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POPIS KRATICA

ASC - adultne mati¢ne stanice (engl. adult stem cells)

cDNA - komplementarna deoksiribonukleinska kiselina (engl. complementary
deoxyribonucleic acid)

DAPI — 4' 6-diamidino-2-fenilindol

EMA — Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)

ESC — embrionalne mati¢ne stanice (engl. embryonic stem cells)

FBS — fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

FDA — Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
FGF — fibroblastni ¢imbenik rasta (engl. fibroblast growth factor)

GFAP — engl. glial fibrillary acidic protein, biljeg astrocita

HIE — hipoksijsko-ishemijska encefaopatija (engl. hypoxic-ischemic encephalopathy)
HSC — hematopoetske mati¢ne stanice (engl. hematopoietic stem cells, HSC)

ICC — imunocitokemija

iPSC — inducirane pluripotentne matic¢ne stanice (engl. induced pluripotent stem cells)
LDH - laktat dehidrogenaza

MAP2 — engl. Microtubule-associated protein 2, biljeg neurona

MRNA — glasni¢ka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)

MSC — mezenhimalne mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stem cells)

OGD - deprivacija kisika i glukoze (engl. oxygen-glucose deprivation)

PBS - fizioloSka otopina puferirana fosfatom (engl. phosphate-buffered saline)

p-MLKL — biljeg nekroptoze (engl. phosphorylated mixed lineage kinase domain-like
protein)

RIPK1 — protein koji sudjeluje u signalnom putu nekroptoze (engl. receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 1)

RIPK3 — protein koji sudjeluje u signalnom putu nekroptoze (engl. receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 3)

SDS - natrijev dodecil sulfat (prema engl. sodium dodecil sulphate)

SOX2 — engl. SRY-Box Transcription Factor 2, biljeg zZiv€anih mati¢nih stanica



TUBB3 — 33-Tubulin, billeg neurona
ZMS — Zivéane mati¢ne stanice

NF-H, NF-M — dvije podjedinice neurofilamenta koje se nalaze u aksonima neurona
(engl. Neurofilament heavy, medium)



1. Uvodisvrharada

1.1. Mati¢éne stanice

1.1.1. Definicija i vrste mati€nih stanica

MatiCne stanice su stanice koje imaju sposobnost samoobnove i diferencijacije.
Samoobnova se postize diobom mati¢nih stanica kojom nastaju nove mati¢ne stanice,
dok diferencijacijom nastaju razli€ite vrste specijaliziranih stanica. O vrsti mati¢nih stanica

ovisi i broj razli€itih tipova specijaliziranih stanica u koje se one mogu diferencirati.

MatiCne stanice mogu se podijeliti prema podrijetlu, te prema potentnosti. Prema
podrijetlu, maticne stanice se dijele na embrionalne, adultne i inducirane
pluripotentne, dok se prema potentnosti dijele na totipotentne, pluripotentne i

multipotentne (slika 1.).

Embriogeneza je bioloSko zbivanje kojim iz oplodene jajne stanice (zigote) nastaje
cijeli organizam, a tijekom tog procesa stanice postaju sve diferenciranije, odnosno sve
specijaliziranije za obavljanje specificnih zadac¢a. Zigota i blastomere dvostani¢nog
embrija koje nastaju diobom zigote su po svojem potencijalu totipotentne. To znaci da se
mogu diferencirati u sve tipove stanica odraslog organizma, te u stanice koje sudjeluju u
oblikovanju posteljice (1). Kako embriogeneza napreduje, iz stanica morule, koje su
medusobno morfoloski i funkcionalno identicne, diobom i diferencijacijom nastati ¢ée
stanice trofoblasta te stanice embrioblasta. Stanice trofoblasta ¢ine osnovu za razvoj
posteljice, dok su stanice embrioblasta pluripotentne, $to znaci da iz njih mogu nastati svi
tipovi stanica odraslog organizma (slika 1.). |z embrioblasta nastaju tri zametna listica:
ektoderm, mezoderm te endoderm. Od svaka od tri zametna listi¢a razviti e se odredeni
organski sustavi. Tako npr. iz ektoderma nastaje koza i Ziv€ani sustav, iz mezoderma
masno tkivo, a iz endoderma dijelovi probavnog sustava. Stanice ektoderma, mezoderma
i endoderma viSe nisu pluripotentne, ve¢ multipotentne, tj. iz stanica pojedinog zametnog
listita ne moze nastati cijeli organizam ve¢ samo odredeni organski sustavi. Drugim
rijeCima, kako embriogeneza napreduje, stanice postaju sve specijaliziranije, tj. manje
potentne, a specijalizacijom poprimaju svoju funkciju koju ¢e obavljati u odraslom

organizmu.



