procenat povrSine mijelinizovane bele mase KM.
Kvantifikacija mijelinizovanih i demijelinizovanih podrucja je vrSena na pet nasumicno

izabranih preseka po pacovu.

3.4.4. Ultrastrukturna analiza Celija i tkiva

Celijska internalizacija GKT, stepen demijelinizacije i oSte¢enje aksona
analizirani su pomoéu transmisione elektronske mikroskopije (TEM). Celije kultivisane
in vitro su odlepljene od podloge, prebacene u odgovarajuce epruvete, centrifugirane
(500 g, 5 minuta na 22 °C), oprane dva puta sa 1 ml PBS i centrifugirane na manjoj
brzini (200 g, 10 minuta na 22 °C). Nakon toga dobijeni ¢elijski talog je fiksiran u 3%
glutaraldehidu tokom 24 h. Zatim su Celijski talozi isprani kakodilatnim puferom tokom
30 minuta, dodatno fiksirani osmijum tetroksidom (1 h), ponovo isprani kakodilatnim
puferom i ostavljeni u uranil acetatu preko noc¢i na +4 °C. Sutradan su uzorci dehidrirani
alkoholima rastu¢e koncentracije i propilenoksidom, a zatim ukalupljeni u epoksidne
smole (Epoxy Embedding Medium kit, 45345, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD).
Dobijeni kalupi su seceni na ultramikrotomu Leica UltraCut UCT (Leica Microsystems,
Wetzlar, Nemacka). Prvo su seCeni semi-tanki isecci debljine 500 nm i obojeni toluidin-
plavim da bi se izabrao mali deo uzorka za ultratanke iseCke (70 nm). Ultratanki isecci
su stavljani na bakarne mreZice, kontrastirani uranil acetatom i olovo citratom, i
analizirani transmisionim elektronskim mikroskopom Morgagni 268D (FEI, Hillsboro,
OR, SAD). Limfni ¢vorovi i KM eksperimentalnih Zivotinja su nakon izolacije stavljani
u 3 % glutaraldehid, a dalja fiksacija 1 priprema je vrSena prema ve¢ pomenutom
protokolu. Morfometrijskom analizom TEM preseka lumbosakralnog dela KM je
utvrden procenat mijelinizovanih, nemijelinizovanih ocuvanih aksona 1 oStecenih
aksona sa izmenjenom morfologijom i oSteCenim organelama u aksoplazmi. Na ovaj
nacin je analizirano dvadeset nasumicno izabranih polja po lumbosakralnom preseku

KM (20-40 nervnih vlakana po vidnom polju, uveli¢anje 4400x) po pacovu.
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3.5. IMUNOFLUORESCENTNO BOJENJE I PROTOCNA
CITOFLUORIMETRIJA

Proto¢na citfluorimetrija (engl., fluorescence-activated cell sorting, FACS) je
metoda koja se koristi kako bi se identifikovale, izdvojile i okarakterisale razliCite
¢elijske populacije na osnovu veli¢ine, morfologije i1 ekspresije membranskih i
intracelularnih markera. U cilju ispitivanja uticaja GKT na razli¢ite subpopulacije
mononuklearnih ¢elija iz drenirajué¢eg limfnog ¢vora i tkiva KM primenjena je FACS
analiza. Fenotipska karakterizacija mononuklearnih ¢elija izvrSena je na osnovu
ekspresije povrSinskog markera T limfocita (CD3), kao i unutarcelijske ekspresije

proinflamatornih citokina (IFN-y, IL-17) i anti-inflamatornog citokina IL-10.

3.5.1. Detekcija membranskih i unutaréelijskih antigena mononuklearnih ¢elija

Za potrebe eksperimenta, 5 x 10° éelija izolovanih iz drenirajuéeg limfnog &vora
(7. dan posle imunizacije — d.p.i.) odnosno KM (14. d.p.i.) je resuspendovano u 400 pl
medijuma i stimulisano forbol miristat acetatom (PMA) (400 ng/ml) i jonomicinom
(800 ng/ml) tokom 4 h na 37 °C. Nakon stimulacije je dodavan inhibitor oslobadanja
proteina, tzv. Goldzi blok Brefeldin A (5 uM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD).
Stimulisane Celije su obelezene monoklonskim anti-CD3 (marker T limfocita) antitelom
1 odgovaraju¢im izotipskom kontrolom. Antitela koriS¢ena u eksperimentima i njihove

koncentracije/razblazenja navedeni su u Tabeli 1.

Tabela 1. Antitela koriS¢ena za fenotipsku karakterizaciju celija

Antitelo Proizvoda¢ Koncentracija | RazblaZenje | Obelezivaé
(mg/ml)
Anti-pacovsko CD3 BD Pharmingen 0,5 1:500 FITC
Anti-pacovsko 1gG3, k IC BD Pharmingen 0,5 1:10 FITC

FITC — fluorescein izotiocijanat
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Nakon inkubacije sa CD3 antitelom (30 minuta na +4 °C) ¢elije su fiksirane 2 %
paraformaldehidom 15 minuta na sobnoj temperaturi, oprane u PBS i ¢uvane na +4 °C
do permeabilizacije. Za permeabilizaciju i unutaréelijsko bojenje je koris¢en pufer za
permeabilizaciju (2 % FCS, 0,1 % Triton i 0,1 % BSA u PBS). Celije su inkubirane u
permeabilizacionom puferu 30 minuta na +4 °C u prisustvu anti-IFN-y, anti-1L-17, i anti
IL-10 antitela i odgovarajucih izotipskih kontrola (Tabela 2.). Nakon permeabilizacije,
¢elije su isprane (centrifugirane 3 minuta na 800 g) dva puta u puferu za
permeabilizaciju i finalno resuspendovane u 300 ul PBS. Obojene ¢elije su brojane na
proto¢nom citofluorimetru FACSAria (BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka), a

dobijeni rezultati su analizirani pomocu Diva softvera.

Tabela 2. Antitela koriSéena za detekciju unutarcelijskih citokina

Antitelo Proizvoda¢ Koncentracija | RazblaZenje | Obeleziva¢
(mg/ml)
Anti-pacovsko IFN-y Bio Legend 0,05 1:40 Alexa Fluor
647
Anti-pacovsko IgG, x IC Bio Legend 0,1 1:40 Alexa Fluor
647
Anti-pacovsko IL-17 eBioscience 0,2 1:200 PerCP-Cy 5.5
Anti-pacovsko 1gG2a, « eBioscience 0,2 1:200 PerCP-Cy 5.5
IC
Anti-pacovsko IL-10 BD 0,2 1:200 PE
Pharmingen
Anti-pacovsko 1gG2b, BD 0,2 1:200 PE
IC Pharmingen

PerCP-Cy 5.5- peridinin hlorofil protein- cijanin boja Cy 5.5; PE- fikoeritrin

3.6. ODREDIVANJE NIVOA EKSPRESIJE GENA

Relativna ekspresija odredenih gena u ispitivanim celijama je odredivana
koris¢enjem kvantitativne reakcije lan¢anog umnozavanja (engl., Quantitative Real-time

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, gRT-PCR), gde se koli¢ina
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amplifikovane komplementarne DNK (cDNK) detektuje tokom PCR reakcije u realnom
vremenu. Prethodno se iz ispitivanih celija izoluje RNK koja se reverznom
transkripcijom prevede u cDNK. Za razliku od klasicnog PCR gde se koli¢ina
umnozenih gena odreduje na kraju reakcije, u jednoj vremenskoj tacki, qRT-PCR
metodom se koli¢ina umnozenih gena odreduje u realnom vremenu nakon svakog
ciklusa tokom reakcije, primenom fluorescentnih markera (fluorescentnih boja ili DNK

proba sa fluoroforama).

3.6.1. I1zolacija RNK

Uzorci (5 x 10° éelija), su lizirani u 500 pl reagensa za izolaciju ukupne RNK
(engl., Total RNA Isolation Kit) (Metabion, Planegg, Nemacka). Zatim, u svaki uzorak
je dodavano po 100 pl hloroforma i nakon 10 minuta na +4 °C je vrSeno centrifugiranje
(12000 g, 15 minuta, +4 °C). Na izdvojenu vodenu fazu u kojoj se nalazi RNK je
nalivena ista zapremina izopropanola kako bi se istalozila dobijena RNK. Nakon
meSanja vodene faze i izopropanola, uzorci su drzani na sobnoj temperaturi 30 minuta a
potom centrifugirani (12000 g, 15 minuta, +4 °C). Istalozena RNK je ispirana sa 1 ml
75 % etanola i centrifugirana (7500 g, 5 minuta, +4 °C). Dobijeni precipitati su suseni i
rastvarani u 10 ul demineralizovane vode. Merenjem apsorbance na 260 nm je
odredivana koncentracija izolovane ukupne RNK, a stepen njene ¢istoce je ispitivan na
talasnoj duzini 280 nm (spektrofotometar GeneQuant pro) (Amersham, Velika
britanija) koja odgovara maksimalnoj apsorbanci aromati¢nih amino kiselina. (odnos
Aosonm! Azgonm izmedu 1,7 i1 2 ukazuje na visok stepen Cistoée RNK u odgovaraju¢em

rastvoru).

3.6.2. Reverzna transkripcija

Prevodenje ukupne izolovane RNK u komplementarnu DNK (cDNK) je vr§eno
reakcijom reverzne transkripcije. Zapremina uzorka koja sadrzi 1 pg rastvorene RNK je

do 13 pl dopunjena demineralizovanom vodom. U svaki uzorak je dodato po 1,5 pl
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master miksa - 1 sacinjenog od 1 pl heksamerskih prajmera nasumi¢nih sekvenci
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i 0,5 ul 100 mM smeSe
dezoksiribonukleotid-trifostata (ANTP) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA SAD).
Ovako pripremljeni uzorci su stavljani u ve¢ zagrejan blok aparata (Mastercycler
Gradient) (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) na +70 °C. Nakon prvog ciklusa, uzorci su
izvadeni 1 hladeni na ledu (2 minuta), posle ¢ega je u svaki uzorak dodato po 4,5 ul
master miks - 2 smeSe sa¢injene od 0,5 pl ihnibitora RNAze (40 U/ul) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) i 4 ul koncentrovanog pufera za reverznu transkripciju
(5x reaction buffer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA SAD). Zatim, je u svaki
uzorak dodato po 1 pl (200 U/pl) reverzne transkriptaze Moloni virusa misje leukemije
(RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA SAD) i uzorci su vraceni u termalni blok kako bi se zapocela reverzna
transkripcija, $to je prikazano u Tabeli 3. Kako bi se proverilo prisustvo kontaminacije,
svaki uzorak je imao i negativnu kontrolu koja je sadrzala sve reagense osim uzorka

RNK. Uzorci cDNK su do izvodenja kvantitativnog PCR ¢uvani na +4 °C.

Tabela 3. Prikaz ciklusa tokom reverzne transkripcije

Ciklus Temperatura Trajanje
1 70°C 10 minuta
2 25°C 15 minuta
3 42°C 1 sat
4 70°C 10 minuta
5 95°C 3 minuta
6 4°C do qPCR

3.6.3. Kvantitativni PCR (QRT-PCR)

Kvantitativni gRT-PCR je koris¢en za analizu relativne ekspresije gena za pro-
inflamatorne i anti-inflamatorne citokine, kao i transkripcionih faktora. U
eksperimentima je koriS¢ena ploCa sa 96 bunara za kvantitativni PCR (MicroAmp

Optical 96-Well Reaction Plate) (Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD). Reakciona
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smesa koja je nalivana u bunare se sastojala od 5 ul koncentrovanog komercijalnog
master-miksa (2x TagMan Gene Expression Master Mix) (Life Technologies, Carlshad,
CA, SAD) i 1 ul odgovaraju¢ih prajmera. Na reakcionu smesu je dodavano po 4 pl
c¢DNK odgovaraju¢eg uzorka razblazenog 10 puta (20 pul cDNK uzorka dobijenog u
reverznoj transkripciji u 180 ul demineralizovane vode). Svi uzorci su nalivani i dalje
analizirani u duplikatu. Preko ploca je prelepljivan adhezivni film kako bi se sprecilo
uparavanje uzoraka (MicroAmp Optical Adhesive Film) (Life Technologies, Carlsbad,

CA, SAD). Uslovi amplifikacije su prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Protokol amplifikacije uzoraka tokom gPCR metode

Broj ciklusa Temperatura Trajanje
50°C 2 minuta
95°C 10 minuta
95°C 15 sekundi

40X -
60 °C 1 minut

Dobijena srednja vrednost Ct (engl., threshold cycle) kontrolnog (engl.,
housekeeping) gena je oduzeta od Ct vrednosti gena od interesa da bi se dobile ACt
vrednosti, pa je relativna ekspresija gena odredena kao 2™*“", Rezultati su predstavljeni u
odnosu na vrednosti koje su dobijene u kontrolnim grupama koje su arbitrarno

preracunata na 1.

3.6.4. Prajmeri i probe

Za potrebe qRT-PCR reakcije su koris¢eni komercijalni eseji koji su za svaki
pojedinac¢ni gen sadrzavali specificne prajmere i TagMan probe (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA SAD). Finalne koncentracije prajmera i ispitivanih gena za
sve eseje bile su 900 nM, a odgovaraju¢ih proba 200 nM. Za umnozavanje i
detektovanje cDNK za sve gene korisc¢ene su oligonukleotidne smese koje su sadrzavale

probe obelezene sa FAM. Kataloski brojevi svih eseja navedeni su u tabeli 5.