Osnovna zadac¢a embrionalnih maticnih stanica je izgraditi organizam, dok je uloga
adultnin mati¢nih stanica (ASC, engl. adult stem cells) nadomjeStati dotrajale
diferencirane stanice koje se ne mogu dijeliti. Mnoga tkiva sadrZze adultne matic¢ne
stanice, ali u znacajno razli¢itom broju. Tako su npr. kostana srz, masno tkivo i koza
Vecina ASC su multipotentne, pa se tako npr. hematopoetske stanice kostane srzi mogu

diferencirati u razliCite tipove krvnih stanica.

U odraslom organizmu ne postoje pluripotentne mati¢ne stanice koje se mogu
diferencirati u bilo koju somatsku stanicu. Medutim, danas vladamo tehnologijama koje
nam omogucuju da u laboratoriju somatske stanice pretvorimo u pluripotentne mati¢ne
stanice (slika 1.). Reprogramiranje somatskih stanica u pluripotentne mati¢ne stanice
otkriveno je 2006.g kada su Takahashi i Yamanaka iz mi$jih embrionalnih i adultnih
fibroblasta uz pomoc Cetiriju transkripcijskih faktora, Oct3/4, Sox2, c-Myc, i Klf4, dobili
pluripotentne stanice koje su diferencirali u stanice sva tri zametna listica (6). Samo
godinu dana kasnije, uz pomoc¢ istih transkripcijskih faktora su dobili pluripotentne stanice
iz adultnih ljudskih fibroblasta (7). iPSC su se pokazale kao dobra zamjena za ljudske
embrionalne matiCne stanice Cije je koriStenje u pretklinickim i kliniCkim istraZivanjima
etiCki problemati¢no. Takoder, iPSC su otvorile moguénost autologne transplantacije
¢ime bi se sprijecila potencijalna imunoloska reakcija na transplantirane stanice donora.
Nadalje, znanstvenici su iz iPSC u laboratoriju uspjeli dobiti razmjerno kompleksne
trodimenzionalne modele brojnih organa, kao $to su mozak, jetra te srce - takozvane
organoide (8—10). Organoidi su u brojnim istrazivanjima postali vazan model jer se radi o
ljudskim stanicama koje predstavljaju bolji model ljudske fiziologije u usporedbi s
modelom miSa ili Stakora. 1z tog razloga, iPSC i organoidi danas su iznimno vazni u
istrazivanjima novih lijekova (11,12). O epohalno velikoj vaznosti ovih otkri¢a govori i
Cinjenica da su Yamanaka i Gurdon nagradeni Nobelovom nagradom 2012., samo 6

godina nakon prve publikacije o iPSC.
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Slika 1. Podjela mati¢nih stanica prema potentnosti.

1.1.2. Primjena mati€nih stanica u istrazivanjima i u lije€enju
Potencijalna dobrobit mati¢nih stanica u regenerativnoj medicini uklju€uje zamjenu
oStecenih stanica, ali i poticanje endogenih mehanizama popravka i obnove. Poticanje
obnove tkiva postize se izlu€ivanjem razli€itih faktora i drugih bioaktivnih komponenti
upakiranih u izvanstani€ne mjehuri¢e (vezikule), od kojih su najbolje istrazeni tzv.
egzosomi (13,14). Zbog niza pokazanih koristi, tj. sposobnosti mati¢nih stanica za
regeneraciju ili popravak tkiva, maticne stanice se vec¢ koriste u odredenim podrucjima

regenerativne medicine, dok se u drugima njihov potencijal jo$ istrazuje.