32




Tabela 5. Prajmeri i probe kori§¢eni u PCR reakciji

Gen Kataloski broj Gen Kataloski broj
1. IFN-y Rn00594078_m1 6. TNF Rn99999017_m1
2. T-bet Rn01461633_m1 7. IL-1 Rn00580432_m1
2, IL-17A Rn01757168_m1 8. GM-CSF Rn01456850_m1
4. RORyt Rn01533717_g1 9. RN18S1 Hs03928985_g1
o IL-10 Rn00563409_m1

3.7. IMUNOBLOT ANALIZA

Imunoblot je metoda za analizu ekspresije i aktivnosti proteina dobijenih
liziranjem C¢elija ili tkiva. Nakon izolacije i denaturacije, proteini se razdvajaju na
osnovu molekulske mase pomocu elektroforeze na poliakrilamidnom gelu. Detekcija
proteina zasniva se na medusobnoj interakciji odredenog proteina sa specificnim

antitelom na povrSini membrane.

3.7.1. Odredivanje koncentracije proteina u uzorcima

Tkiva dreniraju¢ih limfnih ¢vorova 1 Ilumbosakralnog dela KM su
homogenizovana i lizirana u RIPA puferu za liziranje (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150
mM NaCl; 1% NP-40 i 0,25% Na-deoxycholat) u koji je dodat 1 mM PMSF
(fenilmetilsulfonil florid), 1 mM Na-vanadat, 10 mM NaF i koktel inhibitora proteaza
(20 pl/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Uzorci su inkubirani na +4 °C 30
minuta, nakon Cega su centrifugirani (14000 g, 15 minuta, +4°C), a izdvojeni
supernatanti pokupljeni i dalje analizirani. Koncentracija ukupnih proteina u lizatima
tkiva je odredivana metodom po Bradfordu (140). Ukratko, prisustvo proteina je
detektovano primenom Coomassie Brilliant Blue G-250 boje koja se u kiseloj sredini (u
prisustvu proteina) menja iz crvene u plavu. Koncentracija proteina je merena na ¢itau
za mikrotitarske ploce na 570 nm. Intenzitet razvijene plave boje je direktno srazmeran

koncentraciji proteina u uzorku. Razblazenje uzoraka u rastvoru 1x koncentrovane boje
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Coomassie Brilliant Blue G-25 je iznosilo 1:1000. Kao standard proteina korisc¢en je
BSA u koncentracijama od 5-25 pg/ml. Na osnovu poznatih koncentracija standarda

izraCunate su koncentracije proteina u ispitivanim uzorcima.

3.7.2. Kvantifikacija ekspresije i aktivnosti proteina

Odredena zapremina ukupnog tkivnog ekstrakta je kuvana 5 minuta na +100 °C
sa odgovaraju¢om zapreminom redukujuéeg pufera za pripremu uzorka (2 % SDS, 10 %
glicerol, 2 mM 2-merkaptoetanol, 0,002 % bromfenol plavo, 62,5 mM Tris-HCI, pH
6,8). Proteini su denaturisani na +100 °C i oblozeni negativho naelektrisanim
molekulima SDS iz pufera. Prisustvo 2-merkaptoetanola u puferu spreava formiranje
disulfidnih veza u denaturisanim proteinima. Na taj nacin, elektroforetsko razdvajanje
proteina je izvrSeno na osnovu razlika u molekulskim masama. Ispitivana je
koncentracija aktivnih, fosforilisanih formi mitogenom aktiviranih protein kinaza
(MAPK) koje regulisu apoptozu (SAPK/JNK, ERK1/2, p38) i proteina koji ucestvuju u
signalnom putu autofagije (AMPK, Akt, mTOR), kao i ekspresija proteina klju¢nih za
odvijanje samog procesa autofagije (LC3-I1, p62). U bunare poliakrilamidnog gela su
sipane jednake koncentracije proteina (od 10 pg do 50 pg, zavisno od analiziranog
proteina). Uzorci su nanoSeni na gel za sabijanje proteina (4 % akrilamid/0,14 %
bisakrilamid, 0,1 % SDS, 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8), koji je prethodno naslojen na gel
za razdvajanje proteina (10 % akrilamid/0,34 % bisakrilamid ili 12 % akrilamid/0,41 %
bisakrilamid, 0,1 % SDS, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8). Za ubrzanje polimerizacije gelova
koris¢eni su 0,05 % amonijumpersulfat 1 0,033 % TEMED. Pufer za elektroforezu se
sastojao od 192 mM glicina, 0,1 % SDS i 25 mM Tris-HCI, pH8,3. Elektroforetsko
razdvajanje je vrseno pri konstantnom naponu. Do izlaska iz gela za sabijanje proteina
primenjivan je konstantni napon od 100 V, a nakon prolaska uzoraka kroz gel za
sabijanje proteina napon je povecan na 200 V. Uzorci su se kretali kroz gel do izlaska
bromfenol plavo boje sa gela. Na svaki gel je nanet i marker koji predstavlja smesu
referentnih proteina poznatih molekulskih masa (10-250 kDa) Precision Plus Protein™
Dual Color Standards (BioRad, Marnes-la-Coquette, Francuska). Posle zavrSene

elektroforeze proteini sa gela su preneti na nitrocelulozne membrane Hybond C (GE
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Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija) pomocu aparature za polusuvi transfer TE
70 Semi-dry transfer unit (Life Sciences, Tewksbury, SAD). Nitrocelulozne membrane,
gelovi i visoko absorbujuci filter papir su potapani u pufer za transfer (192 mM glicin,
20 % metanol i 25 mM Tris-HCI, pH 8,3) i postavljeni u aparaturu za transfer slede¢im
redosledom: sloj filter papira, membrana, gel i sloj filter papira. Membrana je bila
okrenuta ka pozitivnoj, a gel ka negativnoj elektrodi kako bi pod dejstvom struje
konstantne jacine (0,45 mA/membrani) negativno naelektrisani proteini putovali sa gela
ka membrani. Nakon transfera (90 minuta), membrane su na sobnoj temperaturi
inkubirane 60 minuta u 5 % rastvoru odmasé¢enog mleka u Tris puferu (20 mM Tris, 137
mM NaCl, pH 7,6) koji je sadrzao 0,05 % Tween 20 deterdzenta (u kasnijem tekstu
TBST), kako bi se blokirala mesta nespecificnog vezivanja proteina. Membrane su
potom inkubirane sa odgovaraju¢im zeCijim primarnim antitelom preko noéi na
temperaturi od +4 °C uz blago meSanje, kako bi se antitela vezivala za odgovarajuée
proteinske epitope. Primarna antitela su razblazivana u rastvoru za blokiranje u odnosu
1:750 (anti-fosfo/total SAPK/IJNK, anti-fosfo/total ERK1/2, anti-fosfo/total p38, anti-
fosfo/total AMPK, anti-fosfo/total Akt, anti-fosfo/total mTOR, anti-LC3B, anti-p62) i
1:2000 za anti-pB-Aktin (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, SAD). Nakon 3
ispiranja u TBST, membrane su inkubirane u rastvoru za blokiranje sa anti-zec¢ijim 1gG,
konjugovanim sa peroksidazom rena (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, SAD),
75 minuta na sobnoj temperaturi. Po isteku inkubacije, membrane su ponovo isprane 3
puta u TBST i prelivane sa supstratom za peroksidazu rena. Peroksidaza, koja je vezana
za sekundarno antitelo, razgraduje H,O, iz supstrata do kiseonika i vode. Oslobodeni
kiseonik reaguje sa luminolom iz supstrata uz nastanak 3-aminoftalata i dolazi do
emisije fotona. Nastala svetlost je oCitana u Image Lab programu u kome su dalje
obradeni dobijeni rezultati. Koncentracija fosforilisanih (enzimski aktivnih) proteina je
izrazena u odnosu na signal odgovarajucih nefosforilisanih formi, dok je koncentracija
nefosforilisanih proteina (LC3-II, p62) izraZzena u odnosu na signal B-aktina. Dobijeni
rezultati su predstavljeni u odnosu na netretiranu kontrolu, kojoj je arbitrarno dodeljena

vrednost 1.
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3.8. KULTIVISANJE CELIJA IN VITRO

Za pripremu celijskih suspenzija i kultivisanje limfocita koriS¢en je medijum
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) sa 2 % pacovskog seruma.
Suspenzije limfocita su dobijene iz cervikalnih limfnih ¢vorova neimunizovanih ili
drenirajuéih limfnih ¢vorova imunizovanih pacova DA soja. Celijska linija OLN93 je
dobijena ljubaznoséu prof. Markusa Kipa (Institut za Neuroanatomiju, Medicinski
fakultet, Ahen, Nemacka). Celije su odrzavane u medijumu za kultivaciju ¢elija DMEM
(engl., Dulbecco's Modified Eagle Medium), koji sadrzi 10 % FBS (Fetal Bovine
Serum) koji je prethodno inkubiran 30 minuta na 56 °C u cilju inaktivacije komponenti
sistema komplementa, 1 % glutamina, 1 % natrijum piruvata i 1 %
penicilina/streptomicina (sve Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Primarna ¢elijska
kultura oligodendrocita, izolovana iz mozga pacova DA soja je odrzavana u DMEM
medijumu uz dodatak 20 % inaktiviranog konjskog seruma (engl., Horse Serum, HS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), insulina (5 pg/ml), natrijum selenita (30 nM) ,
transferina (50 pg/ml), hidrokortizona (20 pg/ml) i FBS (1 mg/ml). Primarna celijska
kultura neurona, izolovana iz mozdanog tkiva pacova DA soja, kao i PC12 ¢elijska
linija, dobijena ljubaznos$¢u dr. Andrijane Klajn (Institut za Molekularnu Genetiku i
Geneticko InZenjerstvo, Univerzitet u Beogradu, Srbija), gajene su u DMEM medijumu
sa visokom koncentracijom glukoze (4,5 g/L), 10 % HS (engl., Horse Serum) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 5 % FCS (engl., Fetal Clone 11l serum) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA SAD), 1 % glutamina i 1 % penicilina/streptomicina. Sve
¢elije su kultivisane u inkubatoru na 37 °C u atmosferi sa 5 % CO,. U zavisnosti od
eksperimentalnih potreba, ¢elije su zasejavane u ploce sa ravnim dnom sa 96 bunara (za
utvrdivanje ¢elijskog vijabiliteta) i 12 bunara (za FACS analizu i kokultivaciju) ili u 60 1
100 mm Petrijeve Solje (Sarstedt, Ag&Co.Kg, Nimbrecht, Nemacka) za elektronsku
mikroskopiju i pasaziranje. Broj ¢elija je odredivan bojenjem sa tripan-plavim (0,1 % u
PBS) (BDSL, Velika Britanija) i brojanjem neobojenih (vijabilnih) Ccelija pod
mikroskopom u komori po Biirker-Tiirk. Mrtve ¢elije (obojene u plavo usled naruSenog
integriteta celijske membrane) nisu brojane. U zavisnosti od potreba eksperimenta,

¢elije su zasejavane u odgovaraju¢em broju.
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3.8.1. lzolacija i uspostavljanje primarne kulture oligodendrocita pacova

Oligodendrociti su izolovani iz mozga pacova prema ustanovljenom protokolu
(141). Pacovi visokosrodnog DA soja, starosti 2 dana, su anestezirani i dekapitovani,
nakon ¢ega su uzorci preneseni u laminarnu komoru radi daljih manipulacija. Sterilnim
instrumentima mozdano tkivo je oslobodeno iz lobanje i izolovana je bela masa mozga.
Uklanjanje meningea je vrSeno u HEPES-Earls Balanced Salt Solution (HEPES-EBSS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) bez Ca®* i Mg?*. Izolovana bela masa je usitnjena
pomocu skalpela u HEPES-EBSS sa 0,25 % tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD) i DNK-azom (40 ug/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Usitnjeno tkivo
je inkubirano 45 minuta na 37 °C, na orbitalnoj mesalici (brzina 200). Tripsinizacija je
prekinuta dodavanjem HEPES-EBSS sa 10 % FBS, a uzorci tkiva su oboreni
centrifugiranjem na 415 g tokom 5 minuta. Talog je dalje resuspendovan u HEPES-
EBSS sa 0,1 % DNK-aze, a homogenizacija nastavljena provlacenjem uzorka kroz
nastavke pipeta razli¢itih promera (od veceg ka manjem) dok se nije dobila homogena
smeSa koja je profiltrirana kroz Nitex-15 nylon filter. Dobijeni homogenat je
centrifugiran 5 minuta na 415 g, a izdvojen talog dalje resuspendovan u 15 ml 0,9 M
saharoze u HBSS (GIBCO) i centrifugiran 10 minuta na 750 g. Saharozni medijum,
zajedno sa mijelinom je uklonjen, a izdvojen talog resuspendovan u 2 ml HEPES-EBSS
i dobijena suspenzija nalivena na povrSinu rastvora 4 % BSA (engl., Bovine Serum
Albumin) u HEPES-EBSS (tako da je ukupna zapremina 12 ml). Diskontinuirani
gradijent (0,3 %/0,4 %) je centrifugiran 7 min na 200 g, pri ¢emu je formiran talog
oligodendrocita i astrocita koji je resuspendovan u medijumu i zasejan u Petri Solju.
Celije su preko no¢i ostavljene u inkubatoru sa 5 % CO; na 37 °C kako bi se sutradan
odvojio medijum sa primarnim oligodendrocitima, dok su astrociti ostali adherirani za
podlogu. Za potrebe odredivanja vijabiliteta, oligodendrociti su potom zasejavani u

ploce sa 96 bunara (8000 ¢elija/bunaru).