U posljednjih 50 godina objavljeno je vise od 40 000 znanstvenih Clanaka koji
govore o terapijskoj primjeni maticnih stanica (15), Sto je dobar temelj za kliniCka
istrazivanja. Trenutno u klini¢kim istraZivanjima prednjace mezenhimalne mati¢ne stanice
(MSC, engl. mesenchymal stem cells). Mezenhimalne mati¢ne stanice su multipotentne

matiCne stanice podrijetla mezoderma ili neuralnog grebena (16). ldentificirane su i



izolirane iz mnogih tkiva ukljuCujuci koStanu srz, masno tkivo, pulpu zuba, amnionsku
tekucinu, pupkov tracak, jetru, tetive i srce (17). Do srpnja 2020. g. registrirano je ukupno
1138 klini¢kih studija koje ukljuCuju MSC (18). Vecina ih se nalazi u fazi 2 ili 1, te su
fokusirane na podruc¢ja traumatologije, neurologije, kardiologije te imunologije (18).
Istovremeno, iPSC su u nekim podrucjima medicine usle u klini¢ku fazu istrazivanja, a to
posebno vrijedi za podrucje oftalmologije (19). Takoder, Ziv€ane mati¢ne/progenitorne
stanice dobivene iz ljudskih iPSC uskoro ¢e uéi u kliniCko istrazivanje kao terapija za
subakutnu potpunu ozljedu kraljezni¢ne mozdine (20). Zahvaljuju¢i uspjehu klini¢kih

istraZivanja, neki tipovi mati¢nih stanica usli su u klini¢ku primjenu.

Trenutno postoji 21 proizvod temeljen na mati¢nim stanicama koji je odobren za
upotrebu u lije€enju, od €¢ega ih je 12 odobreno od strane ameri¢ke FDA (engl. Food and
Drug Administration) ili europske EMA-e (engl. European Medicines Agency), dok su
ostali odobreni u drugim drzavama, posebno u Aziji (21). Trenutno odobrene terapije
mati¢nim stanicama ukljuCuju hematopoetske mati¢ne stanice (HSC), mezenhimalne
mati¢ne stanice (MSC), te limbalne mati¢ne stanice. Hematopoetske mati¢ne stanice su
najbolje okarakterizirane adultne maticne stanice i jedini tip mati¢nih stanica koje se
rutinski  primjenjuju za lije€enje razliitih hematoloskih bolesti (22). Hematopoetske
mati¢ne stanice se mogu izolirati iz koStane srzi, periferne krvi ili iz krvi pupkovine (engl.
umbilical cord blood) (23). Mezenhimalne mati¢ne stanice su odobrene od strane KFDA
(engl. Korea Food and Drug Administration) za lijeCenje akutnog infarkta miokarda,
repetitivnu i/ili traumatsku degeneraciju hrskavice te subkutane tkivne defekte, dok je
EMA odobrila terapiju alogenih MSC za tretiranje kompleksnih perianalnih fistula u
Crohnovoj bolesti (21). Limbalne mati¢ne stanice nalaze se u uskom podrucju na granici
(limbusu) roznice i konjuktive, imaju vaznu ulogu u obnovi i popravku epitela roznice, a
njihovo koriStenje i za tretiranje fizickih i kemijskih opeklina oka odobreno je od strane
EMA-e 2015. godine (24).

Za neuroloske bolesti kao $to su mozdani udar, Alzheimerova bolest, multipla
skleroza, i Parkinsonova bolest, ne postoji rutinska klinicka primjena terapije mati¢nim

stanicama. Medutim, postoje brojne klinicke studije (25-31), ali takoder joS uvijek i brojne



pretkliniCke studije kojima se nastoji doprinijeti boljem razumijevanju djelovanja maticnih

stanica i molekula koje izlu€uju na Ziv€ani sustav zahvacen nekim patoloskim zbivanjem.