3.8.2. lzolacija i uspostavljanje primarne kulture neurona pacova

Neuroni su iz mozga pacova izolovani prema ustanovljenom protokolu (142).
Ukratko, pacovi DA soja, stari 6-8 dana su anestezirani ketaminom i dekapitovani,
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nakon ¢ega su u laminarnoj komori u sterilnim uslovima pomocu sterilnih instrumenata
otvorene lobanje i izolovano mozdano tkivo. Mali mozgovi su u hladnom HBSS
medijumu o€i$¢eni od okolnog tkiva, meningea i krvnih sudova. Usitnjeno tkivo malog
mozga je centrifugirano 5 minuta na 200 g, a dobijeni talog tkiva je dalje inkubiran u 1
ml 0,25 % tripsina i DNK-aze 15 minuta na 37 °C. Tripsinizacija je prekinuta
dodavanjem hladnog HBSS sa 10 % FBS. Uzorci su centrifugirani 5 minuta na 200 g, a
talog homogenizovan u 1 ml DNK-aze provla¢enjem kroz Pasterove pipete razli¢itih
promera (od veceg ka manjem). Nakon homogenizacije, u suspenziju je dodat hladan
HBSS i uzorci su centrifugirani 15 minuta na 400 g. Supernatant je uklonjen, a dobijeni
talog resuspendovan u DMEM medijumu sa visokom koncentracijom glukoze (4.5 g/L),
10 % HS, 5 % FCS, 1 % glutamina i 1 % penicilina/streptomicina. Za potrebe
odredivanja vijabiliteta, primarni neuroni su zasejani u ploce sa 96 bunara (10000

¢elija/bunaru).

3.8.3. Izolacija mononuklearnih ¢elija

Za potrebe izolovanja mononuklearnih ¢elija iz zdravih i1 bolesnih Zivotinja u
induktivnoj fazi bolesti su nakon Zrtvovanja izvadeni cervikalni (zdrave Zivotinje) i
dreniraju¢i (imunizovane Zivotinje, 7. d.p.i.) limfni ¢vorovi koji su potom potiskivani
kroz sterilnu najlonsku mrezicu u PBS. Dobijena celijska suspenzija je centrifugirana
(500 g, 5 minuta) a izdvojeni talog resuspendovan u RPMI-1640 medijumu (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD) obogac¢enom sa 2 % pacovskog seruma. Mononuklearne
¢elije su izolovane iz KM imunizovanih pacova na vrhuncu bolesti (14. d.p.i.). Nakon
zrtvovanja, zivotinje su perfundovane sterilnim PBS rastvorom u cilju uklanjanja ¢elija
krvi iz KM (pre svega eritrocita). Tkivo KM je homogenizovano protiskivanjem kroz
sterilnu najlonsku mrezicu u PBS. Dobijeni homogenat je centrifugiran 2 minuta na 700
g, a izdvojen talog je dalje resuspendovan u 40 % Perkolu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, SAD) i zatim nalivan na 70 % Perkol kako bi se napravio gustinski gradijent
Perkola neophodan za izdvajanje mononuklearnih ¢elija. Nakon centrifugiranja (800 g,
60 minuta), na granici dva gustinski razlicita sloja Perkola se uoCava beliCasti prsten

mononuklearnih ¢elija KM koji je sakupljan i dva puta ispiran (900 g , 5 minuta) od
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ostataka Perkola u RPMI-1640 medijumu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

obogacenom sa 2 % pacovskog seruma.

3.9. ISPITIVANJE EFEKTA GKT NA CELIJAMA
3.9.1. Ispitivanje efekta GKT na vijabilitet OLN93 i PC12 celija

U cilju ispitivanja efekta GKT na komercijalnim celijskim linijjama, OLN93
(8000 ¢elija/bunaru) i PC12 (10000 ¢elija/bunaru) Celije su zasejavane u ploce sa 96
bunara za adherentne Celije i tretirane razli¢itim koncentracijama GKT (0,015 mg/ml —
0,5 mg/ml). Kontrolne ¢elija nisu tretirane sa GKT. Nakon 24 h su odredivani
vijabiliteti MTT testom, a na osnovu dobijenih rezultata za dalje eksperimente je

odabrana najveca koncentracija GKT koja nije bila citotoksi¢na.

3.9.2. Ispitivanje efekta GKT na vijabilitet OLN93 i PC12 ¢elija u prisustvu
aktiviranih T limfocita

Celijske linije OLN93 i PC12 su ko-kultivisane sa limfocitima pacova u Corning
Transwell 3460 System plo¢ama sa 12 bunara (Life Sciences, Tewksbury, MA, SAD).
OLN93 (1.5 x 10°) i PC12 (3.5 x 10°) éelije su zasejavane na dno bunara za adherentne
éelije, dok su limfociti (1 x 10° zasejavani u plastiéne inserte sa permeabilnom
membranom (pore dijametra 0,4 pum) koji se postavljaju iznad bunara. Netretirane Celije
i celije tretirane sa GKT (100 pg/ml, 2 h pre ko-kultivacije) su inkubirane sa
nestimulisanim limfocitima ili sa limfocitima stimulisanim mitogenom T-celija,
konkanavalinom A (ConA, 5 pg/ml). Vijabilitet ¢elija je odreden MTT testom nakon 48
h. Koncentracija GKT (100 pg/ml) koris¢ena u ovom eksperimentu izabrana je na
osnovu prethodnih eksperimenata (odeljak 3.9.1.) u kojima je pokazano da je ovo

maksimalna koncentracija GKT koja nije toksicna za OLN93 1 PC12 ¢elije.
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3.9.3. Ispitivanje efekta GKT na ekspresiju gena za medijatore inflamacije u

limfocitima stimulisanim sa ConA

Limfociti izolovani iz cervikalnih limfnih &vorova pacova (5 x 10°) su
zasejavani u ploCe za suspenzije sa 12 bunara. Kontrolni (netretirani) limfociti su
inkubirani u ¢istom medijumu, dok su preostale celije tretirane sa ConA (5 pg/ml) u
prisustvu ili odsustvu GKT (100 pg/ml) tokom 8 h. Nakon inkubacije, sadrzaj
pojedina¢nih bunara je centrifugiran (500 g, 5 minuta), a na talog izdvojenih limfocita je
nalivano po 500 pl trizola radi izolacije RNK za gRT-PCR. Supernatanti dobijeni ConA

stimulacijom limfocita tokom 24 h su dalje koris¢eni za eksperimente (odeljak 3.9.4.).

3.9.4. Ispitivanje efekta GKT na vijabilitet oligodendrocita i neurona u prisustvu

supernatanta ConA stimulisanih limfocita

OLNO93 ¢elije (8000 po bunaru), PC12 ¢elije (10000 po bunaru), primarni
oligodendrociti (8000 po bunaru) i neuroni (10000 po bunaru) su zasejavani u ploce sa
96 bunara. Celije su inkubirane sa GKT (50 pg/ml) tokom 2 h, a potom tretirane sa 25
% supernatantom dobijenim od nestimulisanih ili limfocita stimulisanin sa ConA

(odeljak 3.9.3.). Nakon 24 h, odredivani su vijabiliteti ¢elija MTT testom.

3.9.5. Ispitivanje ¢elijskog vijabiliteta

Vijabilitet ¢elija je ispitivan MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium
bromid) testom koji sa zasniva na redukciji MTT od strane mitohondrijalnih
dehidrogenaza zivih ¢elija, pri ¢emu nastaje formazan ljubicaste boje. Nakon zavrsetka
tretmana, sadrzaj bunara u ploc¢ama za kultivaciju ¢elija je odliven i u bunare je nalivan
MTT rastvor (0,5 mg/ml) u odgovaraju¢oj zapremini (200 ul za plo¢e sa 12 bunara,
odnosno 50 pl, za plo¢e sa 96 bunara). Nakon inkubacije od 1 h na 37 °C, sadrzaj
bunara je odliven, a celije lizirane sa DMSO koji rastvara formazan. Intenzitet
apsorbance je o€itan na automatskom c¢itacu mikrotitarskih ploca pri talasnoj duzini
svetlosti od 570 nm (Sunrise, Tecan, Dorset, Velika Britanija). Intenzitet razvijene

40



ljubicaste boje i odgovaraju¢a vrednost absorbance srazmerni su broju zivih ¢elija.
Rezultati su predstavljeni kao % vijabiliteta u odnosu na netretirane kontrole za koje je

vijabilitet arbitrarno preracunat na 100 %.

3.10. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati iz najmanje tri nezavisna eksperimenta ili iz triplikata u
reprezentativnom eksperimentu su predstavljeni kao srednje vrednosti (SV) =*
standardna devijacija (SD). U pojedinim prilozima prikazani su rezultati jednog
reprezentativnog eksperimenta izabranog od nekoliko ponovljenih eksperimenata sa
slicnim ishodom. Za procenu znacajnosti razlika nezavisnih uzoraka koriscen je
Studentov t-test, jednosmerna analiza varijanse (ANOVA) pracena Tukey testom ili

Chi-square test. Vrednost p<0,05 je smatrana statisti¢ki zna¢ajnom.
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4. REZULTATI

4.1. KARAKTERIZACIJA UGLJENICNIH NANOCESTICA

Nakon pripreme grafenskih kvantnih taCaka sintetisanih elektrohemijskom
oksidacijom grafita (GKT-GR), termalnom dekompozicijom limunske kiseline (GKT-
LK), fulerenola, KKT i GO, opisane u poglavlju Materijal i Metode, izvrSeno je
ispitivanje njihovih fizi¢ko-hemijskih karakteristika. Mikroskopijom atomskih sila
analizirano je po 100 nanocestica iz svake grupe da bi se dobili podaci o njihovoj
veli¢ini 1 morfologiji. Grafenske kvantne tacke su sintetisane termalnom
dekompozicijom limunske kiseline, koja spada u ,bottom up“ metode i
elektronemijskom oksidacijom grafita, koja spada u ,,top-down* metode. GKT-GR i
GKT-LK imaju oblik diska i slicne dimenzije. Prose¢an pre¢nik GKT-GR iznosio je
oko 40 nm a GKT-LK oko 50 nm, dok je visina obe vrste GKT odgovarala
jednoslojnom grafenu (1 nm). KKT su bile manjih dimenzija i morfologije koja je
varirala od diskoidne do sferi¢ne, sa pre¢nikom od priblizno 35 nm i visinom 6 nm.
Cestice fulerenola bile su sferi¢nog oblika, bo¢nih dimenzija od priblizno 20 nm i
prosecne visine oko 13 nm, dok su ¢estice GO bile nepravilnog oblika, pre¢nika oko
300 nm i sainjene pretezno od monosloja grafena (1 nm) (Slika 3). Za ispitivanje
fotoluminiscentnih svojstava, uzorci su pobudivani svetloS¢u razli€itih talasnih duZina
(330, 360, 390, 420 i 450 nm) (Slika 3). Analizom PL spektara pokazano je da GKT-GR
i GKT-LK imaju najveéi intenzitet fotoluminiscencije u plavom delu spektra, pri
ekscitaciji sa talasnom duZinom od 330 nm. Povecanjem ekscitatornih talasnih duZina
dolazi do pomeranja emisionih spektara ka ve¢im talasnim duzinama. KKT ostvaruju
najvedi intenzitet luminiscencije pri ekscitaciji sa talasnom duzinom od 450 nm, dok
fulerenoli imaju najvedi intenzitet luminiscencije pri ekscitaciji sa talasnom duzinom od
360 nm. Slicno GKT-GR i GKT-LK, primenom veéih ekscitatornih talasnih duzina
povecavala se i talasna duzina emisioni spektara. Za razliku od ostalih ugljeni¢nih
nanocestica, GO ne emituje svetlost pri pobudi sa talasnim duzinama u opsegu od 330

do 450 nm.
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Slika 3. Karakterizacija ugljeni¢nih nanodestica. Prikazane su slike dobijene AFM mikroskopijom (a)
i fotoluminiscentni spektri (b) GKT sintetisanih elektrohemijskom oksidacijom grafita (GKT-GR), GKT

sintetisanih termalnom dekompozicijom limunske kiseline (GKT-LK), KKT, fulerenola i GO.
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XPS analizom ugljeni¢nih nano&estica je ispitivana zastupljenost sp?/sp® veza i

prisustvo kiseoni¢nih funkcionalnih grupa (Tabela 6). Dobijeni rezultati ukazuju na

najvisi stepen uredenosti u kristalnoj refetki GKT-GR (odnos sp?/sp> > 2), zatim slede
GKT-LK (odnos sp?sp® = 1), dok u strukturi KKT, fulerenola i GO dominiraju sp®

veze. Ispitivane ugljeni¢ne nanocestice se medusobno razlikuju i u zastupljenosti

kiseoni¢nih grupa - GKT-GR i KKT imaju znac¢ajno manje C-O grupa u odnosu na

ostale nanocCestice, najnizi procenat C=0O je zabelezen kod GO, dok GKT-GR

karakteriSe odsustvo O-C=0 funkcionalnih grupa.

Tabela 6. XPS analiza ugljeni¢nih nanocestica.

Uzorak GKT-GR (%) | GKT-LK (%) | KKT (%) | Fulerenol (%) | GO (%)
Cls sp2 58,8 33,5 31,1 20,6 23,2
Cls sp3 27,7 34,6 37,8 55,1 35,7
Cls C-O 8,4 19,6 7,3 15,1 33,7
ClsC=0 51 6,3 13,7 7,9 1,4
Cls O-C=0 0,0 5,8 8,9 1,2 3,9

Dobijene vrednosti zeta potencijala (Tabela 7), koji predstavlja meru

naelektrisanja povrsine Cestica, ukazuju na elektrohemijsku stabilnost suspenzija. Niske

vrednosti zeta potencijala mogu da budu posledica povecanja negativnog naelektrisanja

usled deprotonizacije karboksilnih funkcionalnih grupa. U skladu sa time, najvisa

vrednost zeta potencijala kod GKT-GR se moze pripisati odsustvu karboksilnih

funkcionalnih grupa.

Tabela 7. Vrednosti zeta potencijala.

Uzorak Zeta potencijal (mV)
GKT-GR -140+20
CKT-LK -26,3+ 3,6

KKT -25,6 £ 3,6
Fulerenol -31,0£5,0
GO -29,3+£23

44




4.2.  ISPITIVANJE UTICAJA TRETMANA UGLJENICNIM
NANOCESTICAMA NA KLINICKI TOK EAE

Intraperitonealna aplikacija razli¢itih ugljeni¢nih nanocestica nije pokazala
akutnu toksic¢nost kod eksperimentalnih Zivotinja, niti je izazvala efekte koji bi mogli da
interferiraju sa evaluacijom klini¢kih simptoma EAE.

4.2.1. KKT, fulerenol i GO ne uti¢u na klini¢ki tok EAE

Svakodnevna intraperitonealna aplikacija KKT, fulerenola i GO tokom 32 dana
od imunizacije nije dovela do znacajnih promena u klinickom toku EAE (Slika 4a) i
telesnoj masi ispitivanih Zivotinja (Slika 4b). PoSto tretman pomenutim nanocesticama

nije uticao na klini¢ki tok bolesti, one nisu koris¢ene u daljim ispitivanjima.

a b
451 ——EAE 1407
4 - —m—Fulerenol 0-32 d.p.i. r
354 —0—KKT 0-32d.p.i. ;\? 1204
57 —0—GO 0-32d.p.i. ;’
34 p
® @ 1000
=251 £
S o S o0l
(= c 80T
g 1957 2 —e—EAE
1 © g4 —m—Fulerenol 0-32 d p.i.
05+ = ——KKT 0-32d.p.i.
® 3 I —0—GO0 0-32 d.p.i.
O T T T T T T T T T T T T T 40 T T T T T T T T 1
7 9 M 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 0 3 7 10 14 17 21 24 28 31
Dani posle imunizacije (d.p.i.) Dani posle imunizacije (d.p.i.)

Slika 4. KKT, fulerenol i GO ne uti¢u na klini¢ki tok EAE. Pacovi imunizovani homogenatom KM u
kompletnom Frojndovom adjuvansu (n=8 po grupi) su tretirani svaki dan intraperitonealnom injekcijom
PBS (kontrolna grupa), odnosno fulerenola, KKT, ili GO (10 mg/kg). Klini¢ka slika je evaluirana
svakodnevno, a rezultati su predstavljeni kao SV + SD.
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4.2.2. GKT smanjuju klini¢ke simptome EAE

Za razliku od ostalih ugljeni¢nih nanocestica, GKT sintetisane elektrohemijskom
oksidacijom grafita (GKT-GR) znacajno su smanjile klinicke simptome EAE (Slika 5a).
Najbolji efekat je postignut u grupi kojoj su GKT-GR aplikovane svakodnevno, tokom
cele bolesti, dok je slabije protektivno dejstvo zapazeno u grupama koje su primale
GKT-GR tokom induktivne faze bolesti (0-7. d.p.i.), kao i tokom efektorske faze i faze
oporavka (8-32. d.p.i.). U skladu s tim, aplikacija GKT-GR tokom svih faza bolesti (0-
32 d.p.i.) znacajno je odlozila pocetak bolesti i smanjila kumulativni klinic¢ki skor i
najveci klini¢ki skor u odnosu na kontrolnu EAE grupu, dok davanje GKT-GR tokom
induktivne i efektorske faze nije dovelo do promena u ovim parametrima (Tabela 8).
Poznato je da je razvoj EAE pracen smanjenjem telesne mase, §to je zabeleZeno i u
ovom slucaju. Blaza klinicka slika zivotinja tretiranih sa GKT-GR korelirala je sa
znacajno manjim gubitkom telesne mase u odnosu na kontrolnu eksperimentalnu grupu,
Sto potvrduje protektivno dejstvo GKT-GR tretmana (Slika 5b). lako je pojava relapsa u
ovom modelu niska, u kontrolnoj EAE grupi je zapaZena njihova pojava tokom faze
oporavka. Kako bismo ispitali da li GKT-GR uti¢u na pojavu relapsa, sproveden je
eksperiment sa ve¢im grupama zivotinja (n=20). U grupi kojoj je aplikovan tretman od
pojave prvih klinickih znakova bolesti zabeleZena je znatno niZa ucestalost relapsa (5
%, odnosno 1 od 20 Zivotinja) u odnosu na kontrolnu EAE grupu (35 %, odnosno 7 od

20 zivotinja; p< 0,05) (Slika 5c).

46



—a—EAE

——GKT-GR 0-7 d.p.i.
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Slika 5. GKT-GR ublazavaju klini¢ki tok EAE. Pacovi imunizovani homogenatom KM u kompletnom

Frojndovom adjuvansu (n=8 po grupi) su tretirani svakodnevno intraperitonealnom injekcijom PBS

(kontrolna grupa) ili GKT-GR (10 mg/kg) tokom induktivne (0-7. d.p.i.), efektorske/faze oporavka (8-32.

d.p.i.) i tokom svih faza bolesti (0-32. d.p.i.). Klini¢ka slika je evaluirana svakodnevno, a telesna masa je

merena na svakih 4-5 dana. Rezultati su predstavljeni kao SV + SD (*p<0,05 oznadava statisticki

znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu EAE grupu).

Tabela 8. GKT-GR smanjuju klini¢ke parametre EAE. Pacovi imunizovani homogenatom KM u
kompletnom Frojndovom adjuvansu (n=8 po grupi) su tretirani svakodnevno sa PBS (kontrolna grupa), ili
GKT-GR (10 mg/kg) tokom induktivne (0-7. d.p.i.), efektorske/faze oporavka (8-32. d.p.i.) i tokom svih
faza bolesti (0-32. d.p.i.). Klini¢ka slika je evaluirana svakodnevno, a rezultati su predstavljeni kao SV +

SD (*p<0,05 oznadava statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolnu EAE grupu).

Kumulativni klini¢ki Najvecéi klinicki
Dan pocetka EAE
skor skor
EAE 9,00+ 1,10 28,80 + 13,80 2,42 + 0,86
GKT-GR 0-7. d.p.i. 9,33+ 1,03 15,50 + 2,96* 1,58 +£0,79*
GKT-GR 8-32. d.p.i. 9,83+ 1,86 19,08 + 6,15 2,17 +0,90
GKT-GR 0-32. d.p.i. 10,8 £ 0,84* 10,20 £ 8,01* 0,75 £ 0,69*
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Slicno rezultatima dobijenim sa GKT-GR, svakodnevna aplikacija GKT
sintetisanih termalnom dekompozicijom limunske kiseline (GKT-LK) je statisticki
znacajno smanjila simptome EAE u efektorskoj fazi bolesti (Slika 6a) i sprecila gubitak

telesne mase imunizovanih zivotinja (Slika 6b).

357 —=—EAE
3 —A—GKT-LK 0-32d.p.i.

*

r
N
&)

Klini¢ki sko

0 ———— Hwh—r—————————————
7 9 1 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 0 4 10 14 20 24 28 32
Dani posle imunizacije (d.p.i.) Dani posle imunizacije (d.p.i.)

Slika 6. Tretman sa GKT-LK ublazava klini¢ki tok EAE (a) dok znacajan efekat na telesnu masu
nije uocen (b). Pacovi imunizovani homogenatom KM u kompletnom Frojndovom adjuvansu (n=8 po
grupi) su tretirani svakodnevno intraperitonealnom injekcijom PBS (kontrolna grupa) ili GKT-LK (10
mg/kg). Klini¢ka slika je evaluirana svakodnevno, a telesna masa je merena na svakih 4-5 dana. Rezultati

su predstavljeni kao SV + SD (*p<0,05 oznacava statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolnu EAE

grupu).

U skladu sa tim zapazeno je statistiCki znaajno smanjenje kumulativnog
Klinickog skora kod Zivotinja tretiranih sa GKT-LK u odnosu na kontrolnu EAE grupu
(Tabela 9).Medutim, iako je u grupi Zivotinja tretiranih sa GKT-LK bio prisutan trend
odlaganja pocetka bolesti kao i snizenja najvece klinickog skora, ove razlike nisu

dostigle statisticku znacajnost (Tabela 9).
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Tabela 9. Tretman sa GKT-LK ublazava klinicke parametre EAE. Pacovi imunizovani
homogenatom ki¢émene mozdine u kompletnom Frojndovom adjuvansu (n=8 po grupi) su tretirani
svakodnevno sa PBS (kontrolna grupa) ili GKT-LK (10 mg/kg). Rezultati su predstavljeni kao SV + SD,
gde *p<0,05 oznacava statisticku znacajnost razlike EAE kontrole u odnosu na tretiranu eksperimentalnu

grupu (tretman GKT-LK.)

Kumulativni klinicki ~ Najveéi klinicki
Dan pocetka EAE

skor skor
EAE 9,7+1,3 280+7,1 26+0,8
GKT-LK 0-28. d.p.i. 11,3+ 3,3 19,0 + 5,8* 16+1,0

Prema tome, zbog veée efikasnosti u EAE modelu u daljim eksperimentima su
koris¢ene GKT dobijene elektrohemijskom oksidacijom grafitnih elektroda (GKT-GR —
u daljem tekstu GKT).

4.3. ISPITIVANJE UTICAJA GKT NA PROMENE U CNS TOKOM EAE

Kao Sto je u prethodnom poglavlju pokazano, od svih ispitanih ugljeni¢nih
nanocestica jedino GKT odlazu pojavu i smanjuju intenzitet klini¢kih simptoma EAE.
Posto infiltracija autoreaktivnih limfocita u tkivo CNS dovodi do apoptoze neurona i
oligodendrocita i demijelinizacije u EAE (143, 144), zeleli smo da ispitamo da li je

blaza klini¢ka slika u korelaciji sa uticajem GKT na navedene promene.

4.3.1. GKT smanjuju limfocitnu infiltraciju CNS u EAE

Za razliku od zdravih, neimunizovanih zivotinja koje nisu imale limfocitne
infiltrate u CNS, mikroskopskom analizom lumbosakralnih preseka KM uzorkovanih na
vrhuncu bolesti (14. d.p.i.) uoceno je prisustvo subpijalnih i perivaskularnih
mononuklearnih infiltrata u kontrolnoj EAE grupi (Slika 9a). Kod Zivotinja koje su
tretirane sa GKT broj i veli¢ina mononuklearnih infiltrata bili su smanjeni u odnosu na
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kontrolnu EAE grupu, §to je potvrdeno i statistickom analizom razlika u povrSini
mononuklearnih infiltrata izmedu ove dve grupe (Slika 9b). Dakle, GKT smanjuju

nakupljanje mononuklearnih infiltrata u CNS imunizovanih pacova.

a Zdrava

b 8- Slika 9. GKT smanjuju limfocitnu infiltraciju
— CNS u EAE. Lumbosakralni preseci KM zdravih
é (n=5) i zivotinja u vrhuncu bolesti (14. d.p.i.)
*g 61 tretiranih sa PBS (EAE) (n=5) i GKT (10 mg/kg)
= (EAE+GKT) (n=5) obojeni su hematoksilin-
E 41 eozinom (a). Strelice na reprezentativnim
_g mikrografijama pokazuju limfocitne infiltrate.
’g 27 4 Povrsina mononuklearnih infiltrata
g - kvantifikovana je morfometrijskom analizom (b).

0 Rezultati su predstavljeni kao SV + SD, (*p<0,05

Zdrava EAE EAE+GKT

oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na

zdravu grupu; #p<0,05 se odnosi na EAE
grupu).
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4.3.2. Tretman GKT smanjuje procenat apoptoti¢nih ¢elija u KM tokom EAE

Koris¢enjem TUNEL eseja koji detektuje fragmentisanu DNK pokazano je
znacajno povecanje apoptoticnih TUNEL+ ¢elija sa crveno obojenim jedrom u
kontrolnoj EAE grupi u odnosu na zdrave Zivotinje. U EAE grupi Zivotinja koje su
tretirane sa GKT procenat TUNEL+ c¢elija je znacajno manji u odnosu na EAE
kontrolnu grupu (p<0,05) (Slika 10a), sto je potvrdeno morfometrijskom analizom
(Slika 10b). Mali broj TUNEL+ jedara lokalizovanih subpijalno verovatno pripada

leukocitima, dok je ve¢ina TUNEL+ jedara locirana unutar bele mase KM.

EAE + GKT

a Zdrava

Slika 10. GKT smanjuju broj apoptoti¢nih
éelija u CNS Zivotinja obolelih od EAE.