1.2. Zivéani sustav

1.2.1. Razvoj i ustroj zivéanog sustava

Razvoj svih organskih sustava, pa tako i ziv€anog, vrlo je precizno reguliran. Svaka
faza razvoja se dogada u zadanom vremenskom okviru, a kontrolirana je na molekularnoj
razini. Zivéani sustav nastaje od ektoderma, jednog od triju zametnih listiéa. Oko treéeg
tiedna intrauterinog razvoja ispod ektoderma pojavljuje se notokord (32) — struktura
gradena od mezodermalnih stanica koja ima klju¢nu ulogu u indukciji diferencijacije
ektoderma u neuroektoderm. Neuroektoderm u pocCetnoj fazi razvoja oblikuje neuralnu
plo€u, koja se, kako razvoj napreduje, savija te stvara neuralni Zlijeb. Neuralni Zlijeb se
naposlijetku zatvara ¢ime nastaje neuralna cijev - osnova iz koje ¢e se razviti mozak i
kraljeznicna mozdina. Iz tri primarna mjehurica u rostralnom dijelu neuralne cijevi:
prosencephalon, mesencphalon i rhombencephalon, nastati ¢e mozak. Dok se
mesencephalon daljnjim razvojem ne dijeli, prosencephalon se dijeli na telencephalon i
diencephalon, a rhombencephalon na metencephalon i myelencephalon (33).
Telencephalon ¢ine kortikalne i subkortikalne strukture kao S$to su bazalni gangliji;
diencephalon c¢ine strukture poput talamusa, hipotalamusa, subtalamusa; u
mesencephalonu se nalaze strukture poput crne jezgre (substantia nigra) i
periakveduktalne sive tvari; metencephalon ¢ine most i mali mozak, dok myelencephalon
¢ini produljena mozdina. Neke strukture u mozgu poput hipotalamusa su evolucijski
starije te su uklju¢ene u regulaciju osnovnih funkcija poput regulacije tjelesne temperature
(34), dok su druge strukture poput frontalnog korteksa evolucijski mlade te sudjeluju u

evolucijski novijim funkcijama poput kognicije.

Mozak Cine dva osnovna tipa stanica: neuroni i glija stanice. Neuroni su stanice
koje medusobno komuniciraju posebnim vezama koje se nazivaju sinapse. Sve uloge
koje neuroni obavljaju su omogucene preciznom regulacijom medudjelovanja koje
ostvaruju u kompleksnim stani¢nim mrezama. Ono $to u mozgu nazivamo siva tvar je
primarno gradeno od nakupine tijela neurona, dok bijelu tvar primarno €ine mijelinizirani

aksoni. Komunikacija neurona u pojedinoj regiji mozga, ali i izmedu regija odvija se



zahvaljuju¢i aksonima koji mogu biti vrlo dugacki. Tako se akson neurona koji se nalazi
u jednoj regiji mozga moze protezati do druge regije mozga prenoseci signale neuronima
koji se tamo nalaze. U glija stanice se svrstavaju astrociti, oligodendrociti i mikroglija.
Astrociti su najbrojnije stanice ziv€anog sustava koje pruzaju stukturnu i metabolocku
potporu neuronima. Oligodendrociti mijeliniziraju aksone neurona omogucujuci brzi
prijenos signala, dok mikroglija ima imunoloSku ulogu. Astrociti i oligodendrociti, kao i
neuroni, nastaju iz neuroepitelnih ziv€anih mati¢nih stanica, dok mikroglija nastaje iz

primitivnih makrofaga u Zumanjcanoj vreci koji nasele ziv€ani sustav u razvoju (35).

Neuroni su metaboliCki vrlo zahtjevne stanice te se procjenjuje da ih mozgu ima
oko 86 milijardi (36). Jedan od razloga zasto je regeneracija sredisSnjeg Ziv€anog sustava
vrlo ograni¢ena nalazi se u €injenici da su neuroni stanice koje se ne dijele. Drugi razlog
je u aksonima, koji u vecini situacija u kojima se prekine njihova veza s ciljanom stanicom,
tu vezu viSe ne mogu ponovno uspostaviti. Zanimljivo je uociti kako postoje razlike izmedu
srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava. Dok periferni Ziv€ani sustav posjeduje
intrinziCnu sposobnost regeneracije i popravka, u srediSnjem ziv€anom sustavu je ta
sposobnost vrlo ograni¢ena (37). Naime, sloZzena povezanost neurona nastaje tijekom
embrionalnog razvoja, a tada su svi procesi u mozgu podredeni uspostavljanju
kompleksne organizacije. U tom podrucju i fazi razvoja, izvanstani¢ni okolis te razliCite
molekule koje proizvode druge stanice navode aksone do njihovih ciljanih stanica (38). S
druge strane, u razvijenom srediSnjem ziv€anom sustavu, u kojem je sve podredeno
komunikaciji medu neuronima, sastav izvanstani¢nog matriksa je drukgiji, a dostupnost
molekula za navodenje aksona je znatno manja. Time je u srediSnjem zZiv€anom sustavu
ogranien rast aksona te je uspostavljanje prvobitnih veza nakon stani¢nog osteéenja

znacajno otezano.
1.2.2. Hipoksijsko-ishemijska ozljeda srediSnjeg zivéanog sustava