E 81 Lumbosakralni delovi KM su prikupljeni od
D | zdravih (n=5) i Zivotinja u vrhuncu bolesti (14.
;’é 5 d.p.i.) tretiranih sa PBS (EAE) (n=5) i GKT (10
: 4l mg/kg) (EAE+GKT) (n=5). (TUNEL bojenjem je
% | utvrdeno prisustvo apoptotiénih Celija koje su na
E a

reprezentativnim mikrografijama oznacene

strelicama (@), a razlika u njihovom broju je

statisticki ~ analizirana  (b). Rezultati su

Zdrava EAE+GKT predstavljeni kao SV + SD (*p<0,05 oznadava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na zdravu

grupu, a #p<0,05 u odnosu na EAE grupu).
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Kako bismo identifikovali apoptoticne ¢elije prisutne u beloj masi KM bolesnih
zivotinja, vrseno je dvostruko TUNEL/MBP bojenje. MBP antitelo se vezuje za MBP
koji je prisutan u mijelinskom omotacu aksona. Nakon preklapanja obojenih preseka,
TUNEL+ jedra se kolokalizuju sa MBP+ strukturama (Slika 11), $to ukazuje da su

apoptoti¢ne ¢elije uglavnom oligodendrociti.

TUNEL MBP TUNEL/MBP

Slika 11. Oligodendrociti su dominantna populacija apoptoti¢nih ¢elija u CNS Zivotinja sa EAE.
Lumbosakralni preseci KM prikupljeni u vrhuncu bolesti (14. d.p.i.) od Zivotinja tretiranih sa PBS (n=5)
su podvrgnuti dvostrukom TUNEL/MBP bojenjem. Strelica na reprezentativnim mikrografijama

pokazuje TUNEL+ jedro u MBP+ oligodendrocitu.
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4.3.3. GKT smanjuju demijelinizaciju u EAE

Kliver-Barrera bojenjem lumbosakralnih preseka KM kontrolne EAE grupe u
vrhuncu bolesti (14.d.p.i.) se jasno uocavaju prosvetljenja (oznacena strelicama) koja
odgovaraju demijelinizacionim plakovima, a koja su odsutna u GKT tretmanu, kao i kod
zdravih zivotinja (Slika 12a). Smanjenje demijelinizacije posle tretmana sa GKT

potvrdeno je morfometrijskom analizom histoloskih preseka (Slika 12b).

a Zdrava EAE + GKT

3?70 Slika 12. GKT smanjuju demijelinizaciju u
g EAE. Lumbosakralni delovi KM su prikupljeni od
= 60 . . .

w # zdravih (n=b) i zivotinja u piku bolesti (14. d.p.i.)
3 50 * tretiranih sa PBS (EAE) (n=5) i GKT (10 mg/kg)
o

S 40 (EAE+GKT) (n=5). Demijelinizacija  je
=

o detektovana Kluver-Barrera bojenjem - strelice na
=]

:3: 30 reprezentativnim mikrografijama pokazuju plakove
: 20 demijelinizacije  (a). Dobijeni rezultati su
g kvantifikovani morfometrijskom analizom (b) i
- 10 predstavljeni kao SV + SD (*p<0,05 oznacava
8 0 statisticki znaCajnu razliku u odnosu na zdravu

Zdrava EAE EAE+GKT grupu, a #p<0,05 u odnosu na EAE grupu).
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Za preciznije utvrdivanje demijelinizacije, kao i ultrastrukturalnih morfoloskih
promena u tkivu KM, koris¢ena je TEM (Slika 13a). U poredenju sa mijelinizovanim
aksonima, oCuvanim neurofilamentima i mikrotubulima u aksoplazmi zdravih Zivotinja,
kod kontrolne EAE grupe se zapaZza prisustvo nemijelinizovanih aksona. Stavise, na
elektromikrografijama su prisutni oSte¢eni aksoni sa naruSenom arhikteturom
aksoplazme, elektronski gustim organelama, kao i izmenjenim mitohondrijama sa
kondenzovanim matriksom i oSteenim ili potpuno odsutnim mitohondrijalnim
kristama. Sa druge strane, u odnosu na EAE kontrolnu grupu, Zivotinje tretirane sa GKT
imaju znatno manje nemijelinizovanih i oSteCenih aksona i mitohondrija (Slika 13a).
Morfometrijskom analizom elektromikrografija je pokazano da kod zivotinja u
kontrolnoj EAE grupi u 14. i 21. d.p.i. dolazi do demijelinizacije i oSteCenja aksona, $to
dovodi do smanjenja broja normalnih aksona u odnosu na zdrave Zivotinje (p<0,05).
GKT smanjuju procenat oStecenih i povecavaju procenat normalnih aksona u 21. d.p.i.
(p<0,05) (Slika 13b). Dakle, pojava demijelinizacije, kao i posledi¢no osteé¢enje aksona
koje se javlja kod imunizovanih zivotinja je znacajno smanjeno kod zivotinja tretiranih
sa GKT.
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a Zdrava

W normalni
O nemijelinizovani
osteceni
#
Zdrava GKT @ GKT
EAE (14 d.p.i.) EAE (21 d.p.i.)

Slika 13. GKT smanjuju demijelinizaciju i oStecenje aksona u EAE. Demijelinizacija je ispitana TEM
metodom u lumbosakralnim presecima KM zdravih i imunizovanih zivotinja tretiranih sa PBS (EAE) i
GKT (10 mg/kg) (EAE+GKT) u 14. d.p.i. (&, b) i 21 d.p.i. (b). Prikazane su reprezentativne
elektromikrografije (gornji red - manje uveli¢anje, donji red - vece uvelianje). Bele strelice pokazuju
demijelinizaciju, crne strelice oStecenje mijelina, a beli trougli¢i na GKT (a). Dobijeni rezultati su
kvantifikovani morfometrijskom analizom (b) i predstavljeni su kao SV + SD (n=5 po grupi; *p<0,5

oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na zdravu grupu, a #p<0,05 u odnosi na EAE grupu).
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4.4. MOLEKULARNI MEHANIZMI DEJSTVA GKT NA CELIJE
IMUNSKOG SISTEMA TOKOM INDUKTIVNE | EFEKTORSKE FAZE EAE

4.4.1. GKT smanjuju proinflamatorni i Thl odgovor u EAE

Tokom induktivne i efektorske faze bolesti dolazi do aktivacije autoreaktivnih T
¢elija na periferiji, a zatim do njihove reaktivacije antigen prezentuju¢im celijama u
CNS. Primenom protocne citofluorimetrije i qRT-PCR ispitana je eskpresija Thl (IFN-
v), Th17 (IL-17), proinflamatornih (TNF, IL-1, GM-CSF) i anti-inflamatornih citokina
(IL-10), kao i Thl (T-bet) i Th17 (ROR-yt) transkripcionih faktora u limfocitima CNS

infiltrata i drenirajucih limfnih ¢vorova.

Dvostrukim bojenjem izolovanih limfocita metodom proto¢ne citofluorimetrije
pokazano je da tretman sa GKT znac¢ajno smanjuje zastupljenost CD3"IFN-y" T ¢éelija u
obe populacije izolovanih limfocita, u odnosu na kontrolnu EAE grupu. Promena u
procentualnoj zastupljenosti CD3*IL-10" i CD3'IL-17" izmedu GKT tretiranih i
kontrolnih EAE Zivotinja nije zabelezena. (Slika 14a i 14b). Tretman sa GKT je takode
znacajno smanjio ekspresiju iIRNK za IFN-y i njegov transkripcioni faktor T-bet u
limfocitima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova i CNS infiltrata. Antiinflamatorno dejstvo
GKT potvrdeno je smanjenjem ekspresije iIRNK za TNF, IL-1p i GM-CSF u
mononuklearnom infiltratu KM, dok je u limfocitima izolovanim iz drenirajuceg
limfnog ¢vora bila smanjena ekspresija iIRNK za TNF i IL-1p (Slika 14c i 14d). S druge
strane, tretman sa GKT nije uticao na ekspresiju iRNK za IL-17 i njegov transkripcioni
faktor ROR-yt, kao ni na ekspresiju antiinflamatorng citokina IL-10. Dakle, na
molekularnom nivou GKT svoje protektivno dejstvo u EAE ostvaruju smanjenjem Thl

¢elijskog odgovora tokom induktivne i efektorske faze bolesti.
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Slika 14. GKT smanjuju proinflamatorni i Thl odgovor u EAE. Limfociti izolovani iz drenirajuceg
limfnog ¢vora (7. d.p.i.) (a, ¢) i KM (14. d.p.i.) (b, d) su prikupljeni od imunizovanih Zivotinja tretiranih
sa PBS (EAE) i GKT (10 mg/kg) (EAE+GKT). Procentualna zastupljenost limfocitnih subpopulacija je
analizirana proto¢nom citofluorimetrijom (a, b), a rezultati su predstavljeni u gornjem desnom kvadrantu
tackastih dijagrama. Ekspresija iRNK za razlicite citokine je analizirana qRT-PCR metodom (c, d) a

rezultati su prikazani kao relativna promena u odnosu na EAE grupu (n=5 po grupi; *p<0,05).
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4.4.2. GKT povecavaju aktivnhost MAPK i Akt signalnih puteva u EAE

Familija mitogenom aktiviranih protein kinaza (MAPK) i kinaza Akt uc¢estvuju u
regulaciji ¢elijske smrti, urodene i steCene imunosti i neuroinflamacije (85, 86). Zbog
toga smo Zzeleli da ispitamo da li tretman sa GKT uti¢e na aktivaciju Akt i proteina
MAPK familije (ERK, p38 MAPK i JNK) u limfocitima u induktivnoj fazi EAE, kao i u
tkivu CNS u efektorskoj fazi bolesti.

Tokom induktivne faze bolesti, u tkivu dreniraju¢ih limfnih ¢vorova nisu
zapazene promene u aktivaciji JNK i Akt izmedu ispitivanih grupa. Medutim, aktivacija
ERK i p38 bila je znacajno snizena kod kontrolnih EAE Zivotinja u odnosu na grupu
zdravih Zzivotinja. Tretman sa GKT doveo je do statistiCki znacajnog povecanja
fosforilacije ERK i p38 MAPK u odnosu na kontrolnu EAE grupu. Sli¢no rezultatima
dobijenim u induktivnoj fazi bolesti, aktivnost JNK se nije menjala u tkivu KM u
efektorskoj fazi bolesti, dok je aktivacija ERK i Akt bila znacajno sniZzena kod
kontrolnih EAE Zivotinja u odnosu na zdrave zivotinje. lako aktivacije p38 MAPK nije
bila znacajno promenjena, primecen je jasan trend njenog smanjenja. Takode, kao i
tokom induktivne faze bolesti zabelezen je znafajan porast aktivnosti ERK, p38 MAPK
i Akt u KM Zivotinja tretiranih sa GKT u odnosu na kontrolnu EAE grupu (Slika 15).
Dakle, protektivno dejstvo GKT u EAE korelira sa povecanjem aktivnosti ERK/p38
MAPK 1 Akt u ¢elijama imunskog sistema 1 CNS.
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Slika 15. GKT povecavaju aktivnost MAPK i Akt signalnih puteva u EAE. Drenirajuéi limfni

¢vorovi (7. d-p.i.) (n=4) i lumbosakralni delovi KM (14. d.p.i.) (n=4) su prikupljeni od kontrolne EAE

grupe i grupe koja je tretirana sa GKT (10 mg/kg) (EAE+GKT). Od zdravih Zivotinja su uzeti cervikalni

limfni ¢vorovi (n=4) i lumbosakralni delovi KM (n=4). Imunoblot metodom je analizirana fosforilacija
INK, p38 MAPK, ERK i Akt. Rezultati denzitometrije su prikazani ispod blotova kao SV + SD, (*p<0,05

oznacava statisti¢ki znaGajnu razliku u odnosu na zdrave Zivotinje; #p<0,05 oznadava statisti¢ki znacajnu

razliku u odnosu na EAE grupu).
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4.4.3. GKT moduli$u autofagiju u EAE

Aktivnost antigen prezentujucih ¢elija i T limfocita je regulisana i autofagijom
koja potencira prezentovanje antigena od strane antigen prezentujucih celija |
posledi¢nu aktivaciju T limfocita (113). Takode je pokazano da autofagija reguliSe
produkciju proinflamatornih citokina (145). U cilju ispitivanja uticaja GKT na
autofagiju u EAE analizirana je ekspresija proteina klju¢nih za formiranje u funkciju
autofagozoma (LC3-1l i p62), odnosno signalnih proteina koji regulisu indukciju
autofagije (AMPK i mTOR) (Slika 16). U tkivu drenirajuéeg limfnog ¢&vora u
induktivnoj fazi bolesti, kao i u homogenatu KM u efektorskoj fazi bolesti uocena je
pojacana konverzija LC3-1 u marker autofagozoma LC3-11 (p<0,05 u KM), koja je bila
pracena znacajnim povecanjem koncentracije p62, koji vezuje i transportuje proteine
namenjene za razgradnju u autofagozome. Povisena koncentracija p62 u EAE ukazuje
ili na blokadu autofagije i posledi¢no smanjenje razgradnju p62 u atofagozomima, ili na
indukciju autofagije pracenu povecanom ekspresiju p62 na nivou transkripcije. Sa druge
strane, u tretmanu sa GKT je uo¢eno smanjenje nivoa LC3-11 (p<0,05 u KM) i trend
smanjenja nivoa p62 u ispitivanim tkivima u odnosu na kontrolnu EAE grupu. Ovi
rezultati su konzistentni sa indukcijom autofagije i pojaanom razgradnjom p62, ali i sa
inhibicijom autofagije usled inhibicije LC3-I-LC3-11 konverzije i transkripcione blokade
p62. Analizom ekspresije regulatora autofagije AMPK i mTOR, u EAE grupi uoceno je
smanjenje aktivacije (fosforilacije) AMPK i mTOR u limfnom ¢&voru, dok je u
homogenatu KM uocen trend povecanja aktivnosti AMPK i mTOR u odnosu na zdrave
zivotinje. U tretmanu sa GKT nije bilo znacajne promene aktivnostt AMPK 1 mTOR u
odnosu na EAE grupu. Tokom indukcije autofagije, povecana aktivnost AMPK, kao
glavnog energetskog senzora koji aktivira katabolicke procese, uglavnom je pracena
smanjenjem aktivnosti mTOR kao glavnog inhibitora autofagije. Kako aktivnost AMPK
i MTOR u EAE i EAE+GKT grupi nije bila regulisana na ovaj nacin, najverovatnije je

da primecéene promene u autofagiji nisu zavisile od AMPK-mTOR signalnog puta.
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Slika 16. Efekat GKT na autofagiju u EAE. Drenirajuéi limfni ¢vorovi (7. d-p.i.) (n=4) i lumbosakralni

delovi KM (14. d.p.i.) (n=4) su prikupljeni od kontrolne EAE grupe i grupe koja je tretirana sa GKT (10

mg/kg) (EAE+GKT). Od zdravih Zivotinja su uzeti cervikalni limfni ¢vorovi (n=4) i lumbosakralni delovi

KM (n=4). Imunoblot metodom je analizirana fosforilacija AMPK i mTOR, kao i ekspresija LC3-I1 i p62.

Rezultati denzitometrije ispod blotova predstavljeni su kao SV + SD, (*p<0,05 oznacava statisti¢ku

znacajnost razlike izmedu zdrave grupe i EAE grupe; #p < 0,05 statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na

EAE grupu).
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45. AKUMULACIJA GKT U TKIVIMA I CELIJAMA IMUNSKOG I
NERVNOG SISTEMA

Kako bismo bolje razumeli mehanizam delovanja GKT, primenom TEM smo
ispitali njihovu sposobnost akumulacije u tkivu i ¢elijama imunskog i centralnog
nervnog sistema. Nakon sedmodnevnog tretmana (7. d.p.i.), zapazena je akumulacija
GKT u limfocitima dreniraju¢eg limfnog ¢vora (Slika 17a), dok su nakon
Cetrnaestodnevnog tretmana (14. d.p.i.) GKT bile prisutne i u mijelinu, glijalnim
éelijama i aksoplazmi neurona (14. d.p.i.) (Slika 17b-d). Celijska internalizacije GKT je
pokazana i u in vitro uslovima. U limfocitima izolovanim iz cervikalnih limfnih ¢vorova
zdravih zivotinja, OLN93 1 PCI12 c¢elijama jasno se uocavaju aglomerati GKT (Slika

18).

0.5 pm 05 um 0.5 um 0.5 pm

Slika 17. Akumulacija GKT u tkivima imunskog i nervnog sistema in vivo. Dreniraju¢i limfni ¢vorovi
(n=3) (a) i KM (n=3) (b-d) su uzorkovani 7. i 14. d.p.i. od imunizovanih pacova tretiranih sa GKT (10
mg/kg). Akumulacija GKT je prisutna u limfocitima (a), mijelinskom omotacu (b), citoplazmi glijalne
¢elije (c) i aksoplazmi neurona (d). Reprezentativne elektromikrografije (gornji panel-manje uveli¢anje;

donji panel-veée uvelianje) ukazuju na unutarcelijsko prisustvo aglomeriranih GKT (strelice).
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Limfocit

Slika 18. Celijska internalizacija GKT in vitro. Limfociti izolovani iz cervikalnih limfnih &vorova
neimunizovanih zivotinja, OLN93 i PC12 ¢elije su inkubirane 24 h sa GKT (100 pg/ml). Reprezentativne
elektromikrografije prikazuju kontrolne ¢elije () i prisustvo GKT nakon tretmana (b-manje uveli¢anje; c-
vece uvelianje). GKT aglomerati (strelice) u autofagolizozomima limfocita, klatrinskim vezikulama i
citoplazmi OLN93 i PC12 ¢éelija.

46. CITOPROTEKTIVNO DEJSTVO GKT IN VITRO

U cilju analize mehanizama neuroprotektivhog dejstva GKT, u narednim
eksperimentima ispitana je njihova sposobnost da zastite neurone i oligodendrocite od
oStecenja izazvanog imunskim ¢elijama u in vitro uslovima. U tom cilju koris¢ene su
¢elijske linije oligodendrocita i neurona (OLN93 i PC12), kao i primarne c¢elijske
oligodendrocita i neurona pacova DA soja. Ispitivan je uticaj GKT na njihov vijabilitet

u prisustvu aktiviranih celija imunskog sistema, kao i njihovih solubilnih faktora.
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Takode, ispitan je i uticaj GKT na produkciju medijatora inflamacije od strane
aktiviranih limfocita.

4.6.1. GKT nisu citotoksi¢ne za OLN93 i PC12 ¢elije

Vise istrazivackih grupa je pokazalo da GKT nisu citotoksi¢ne za razli¢ite tipove
¢elija (32, 33), Medutim, u skladu sa ciljevima naSeg istrazivanja, zeleli smo da
ispitamo da i, i u kojoj meri, GKT primenjene u $irokom opsegu koncentracija (0,015-
0,5 mg/ml) uticu na vijabilitet OLN93 i PCI12 ¢elija. Merenjem aktivnosti
mitohondrijInih dehidrogenaza je pokazano da tretman sa GKT nije uticao na vijabilitet

ispitanih ¢elija (Slika 19a i b). Dobijeni rezultati potvrduju da GKT nemaju citotoksi¢an
efekat na OLN93 i PC12 ¢elijskim linijama.
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Slika 19. GKT ne uti¢u na vijabilitet OLN93 (a) i PC12 (b) éelija. Celije su inkubirane sa GKT (0,015-
0.5 mg/ml) tokom 24 h. Vijabilitet ¢elija meren je MTT testom, a reprezentativni rezultati iz najmanje tri
eksperimenta prikazani su kao SV + SD triplikata.
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4.6.2. GKT stite oligodendrocite i neurone od ostec¢enja izazvanog T limfocitima

Kako bismo ispitali da li akumulirane GKT mogu da zastite ¢elije od oStecenja
izazvanog medijatorima inflamacije, OLN93 i PC12 c¢elije su kokultivisane sa T
limfocitima koji su stimulisani mitogenom konkavalinom A (ConA). U odsustvu GKT,
ConA stimulisani limfociti su statisticki znac¢ajno smanjili vijabilitet OLN93 i PC12
¢elija. Medutim, prethodna inkubacija sa GKT je znacajno smanjila citotoksi¢no dejstvo
aktiviranih limfocita na OLN93 i PC12 ¢elijama (Slika 20).
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Slika 20. GKT stite OLN93 i PC12 ¢elije od citotoksi¢nosti ConA stimulisanih limfocita. OLN93 i
PC12 ¢elije su inkubirane bez (@) ili sa GKT (100 mg/ml) 2 h pre dodavanja nestimulisanih ili limfocita
stimulisanih sa ConA (5 pg/ml) (Limf+ConA). Nakon 48 h je ispitan vijabilitet ¢elija MTT testom i
reprezentativni rezultati iz najmanje tri eksperimenta prikazani su kao SV % SD triplikata (*p<0.05
oznalava statisticki znaGajnu razliku u odnosu na netretirane Celije, a "p<0.05 u odnosu na ConA

stimulaciju).

Da bismo ispitali da li GKT svoje protektivno dejstvo ostvaruju direktno, na
nivou ¢elija CNS ili indirektno, modulacijom funkcije limfocita, kori§¢eni su medijumi
sakupljeni od nestimulisanih i ConA stimulisanih limfocita DA pacova. Za razliku od
medijuma dobijenog od nestimulisanih limfocita, medijum sakupljen od ConA
stimulisanih limfocita je statisticki znacajno smanjio vijabilnost ispitivanih celija.

Prethodna inkubacija sa GKT je statisticki znacajno povecala prezivljavanje OLN93 i
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PC12 ¢celija, kao i na primarnim celijskim kulturama oligodendrocita/neurona (Slika
21).
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Slika 21. GKT stite oligodendrocite i neurone od citotoksi¢nosti ConA stimulisanih limfocita. OLN
93 ¢elije, PC12 c¢elije, primarni oligodendrociti i neuroni su inkubirani bez (@) ili sa GKT (100 mg/ml) 2
h pre dodavanja kondicioniranog medijuma iz kultura limfocita stimulisanih (KM ConA) ili ne (KM) sa
ConA (5pg/ml). Nakon 48 h je ispitan vijabilitet Celija i reprezentativni rezultati iz najmanje tri
eksperimenta prikazani su kao SV + SD triplikata (*p<0,05 oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu

na netretirane Celije, a #p<0,05 u odnosu na KM ConA).

Na kraju je pokazano da sam tretman izolovanih limfocita sa GKT nije doveo do
znaCajnih promena u ekspresiji iRNK za medijatore inflamacije u nestimulisanim
limfocitima. Medutim, ekspresija iRNK za medijatore Th1 ¢elijskog odgovora (IFN-y i
T-bet) i Th17 transkripcioni faktor ROR-yt, kao i proinflamatorne citokine TNF, GM-
CSF i IL-1B bila je povisena kod ConA stimulisanih limfocita, dok je tretman sa GKT
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znacajno smanjio njihovu ekspresiju (Slika 22). GKT su takode smanjile i ekspresiju
IRNK za IL-17 u ConA-stimulisanim limfocitima, ali razlika nije dostigla statistiCku
znacajnost (p = 0.061). Ovi in vitro rezultati ukazuju na to da GKT ostvaruju direktno
protektivno dejstvo na ¢elijama nervnog sistema, dok istovremeno smanjuju produkciju

proinflamatornih citokina od strane aktiviranih ¢elija imunskog sistema.
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Slika 22. GKT smanjuju ekspresiju proinflamatornih medijatora u leukocitima stimulisanim sa
ConA. Leukociti izolovani iz cervikalnih limfnih ¢vorova DA pacova (n=4) su inkubirani bez (d) ili sa
GKT (50 mg/ml) 2 h pre dodavanja ConA (ConA+GKT). Tretman sa ConA je trajao 8 h. Ekspresija
iRNK je merena gRT-PCR metodom, a rezultati su prikazani kao relativha promena u odnosu na ConA
stimulisane leukocite (*p<0,05 oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na nestimulisane leukocite,

a "p<0,05 u odnosu na ConA stimulisane leukocite).
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5. DISKUSIJA

Ugljeni¢ne nanocestice predstavljaju dobre kandidate za primenu u bioloSkim
sistemima zahvaljuju¢i niskoj toksi¢nosti, velikoj biokompatibilnosti, dobroj
rastvorljivosti, brzoj i jeftinoj sintezi (30). Bioloski efekti ugljeni¢nih i drugih
nanocestica zavise od njihovih fizi¢ko-hemijskih osobina, na koje u velikoj meri utice
nacin sinteze. Imunomodulatorna svojstva ugljeni¢nih nanocestica poput fulerena, GO,
karbonskih nanotuba i GKT su ispitivana u razli¢itim studijama (51-56) U na$oj studiji,
od svih ispitivanih ugljeni¢nih nanocestica jedino su GKT znacajno smanjile klinicke
simptome EAE. lako je pokazano da derivat fulerena bogat karboksilnim funkcionalnim
grupama (ABS-75) ima protektivno dejstvo u EAE modelu (51), fulerenol u nasoj
studiji nije uticao na klinicki tok bolesti. Razlike u bioloskim svojstvima ovih derivata
fulerena mogu poticati od razlika u zastupljenosti i vrsti funkcionalnih grupa, kao i
razlika u koris¢enom eksperimentalnom modelu. Sa druge strane, veli¢ina nanocestica
bitno uti¢e na njihova bioloska svojstva, pa tako odsustvo efekta velikih ¢estica GO na
klini¢ki tok bolesti moze da bude posledica njihovog otezanog ulaska u ¢eliju (15, 25).
U skladu s tim, nanocestice manjih dimenzija i pozitivnog naelektrisanja znatno brze i u
vec¢em broju ulaze u Celije (146, 147), sto je jasno pokazano na primeru GKT manjih
dimenzija (24 nm) koje lakse ulaze u ¢eliju u odnosu na ve¢e GKT (66 nm) (56). Oblik
nanocCestica takode uti¢e na njihove bioloske efekte, Sto bi moglo da bude razlog zaSto
viSe sfericne KKT, za razliku od diskoidnih GKT, nisu imale efekt na EAE. Znacaj
funkcionalnih grupa i naelektrisanja na bioloska svojstva nanocestica je pokazan i na
primeru fotohemijske redukcije GKT kojom je smanjen broj karboksilnih grupa i
povecan broj sp? domena. Ovako dobijene GKT sa smanjenim negativnim povriinskim
naelektrisanjem 1 veéim stepenom uredenosti kristalne reSetke lakse ulaze u cCelije 1
nemaju citotoksican efekat (148). U skladu sa tim, bolji terapijski efekat GKT dobijenih
elektrohemijskom oksidacijom grafita u ovoj studiji se moze objasniti viSom vrednos$éu
zeta potencijala zbog manjeg broja karboksilnih grupa podloznih deprotonizaciji, kao i
veéom zastupljenoéu sp? veza u odnosu na GKT dobijene termalnom dekompozicijom

limunske kiseline.
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GKT su imale slabije protektivno dejstvo ako su aplicirane selektivno tokom
efektorske faze EAE, sto ukazuje na to da GKT sprecavaju aktivaciju autoreaktivnih
limfocita na periferiji tokom induktivne faze bolesti, kao i njihovu reaktivaciju u CNS
tokom efektorske faze bolesti. lako se selekcija potencijalnih lekova za terapiju MS
uglavnom zasniva na njihovoj sposobnosti da inhibiraju EAE ako su aplikovane posle
pojave prvih simptoma bolesti, naSi rezultati ne umanjuju opravdanost potencijalne
terapijske primene GKT u MS. Naime, u tom kontekstu ne treba zanemariti efekat GKT
na aktivaciju limfocita tokom induktivne faze bolesti, jer se pojava relapsa kod MS
pacijenata vezuje upravo za aktivaciju naizgled ,,uspavanih” (neaktivnih) T limfocita u
perifernoj krvi (149). To je u skladu sa sposobnos¢u GKT da znac¢ajno smanje ucestalost
relapsa u EAE modelu u nasoj studiji. Pojava relapsa i remisije kod pacijenata koji
boluju od MS korelira za smanjenom, odnosno poveéanom ucestalos¢u Treg éelija (83).
Pokazano je da GKT u in vitro uslovima indukuju nastanak tolerogenih dendritskih
¢elija koje stimulisu diferencijaciju Treg subpopulacije (56), Sto moze biti jedan od
mehanizama njihovog dejstva na smanjenje relapsa u nasoj studiji. Takode, pojava
relapsa kod pacijenata sa MS je znacajno redukovana smanjenjem migracije limfocita iz
perifernin limfnih organa primenom fingolimoda ili redukovanjem permeabilnosti
krvno-mozdane barijere primenom natalizumaba (150). Posto su GKT u naSoj studiji
znacajno smanjile limfocitnu infiltraciju CNS, to bi takode moglo da doprinese

smanjenju ucestalosti relapsa u EAE modelu.