Ishemijski mozdani udar i perinatalna hipoksijsko-ishemijska encefalopatija (engl.
hypoxic-ischemic encefaloptathy, HIE) svrstavaju se u najCeSce bolesti ziv€anog sustava.
U oba slu€aja ozljeda nastaje uslijed prekida opskrbe krvlju srediSnjeg ziv€anog sustava,

a ovisno o veli€ini zahvacene regije te intenziteta ozlijede, posljedice variraju. U



slu€ajevima kada ozljeda nije intenzivha moze doci do potpunog oporavka, dok intenzivne
ozljede mogu dovesti do smrtnih posljedica ili do oSteCenja koja znaCajno narusavaju
funkciju zZiv€anog sustava. Kako mozak u perinatalnom periodu jo$ uvijek nije u
potpunosti razvijen, endogena sposobnost obnove nakon ozljede je veca u usporedbi s
odraslim razvijenim mozgom. Istovremeno, osobine mozga u razvoju kao Sto je jo$
ozljede mogu nanijeti zna¢ajno oste¢enje mozgu u perinatalnom periodu, a obrazac
oStecenja ovisi 0 stupnju razvijenosti mozga i jaCini ozljede (41). lako istraZivanja govore
o velikoj varijaciji zahvacenih anatomskih podru¢ja u HIE, uglavhom se opisuju
predominantne ili znaCajne ozljede cerebralnog korteksa, bazalnih ganglija i talamusa
(40). Hipoksijsko-ishemijska ozljeda korteksa i bazalnih ganglija €esto dovode do

problema s jezikom i motorikom koji se javljaju u djetinjstvu (40).

S obzirom na to da se odgovor tkiva odnosno stanica na perinatalnu hipoksiju-
ishemiju razlikuje u ovisnosti od toga koliko je vremena proSlo od izazivanja ozljede,
razvoj patoloskog procesa moze se podijeliti u faze (42). U pocetku, kada dode do
smanjenog protoka krvi u fetalni mozak, u tkivu dolazi do primarnog energetskog
poremecaja (engl. energy failure), Sto dovodi do stanicne smrti zbog redukcije ATP-a
(adenozin trifosfat) i glukoze, povecanja unutarstanicnog kalcija, a time i do poveéanog
izvanstani¢nog glutamata (42). Nakon reoksigenacije slijedi latentna faza u kojoj se
pokuSava uspostaviti ,normalno® stanje (42). U sekundarnoj fazi koja nastupa 6-12 sati
nakon hipoksije-ishemije, nastupa snazni val stanicne smrti, te dolazi do razvoja upale,
oksidativnog stresa i oStecenja mitohondrija (42). Ovisno o intenzitetu ozljede, faza
tercijarnog energetskog poremecaja moZe trajati mjesecima, a karakterizira ju

remodeliranje, popravak i astroglioza (42).

Za sada jedina terapija za HIE koja se koristi u Klinici je hipotermija (43).
Hipotermija se primjenjuje u slu¢ajevima srednje teSke i teSke ozljede kod novorodencadi
rodenih u terminu ili blizu termina. Trenutni protokol hipotermije za srednje tesku i teSku
HIE ukljuCuje pocetak hladenja ¢im prije mogudée, a unutar 6 h od poroda na 34.5°C
(x0.5°C) za selektivno hladenje glave, ili 33.5°C (x0.5°C) za hladenje cijelog tijela sa

kontinuitetom hladenja od 72 h (44,45). lako terapija hipotemijom znafajno smanjuje



smrtnost i invaliditet, skoro polovica novorodenc¢adi s HIE lijeCenih hipotermijom umire ili
prezive sa znacCajnim invaliditetom (44,46). 1z tog razloga postoji potreba za
pronalazenjem novih pristupa kojima bi se pobolj$alo lije¢enje HIE. Od nekoliko trenutno
istrazivanih pristupa, istiCe se potencijalna primjena eritropoetina. Eritropoetin je molekula
koja je dobila naziv po tome Sto potiCe eritropoezu, a pokazano je i da stimulira
angiogenezu, neurogenezu i neuronalnu plasticnost nakon ishemijske ozljede
novorodencadi (43,47). KliniCke studije otkrile su kako je intravenozna ili subkutana
administracija eritropoetina sigurna, dobro tolerirana te pokazuje dobrobit u obliku
smanjenja smrtnosti i izrazenosti neuroloskih simptoma (43). Kao potencijalna terapija za
HIE razmatraju se i matiCne stanice. Od 58 pretkliniCkih istrazivanja u kojima su mati¢ne
stanice koriStene kao potencijalna terapija za HIE, oko 80 % istrazivanja pokazalo je
znacajno poboljSanje kognitivnih i/ili senzorno-motornih funkcija kao i smanjeno
oSteCenje mozga (48). Takoder, pretklinicke i kliniCke studije pokazale su kako su
umbilikalne mati¢ne stanice i mezenhimalne mati¢ne stanice dovoljno sigurne i efikasne

te se testiraju kao potencijalna opcija za terapiju HIE (49).
1.3. Stani€éna smrt

Stani¢na smrt vazno je zbivanje u razvoju i oblikovanju organizma, ali i u fiziologiji
odraslog organizma u kojem stanice umiru i zamjenjuju se novima. Tijekom razvoja,
stani¢na smrt se odvija u mnogim organskim sustavima u nastanku, pa tako i u ziv€anom.
Stani¢na smrt u razvoju zZiv€anog sustava vazna je za uklanjanje viska neurona ¢ime se
omogucuje oblikovanje funkcionalnih neuronalnih krugova (50). S druge strane, stani¢na
smrt pridonosi patofiziologiji mnogih bolesti ziv€anog sustava kao $to su mozdani udar,
Alzheimerova bolest i Parkinsonova bolest (51). Prema tome, razumijevanje okidaca i

tijeka stani¢ne smrti vrlo je vazno za razumijevanije fizioloSkih i patofizioloSkih stanja.
1.3.1. Vrste stani€ne smrti

Vrste stani€ne smrti su se u starijim klasifikacijama dijelile prema izgledu opazenih
promjena. MorfoloSka podjela stani¢ne smrti ukljuCivala je tri razliCita tipa (52). Tip |
stani€ne smrti ili apoptoza je obiliezena sakupljanjem citoplazme, kondenzacijom

kromatina, fragmentacijom jezgre te pupanjem stanihne membrane Sto rezultira
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nastankom malih vezikula (apoptotiCka tjeleSca) (52). ApoptotiCka tjeleSca fagocitiraju
stanice koje imaju fagocitoznu sposobnost te ih degradiraju uz pomo¢ lizosoma. Tip Il
stani¢éne smrti ili autofagija je obiljezena vakuolizacijom citoplazme, a ovaj tip stani¢ne
smrti takoder moze kulminirati fagocitozom i lizosomalnom degradacijom (52). Tip llI
stani¢ne smrti ili nekroza, ukljuCuje rupturu staniéne membrane te raspadanje stanice
bez ocite fagociticke aktivnosti (52,53). Buduéi da se u nekrozi stanice nekontrolirano

raspadaju, taj oblik smrti je uvijek pracen nekom razinom upale.

Prema joS jednoj, sada sve viSe zastarjeloj podjeli, postojale su 2 tipa stani¢ne
smrti: programirana stani¢nu smrt ili apopoza te neregulirana stanicnu smrt ili nekroza.
Apoptoza je posredovana kaspazama, tj. za ovaj oblik smrti postoji definiran signalni put.
S druge strane, za nekrozu se smatralo da je u potpunosti neregulirana, odnosno da
nastaje kao posljedica ekstremnog fizickog ili kemijskog stresa koji dovodi do rupture
stanicne membrane i izlijevanja stani¢nog sadrZaja u izvanstani¢ni prostor. Medutim,
zadnjih dvadesetak godina je otkriveno viSe tipova stani€ne smrti koje karakterizira
nekroticka morfologija, a koje su posredovane odredenim signalnim putevima (53).
Prema tome, stani¢na smrt nekroticke morfologije takoder moze biti regulirana. Isto tako,
iako su morfoloSka obiljezja i dalje vazan element u klasifikaciji razliitih oblika stani¢ne
smrti, napretkom istrazivanja u stani¢noj molekularnoj biologiji, sve bolje poznajemo

molekularne puteve koji su specifi¢ni za odredene oblike smrti stanica.