U lezijama CNS kod pacijenata obolelih od MS post mortem je pokazana
povisena ekspresija iRNK za markere Thl i Th17 Celija, za koje se pretpostavlja da
imaju kljuénu ulogu u demijelinizaciji (151). U skladu s tim, EAE moze da se indukuje
pasivnim transferom jedne od navedenih ¢elijskih subpopulacija (Thl ili Th17) (152).
lako se proteklih godina intenzivno proucava uloga Th17 odgovora u MS i EAE, ne
treba zanemariti kljucnu ulogu Th1 ¢elija u imunopatogenezi ovih bolesti (153). Znacaj
IFN-y u indukciji EAE su potvrdili Dungan i saradnici koji su koris¢enjem IFN-y
knockout miSeva odlozili pojavu prvih klinickih znakova bolesti (87). Sli¢no tome, u
nasim eksperimentima, sposobnost GKT da suprimiraju ekspresiju IFN-y i Thl
transkripcionog faktora T-bet korelirala je sa odlozenim pocetkom bolesti i blazom
klini¢kom slikom. Ovo je u skladu sa prethodnim rezultatima gde je pokazano da GKT

smanjuju sposobnost humanih dendritskih ¢elija da usmere in vitro T ¢elijski odgovor u
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Thl pravcu (56). Inhibicija Thl celijskog odgovora posredstvom GKT je takode
pokazana na modelu autoimunskog hepatitisa, gde su GKT smanjile broj CD4"IFN-y" i
CD8'IFN-y" T ¢elija u tkivu jetre, kao i koncentraciju IFN-y u serumu miseva tretiranih
sa ConA (55). lako su Lees i saradnici pokazali da je incidenca EAE niza kod IL-17
knockout miseva (154), u nasoj studiji odlozen pocetak bolesti i blaza klinicka slika u
tretmanu GKT nisu bile asocirane sa inhibicijom Th17 odgovora. Izostanak efekta GKT
na Th17 ¢elijski odgovor se moze bar delimi¢no objasniti inhibitornim efektom IFN-y
na polarizaciju Th17 Celija. Naime, Berghmans i saradnici su pomoc¢u neutraliSuceg anti
IFN-vy antitela povecali broj ¢elija koje produkuju IL-17 u EAE, a slican fenomen bio je
prisutan i kod IFN-y knockout miseva (155). Takode, isti efekat su pokazali Mom¢ilovié
i saradnici na kulturi ConA stimulisanih limfocita (156). Pored direktnog inhibitornog
efekta, IFN-y svoj efekat ostvaruje i indirektno, preko dendritskih ¢éelija stimulacijom
produkcije IL-27 koji inhibira Th17 odgovor (157). S druge strane, postoje podaci da
Th1 i Th17 odgovor sinergizuju u nastanku i progresiji EAE (152), tako da bi inhibicija
jednog tipa T celijskog odgovora, u ovom sluc¢aju Thl, mogla da bude dovoljna za

supresiju EAE.

Th1 ¢elije pored IFN-y proizvode i proinflamatorni citokin TNF (81), a IFN-y i
IL-17 indukuju produkciju proinflamatornih citokina u makrofagima, dendritskim
¢elijama i mikrogliji, §to stimuliSe inflamaciju i oSteCenje CNS u EAE (48, 77).
Prisustvo TNF u mozdanim lezijama MS pacijenata se povezuje sa Thl odgovorom
(158), sto je u skladu s nasim rezultatima da je inhibicija Th1l odgovora od strane GKT
pracena smanjenjem produkcije TNF. Pored TNF, u nastanku organ specifi¢ne
autoimunosti i EAE uéestvuje i GM-CSF koga sekretuju T limfociti u odgovoru na TNF
i IL-1 (159). lako se GM-CSF i IL-1pB uglavnom smatraju citokinima Th17 odgovora
(48, 83), postoje studije koje govore u prilog ekspresije GM-CSF u Thl ¢elijama (152),
Sto korelira sa sposobnos¢u GKT da suprimiraju ekspresiju ovog citokina u nasoj
studiji. Pored TNF i GM-CSF, GKT su znacajno smanjile i ekspresiju IL-1p, pa se moze
zakljuciti da anti-inflamatorna aktivnost predstavlja znacajnu komponentu njihovog
protektivnog dejstva u EAE. Poznato je da proinflamatorni citokini kao s§to je TNF
povecavaju permeabilnost krvno-mozdane Dbarijere, Sto omogucava ulazak
encefalitogenih T ¢elija u CNS (76) i korelira sa pojavom prvih klini¢kih znakova EAE
(160-162), kao i sa tezinom bolesti tokom akutne faze bolesti (163). Dakle, sposobnost
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GKT da inhibiraju in vitro i1 in vivo gensku ekspresiju i produkciju klasi¢nih
proinflamatornih citokina TNF i IL-1 u naSoj studiji mogla bi da bude osnovni
mehanizam kojim GKT smanjuju infiltraciju encefalitogenih ¢elija u CNS imunizovanih
zivotinja. U skladu sa njihovim antiinflamatornim dejstvom, GKT su znacajno
neutralisale gubitak telesne mase na vrhuncu bolesti, koji je delimi¢no posledica
anoreksije izazvane inflamacijom (164). Ostaje da se ispita da li GKT pored smanjenja
sekrecije proinflamatornih citokina mozda mogu i direktnim dejstvom na krvno-
mozdanu barijeru ili leukocite da smanje ekstravazaciju imunskih ¢elija 1 posledi¢nu

neuroinflamaciju.

Pored inhibicije Th1 i proinflamatornog odgovora in vivo, pokazali smo da GKT
smanjuju ekspresiju iIRNK za markere Th1 odgovora (IFN-y i T-bet) i inflamacije (TNF,
IL-1B, GM-CSF) i u limfocitima stimulisanim in vitro T ¢elijskim mitogenom ConA.
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodnom studijom u kojoj su GKT inhibirale
medijatora Thl ¢elijskog odgovora (IFN-y, IL-12) i proinflamatornih citokina (IL-1p,
LT-a, IL-6 i IL-8) pokazana je i na humanim mononuklearnim ¢éelijama periferne krvi
stimulisanim fitohemaglutininom (56). Za razliku od rezultata dobijenih u in vivo
uslovima, GKT primenjene in vitro zna¢ajno su smanjile ekspresiju iRNK Th17
transkripcionog faktora ROR-yt, dok je smanjenje ekspresije iIRNK za IL-17 bilo na
granici statistiCke znacajnosti. Jedno od objaSnjenja vece osetljivosti Th17 ¢Celija na
tretman GKT in vitro moze biti da se u in vitro uslovima postize mnogostruko veca
lokalna koncentracija GKT. Takode se postavlja pitanje da li je antiinflamatorno dejstvo
GKT posledica inhibicije T ¢elija ili GKT mogu i direktno da deluju na makrofage,
dendritske ¢elije ili mikrogliju i spre¢e njihovu proinflamatornu aktivnost. U prilog
drugoj pretpostavci govore rezultati da GKT direktno inhibiraju proinflamatornu
funkciju humanih dendritskih ¢elija (56). Suprotno naSim rezultatima, pokazano je da
GKT mogu da imaju i proinflamatorno dejstvo povecanjem indukcije p38
MAPK/NF«B-zavisne produkcije TNF, IL-1 i IL-8 u monocitnoj leukemijskoj ¢elijskoj
liniji in vitro (57). Ova razlika moze da bude posledica razli¢itog nacina sinteze koji
odreduju fizicko hemijska svojstva nanocestica, kao i razlika izmedu transformisanih u

odnosu na netransformisane Celije.
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Inflamacija CNS u EAE dovodi do apoptoze oligodendrocita i posledi¢ne
demijelinizacije (144), koja je povezana sa progresijom bolesti nezavisno od vrste i soja
zivotinja koje se koriste za indukciju EAE (59, 67). U skladu s tim, na$i rezultati
dvostrukog TUNEL/MBP bojenja pokazali su da pretezno oligodendrociti umiru
apoptozom u tkivu CNS tokom EAE, kao i da GKT znac¢ajno smanjuju demijelinizaciju
1 broj apoptoti¢nih ¢elija u KM imunizovanih pacova. Gubitak oligodendrocita prisutan
je 1 u akutnim lezijama pacijenata koji su oboleli od MS, u kojima cak 40 %
apoptoti¢nih ¢elija predstavljaju oligodendrociti (165). Apoptozu oligodendrocita
indukuje uglavnom TNF vezuju¢i se za svoj receptor (TNFR1) (166, 167), dok je
citotoksi¢no dejstvo IFN-y pokazano na oligodendrocitnim progenitorskim ¢elijama, ali
ne i na diferenciranim oligodendrocitima (168). Dakle, inhibicija produkcije TNF i IFN-
vy predstavlja vazan mehanizam njihovog anti-apoptotskog dejstva u na$oj studiji. Pored
direktnog citotoksicnog efekta, medijatori inflamacije aktiviraju mikrogliju koja
produkuje kiseoni¢ne i azotne reaktivne vrste Koje su toksi¢ne za oligodendrocite (81,
143, 144). Usled visoke metabolicke aktivnosti oligodendrocita dolazi do
nagomilavanja toksi¢nih produkata metabolizma, koji u kombinaciji sa visokim nivoom
intracelularnog gvozda i niskom koncentracijom glutationa ¢ine ove ¢elije osetljivim na
oksidativna osStecenja (169). S druge strane, apoptoza autoreaktivnih T limfocita je
takode opisana na mestu demijelinizacije (170, 171), §to doprinosi smanjenju
limfocitnih infiltrata 1 ograniava progresiju bolesti. Ovo je u skladu sa naSim
rezultatima koji pokazuju TUNEL+ jedra lokalizovana subpijalno, koja verovatno
pripadaju apoptoti¢nim limfocitima. Dakle, potrebna je detaljnija analiza uticaja GKT
na apoptozu razli¢itih tipova celija da bi se jasnije razumeo mehanizam njihovog

protektivnog dejstva u EAE.

Demijelinizacija indukovana inflamacijom dovodi do metabolicke disfunkcije 1
povecane osetljivosti ogoljenih aksona na neurotoksi¢ne medijatore (144), pa dolazi do
ostecenja i Smanjene provodljivosti neurona unutar CNS (59). Ostecenje neurona u EAE
potvrduju nasi rezultati TEM analize koji pored demijelinizacije pokazuju i narusenu
arhitekturu aksoplazme i oSte¢enje mitohondrija u neuronima bolesnih Zivotinja. Ovaj
rezultat je u skladu sa prethodnim istrazivanjima u kojima je pokazano da nakon aktivne
imunizacije DA pacova dolazi do oStecenja aksona koje korelira sa tezinom EAE (143,

172), a gubitak neurona zapazen je i u ranoj fazi bolesti (173). Takode, ostecenje
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mitohondrija je detektovano u oligodendrocitima i aksonima u CNS lezijama kod
pacijenata obolelih od MS (174). U skladu sa njihovim antiinflamatornim i anti-Th1l
efektom, GKT su znacajno smanjile procenat osteCenih i nemijelinizovanih aksona u
KM imunizovanih pacova. Medutim, s obzirom na to da nasi rezultati pokazuju da se
GKT akumuliraju i u ¢elijama imunskog sistema i u ¢elijama CNS, postavlja se pitanje
da li je njihovo protektivno dejstvo iskljucivo posledica antiinflamatorne i anti-Thl
aktivnosti ili i direktnog citoprotektivnog efekta u kome intracelularno prisustvo GKT
Stiti oligodendrocite i neurone od toksi¢nih medijatora neuroinflamacije. U Korist prve
pretpostavke govore podaci da aktivirana mikroglija (78) u sadejstvu sa limfocitima
dovodi do o$te¢enja u CNS (59), kao i da Thl i Thl7 limfociti produkuju
proinflamatorne citokine koji dovode do o$tecenja i apoptoze oligodendrocita (80). U
skladu sa tim, Popovi¢ i saradnici su pokazali da sekretovani medijatori aktiviranih
limfocita imaju citotoksi¢no dejstvo na celije CNS in vitro (175), $to je potvrdeno i u
nasoj studiji na OLN93 i primarnim oligodendrocitima, kao i na PC12 i primarnim
neuronima. GKT su smanjile produkciju medijatora inflamacije u ConA-aktiviranim
limfocitima, kao i njihovu citotoksi¢nu aktivnost prema oligodendrocitima i neuronima
u modelu in vitro kokultivacije. Takode, inkubacija sa GKT zna¢ajno je smanjila smrt
oligodendrocita i neurona izazvanu kondicioniranim medijumom ConA-stimulisanih
limfocita koji nije sadrZao ¢elije. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da GKT
Stite oligodendrocite i neurone indirektno, inhibicijom produkcije toksi¢nih medijatora
inflamacije, ali i direktno, intracelularnom akumulacijom i posledi¢nom interferencijom
sa indukcijom celijske smrti. Imajué¢i u vidu ulogu oksidativnog stresa u smrti
oligodendrocita indukovanoj proinflamatornim citokinima (176), prethodno opisana
antioksidativna aktivnost GKT (30) mogla bi da bude jedan od mehanizama njihovog

direktnog protektivnog dejstva na ¢elije CNS.