Zbog potrebe za razjadnjavanjem pojedinih tipova stani¢ne smrti, ali i praéenjem
najnovijih otkri¢a, urednici ¢asopisa Cell Death and Differentiation oformili su vijece za
nomenklaturu stani¢ne smrti (engl. Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD). Od
2005. do danas, NCCD svakih nekoliko godina objavljuje smjernice za klasifikaciju te
novosti vezane uz signalne puteve za pojedine tipove stani¢ne smrti (53-57). Od 2012.,
u skladu sa znacajnim napretkom u biokemijskom i genetiCkom istraZivanju stani¢ne
smrti, NCCD predlaze da se morfoloSka klasifikacija stani€ne smrti zamijeni
molekularnom (56). Takoder, predlazu generalnu podjelu stanicne smrti na ,slu¢ajnu
stani¢nu smrt“ (eng. accidental cell death, ACD) izazvanu ekstremnim fizi¢kim, kemijskim
ili mehani¢kim stimulusima Cdija je posljedica trenutni gubitak integriteta stani¢ne

membrane, te ,reguliranu stani¢nu smrt* (engl. regulated cell death, RCD) koja ukljucuje



genetski programiranu molekularnu masineriju (57). Regulirana stanicna smrt moze biti
aktivirana kao adaptivni odgovor na promjene u mikrookoliSu. Takoder, moze biti i dio
fizioloSkog programa, a u tom slucaju se govori o programiranoj stani¢noj smrti (engl.
programmed cell death, PCD) (slika 2.). Nekada je termin PCD bio sinonim za apoptozu
Sto je i dalje ispravno ako se govori o apoptozi u kontekstu razvoja i odrzavanja
homeostaze u organizmu. Medutim, kada je apoptoza prisutha u odredenim
patofizioloSkim okolnostima, govorimo o reguliranoj stani¢noj smrti (57). S druge strane i
neke vrste stanine smrti koje ne karakterizira apoptotiCka morfologija mogu biti vazne u
fizioloSkim uvjetima i odrzavanju homeostaze, pa se svrstavaju u programiranu stani¢nu
smrt. Tako npr. degradaciju Zlijjezda slinovnica u vinske musSice (Drosophila
melanogaster) karakterizira stani¢na smrt autofagijske morfologije, dok se remodeliranje
kostiju u zonama rasta (engl. growth plates) povezuje sa stanichom smréu nekroticke

morfologije (57,58).

VRSTE
STANICNE SMRTI

REGULIRANA
STANICNA SMRT

PROGRAMIRANA
STANICNA SMRT

SLUCAINA
- STANICNA SMRT

Slika 2. Vrste staniéne smrti. Slu¢ajnom staniénom smréu umiru stanice izloZzene ekstremnim fizi¢kim,
kemijskim ili mehanickim stimulusima koji uzrokuju gubitak strukturalnog identiteta. Takav na€in odumiranja
je nekontroliran i trenutan. S druge strane, stani€na smrt moZe biti zapoCeta genetski kodiranom
masinerijom, a u tom slucaju radi se o reguliranoj stani¢noj smrti. Na tijek regulirane stani¢ne smrti do neke
mjere se moze utjecati specificnim farmakoloskim ili genetickim intervencijama. Termin programirana
stani¢na smrt odnosi se na reguliranu stani¢nu smrt koja se odvija kao dio razvojnog programa ili kako bi
se oCuvala fizioloSka homeostaza tkiva odraslog organizma. Izradeno na temelju Galluzzi i sur. 2015. (57).
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Prema zadnjim preporukama NCCD iz 2018. godine, ovo su vrste stani¢ne smrti
koje se mogu molekularno definirati: intrinzicna apoptoza (engl. intrinsic apoptosis),
ekstrinziCha apoptoza (engl. extrinsic apoptosis), MPT-posredovana nekroza (engl.
mitochondrial permeability transition (MPT)-driven necrosis), nekroptoza (engl.
necroptosis), feroptoza (engl. ferroptosis), piroptoza (engl. pyroptosis), partanatos (engl.
parthanatos), entotiCka stani¢na smrt (engl. entotic cell death), NETotiCka staniCha smrt
(engl. NETotic cell death), stanic¢na smrt ovisna o lizosomima (engl. lysosome-dependent
cell death), stani€ha smrt ovisna o autofagiji (engl. autophagy-dependent cell death),
imunogena stanicna smrt (engl. immunogenic cell death) i mitotiCka katastrofa (engl.
mitotic catastrophe) (53). Od navedenih tipova stani¢ne smrti, uz feroptozu i piroptozu,
nekroptoza je najpoznatiji tip tzv. regulirane nekroze, tj. staniCne smrti nekrotiCke