Poznato je da signalni putevi MAPK i Akt ucestvuju u regulaciji urodene i
stecene imunosti (85, 177), kao i u procesima neuroinflamacije i posledi¢nog ostec¢enja
tkiva CNS (178). Uloga MAPK u diferencijaciji T ¢elijskih subpopulacija pokazana je u
brojnim studijama. Tako, ERK1 knockout miSevi imaju povec¢anu produkciju IFN-y
aktivnost ERK bila smanjena u limfnim ¢vorovima EAE pacova, dok je inhibicija Thl

odgovora korelirala sa sposobnoséu GKT da aktiviraju ERK. Imunizacija pacova
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homogenatom KM u nasoj studiji takode je dovele do inhibicije p38 MAPK u limfnim
¢vorovima, Koja je bila delimi¢no neutralisana GKT tretmanom, dok znac¢ajnih promena
u fosforilaciji Akt nije bilo. Sli¢no, GKT su u in vitro uslovima aktivirale p38 MAPK u
T Celijskoj liniji Jurkat (55) i monocitnoj ¢elijskoj liniji THP-1 (57). Medutim, iako je
aktivacija p38 MAPK neophodna za diferencijaciju Th17 ¢elija (181) i prisutna u Thl
¢elijama (182), Th17 odgovor je bio nepromenjen, a Thl odgovor snizen u GKT
tretmanu u nasoj studiji. Dakle, ovi rezultati ukazuju na mogucu ulogu aktivacije ERK u
supresiji Thl odgovora od strane GKT, kao i na to da modulacija p38 MAPK i Akt

verovatno ne ucestvuje u ovom efektu.

Pored uloge u imunskom odgovoru, MAPK i Akt signalni putevi su ukljuceni u
diferencijaciju i prezivljavanje ¢elija nervnog sistema. Pored toga $to ERK i Akt
predstavljaju vazan deo protektivnog odgovora ¢elije na razlicite oblike stresa (183),
aktivacija ERK1/2 u progenitorskim ¢elijama oligodendrocita pospeSuje mijelinizaciju
kod miseva (127), a brojne studije povezuju aktivnost PI3K/Akt signalnog puta sa
pove¢anom mijelinizacijom (128, 184, 185). Takode, p38 MAPK ucestvuje u kontroli
aktivnosti Svanovih ¢elija i formiranju mijelina (186), kao i u proliferaciji i sazrevanju
prekursorskih oligodendrocita (187, 188). Imajuci u vidu i podatke o protektivnoj ulozi
p38 MAPK, ERK i Akt u neuronima i oligodendrocitima u EAE (184, 189, 190),
mozemo zakljuéiti da bi aktivacija ovih kinaza od strane GKT mogla da doprinese
smanjenju demijelinizacije i apoptoze ¢elija CNS u nasoj studiji. Prethodne studije su
pokazale da reaktivne kiseoni¢ne vrste inhibiraju PI3K/Akt/mTOR signalni put (191-
193), tako da je moguée da antioksidativna aktivnost GKT (21, 30, 31) delimi¢no
ucestvuje u aktivaciji Akt u tkivu CNS tokom EAE. S druge strane, oksidativni stres
aktivira MAPK signalni put (194), pa aktivacija p38 MAPK i ERK najverovatnije nije
bila posledica antioksidativnog dejstva GKT.

Pored apoptoze oligodendrocita, kao patomorfoloskog supstrata demijelinizacije,
analizirano je i prisustvo autofagije u EAE, kao i uticaj GKT na autofagiju. Autofagija,
je neophodna za razvoj, homeostazu i prezivljavanje makrofaga, neutrofila i limfocita, a
ucestvuje i u regulaciji inflamacije i aktivaciji autoreaktivnih limfocita (113). Medutim,
uloga autofagije u MS za sada nije dovoljno razjasnjena, tako da se ne zna da li

autofagija u MS dovodi do celijske smrti ili je deo endogenog neuroprotektivnog
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odgovora (113). Tako, autofagija indukovana mTOR inhibitorom rapamicinom je
smanjila limfocitnu infiltraciju CNS, demijelinizaciju i oStecenje neurona u EAE kod
miSeva (122). S druge strane, uloga autofagije u promociji inflamacije u skladu je sa
povisenom ekspresijom Atg5 u autoreaktivnim T limfocitima EAE miSeva, kao i MS
pacijenata u fazi relapsa i u post mortem uzorcima mozdanih lezija (195). Medutim, i
pored povisene ekspresije Atg5 u T ¢elijama periferne krvi MS pacijenata, Paunovi¢ i
saradnici nisu detektovali promene u aktivnosti autofagije u odnosu na zdrave ispitanike
(196). U prilog kompleksnom odnosu izmedu inflamacije i autofagije govore podaci da
Thl citokini indukuju autofagiju, dok je Th2 citokini inhibiraju (145). Takode,
inhibicija autofagije dovodi do aktivacije inflamazoma i proteoliticke obrade i sekrecije
IL-1B i IL-18 tokom inflamatornog stresa (197). Nath i saradnici su pokazali da je
aktivnost induktora autofagije AMPK smanjena u splenocitima, limfnom c¢voru i
razli¢itim T Celijskim subpopulacijama (CD4, CD8 i Treg) EAE miseva, pri ¢emu su
AMPKal—/— splenociti nakon stimulacije antigenom produkovali vise IFN-y u odnosu
na WT (engl., wild type) ¢elije (198). U nasoj studiji, Smanjena aktivnost AMPK u
limfnim ¢&vorovima bila je povezana sa povecanjem nivoa selektivnog supstrata
autofagije p62, sto govori u prilog blokade autofagije tokom induktivne faze bolesti.
PoviSen nivo p62, kao 1 LC3-II, koji se takode razgraduje u autofagolizozomima,
detektovan je i u tkivu CNS u efektorskoj fazi bolesti. Posto je autofagija neophodna za
uklanjanje oSte¢enih proteina i mitohondrija koje se smatraju glavnim generatorom
oksidativnog stresa (123, 129), moze se pretpostaviti da je inhibicija autofagije jedan od
mehanizama ostec¢enja CNS u EAE. GKT su smanjile akumulaciju p62 i LC3-11 u tkivu
CNS, sto ukazuje na njihovu sposobnost da indukuju autofagiju i tako stimuliSu
razgradnju ovih proteina, i to mehanizmima koji su nezavisni od modulacije AMPK-
MTOR signalnog puta. Prethodno je pokazano da GKT aktivacijom autofagije
promoviSu diferencijaciju tolerogenih dendritskih ¢elija 1 tako smanjuju polarizaciju
Thl i Th17 ¢elija (56). Dakle, aktivacija autofagije mehanizmima koji ne zavise od
modulacije AMPK-mTOR signalnog puta bi mogla znacajno da doprinese supresiji Thl
odgovora i smanjenju oSte¢enja CNS u EAE modelu. S druge strane, treba imati u vidu
da poviSena ekspresija p62 moze da bude i posledica transkripcione aktivacije
autofagije (116) sto, uz analizu Celijskih populacija imunskog sistema i CNS u kojima

GKT modulisu autofagiju tokom EAE, ostaje da se ispita u buduc¢im istrazivanjima.
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TEM analiza u nasoj studiji je pokazala da su GKT, u skladu sa njihovim
imunomodulatornim i neuroprotektivnim dejstvom u EAE, bile efikasno internalizovane
od strane Cellija imunskog sistema i CNS. Poznato je da nanocestice pre¢nika do 100
nm ulaze u ¢eliju, dok one manjih dimenzija ulaze u jedro (40 nm) i prolaze kroz krvno-
mozdanu barijeru (35 nm) (49, 50). U zavisnosti od njihovih fizi¢ko-hemijskih
svojstava, nanocestice ulaze u ¢eliju fagocitozom, pinocitozom, kao i nespecificnom ili
receptorom posredovanom endocitozom (49). Da ugljeni¢ne nanocestice imaju
sposobnost prolaska kroz bioloske membrane pokazano je na primeru ugljeni¢nih
nanotuba. Mehanizam ulaska u celiju zavisi od funkcionalnih grupa na njihovoj
povrsini, veli¢ine i broja slojeva. Tako, jednoslojne ugljeni¢ne nanocevi ulaze u ¢eliju
pasivnim transferom, a viseslojne nanocevi endocitozom (199). Sposobnost prolaska
kroz krvno-mozdanu barijeru pokazano je in vivo (200), kao i u odgovaraju¢em in vitro
modelu (199). Dugotrajna aplikacija ugljeni¢nih nanocestica dovodi do njihove
akumulacije u organizmu (36, 38, 201). Tako su aglomerati GKT prisutni u citoplazmi
limfocita, kao i u celijama glije i neuronima. Akumulacija GKT u tkivima namece
pitanje njihove toksi¢nosti 1 izlu¢ivanja iz organizma, koje moze predstavljati prepreku
u potencijalnoj terapijskoj primeni. Akumulirane u jetri i slezini miseva, GKT ne
ispoljavaju toksi¢ne efekte i lako se izluGuju iz organizma (36, 38). Stavise, dugotrajna
aplikacija GKT u dozi od 20 mg/kg nije ispoljila toksi¢an efekat na miSevima (202).
Pokazano je da Kupferove ¢elije jetre i makrofagi slezine i plu¢a mogu da fagocituju
GKT (203), koje se dalje razgraduju verovatno uz pomo¢ mijeloperoksidaze (204). U
njihovu razgradnju mogu biti ukljuceni i lizozomalni enzimi koji su prisutni u mikrogliji
i neuronskim produzecima (205, 206), dok manje nanocestice mogu biti eliminisane
putem urina. Sposobnost ulaska GKT u celije je pokazana i na primeru razlicitih
¢elijskih linija, kao §to su A549, MCF-7 i Hela, gde su GKT koris¢ene kao probe za
bioimidzing (148, 207, 208). Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju da se GKT u EAE
verovatno internalizuju endocitozom Za razliku od Wu i saradnika koji ukazuju na
endocitozu posredovanu kaveolama (147), aglomerati GKT su bili prisutni u klatrinskim
vezikulama i citoplazmi, dok su se u limfocitima GKT nalazile u vezikulama koje po
svojoj strukturi i sadrzaju lice na autofagolizozome. Sli¢no limfocitima, prisustvo GKT
je detektovano u vezikulama dendritskih celija koje po svojoj strukturi lice na

autofagozome i autofagolizozome (56). GKT nisu detektovane u nukleusu, §to potvrduje
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prethodne rezultate (147). Dodatno, nasi rezultati ukazuju da intracelularna akumulacija
GKT ne utie na vijabilitet celija. Sliéni rezultati su dobijeni i u prethodnim
istrazivanjima u kojima je pokazano da GKT nisu bile citotoksi¢ne za U251 ¢celije (32),
humane neuronske stem ¢elije (33) i progenitorske kardiomiocite (209). Da GKT ne
utiCu na vijabilnost i proliferativni kapacitet stem celija pokazao je Yang sa svojim
saradnicima (201). Sposobnost akumulacije GKT u tkivima, i ¢elijama imunskog

sistema moze biti u korelaciji sa njihovom sposobno$¢u da moduli$u tok EAE.

Rezultati ove doktorske disertacije jasno pokazuju da GKT, za razliku od ostalih
isptivanih nanocestica, imaju antiinflamatorno i neuroprotektivno dejstvo u imunski
posredovanom oS$te¢enju CNS u EAE modelu. Imaju¢i u vidu biokompatibilnost,
odsustvo toksi¢nosti i dobar farmakokineti¢ki profil GKT, ovi rezultati podrzavaju

njihovo dalje ispitivanje u terapiji neuroinflamatornih bolesti kao §to je MS.
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6.

ZAKLJUCCI:

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske teze, a ha osnovu dobijenih rezultata

mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Tretman GKT znacajno ublazava klinicke simptome EAE i redukuje pojavu
relapsa, Sto je posledica smanjenja inflamacije, demijelinizacije 1 oStecenja
neurona u CNS.

Celularni mehanizmi terapijskog dejstva GKT u EAE ukljucuju inhibiciju Thl
odgovora i direktnu zastitu oligodendrocita i neurona od -citotoksi¢nosti
proinflamatornih medijatora, $to na molekularnom nivou korelira sa aktivacijom

MAPK i Akt signalnih puteva, kao i modulacijom autofagije.
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6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova
licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim
licencama, odnosno licencama otvorenog koda.
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