morfologije posredovane signalnim putem.

1.3.1.1. Nekroptoza

Stani¢na smrt nekroticke morfologije pokrenuta stimulacijom receptora iz porodice
Fas/TNFR (engl. Tumor necrosis factor receptor), neovisna o kaspazi-8, a posredovana
kinazom RIPK1 (engl. Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1), otkrivena
je 2000. g. (59). Pet godina kasnije, otkriven je Necrostatin-1 (Nec-1), inhibitor kinazne
aktivnosti RIPK1, a taj tip stani¢ne smrti nazvan je nekroptoza (60). Slijedila su brojna
istrazivanja koja su rasvijetlila druge komponente signalnog puta nekroptoze. Pokazano
je kako se kinaza RIPK3 (engl. Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3)
nalazi nizvodno od RIPK1 te tvori kompleks s RIPK1 (61-63). Nedugo nakon toga
otkriveno je da se pseudokinaza MLKL (engl. Mixed lineage kinase domain-like) fosforilira
od strane RIPKS3 te da je kljuéna komponenta nekroptoze, a istovremeno je otkrivena i
mala molekula Necrosulfonamide (NSA) koja inhibira ljudski, ali ne i misji MLKL (64—66)
Kada se MLKL fosforilira od strane RIPKS3, tvori oligomere koji odlaze na stani¢nu

membranu te ju permeabiliziraju uzrokujuci stani¢nu smrt (67—69).

Osim putem TNFR i drugih receptora smrti, nekroptoza moze biti aktivirana i putem
TLR3 (engl. Toll-like receptor 3) i TLR4 (engl. Toll-like receptor 4), te ZBP1 (slika 3.).
TLR3 detektirajuéi dvolan€anu RNA i TLR4 detektirajuci lipopolisaharide patogena,
induciraju nekroptozu aktivirajuéi RIPK3 preko proteina TRIF (engl. TIR-domain-
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containing adapter-inducing interferon-B) (70). TreCi nacin aktivacije RIPK3 ukljuCuje
njegovu interakciju sa ZBP1 (engl. Z-DNA-binding protein 1) koji detektira virusnu
nukleinsku kiselinu Z konformacije (zNA) (71,72). Takoder, pokazano je da ZBP1 moze
biti aktiviran endogenom dvolananim RNA nastalim od retroelemenata u epidermisu
kozZe (73), te endogenim retrovirusima u upalnoj bolesti crijeva (engl. IBD, inflammatory
bowel disease) (74), Sto je u oba slucaja rezultiralo nekroptozom. U sva tri puta inicijacije
nekroptoze, RIPK1, TRIF, odnosno ZBP1, preko RHIM (engl. RIP homotypic interaction
motif) domena hetero-oligomeriziraju s RIPK3 i tako tvore komplekse koji su vazni za
aktivaciju MLKL i egzekuciju nekroptoze (75). Nekroptoza sudjeluje u patofiziologiji bolesti
mnogih organskih sustava, kao $to su bolesti pluéa, jetre, bubrega, mozga,

gastrointestinalnog i kardiovaskularnog sustava, te maligne bolesti (76,77).

TLR4 virus

= P
[ RIPK1 | P
\ MLKL

MLKL
\ P

4

Nekroptoza

Slika 3. Signalni put nekroptoze. Pojednostavljeni shematski prikaz signalnog puta nekroptoze
aktiviranog putem TNFR (engl. tumor necrosis factor receptor), TLR3, TLR4 (engl. toll-like receptor) ili
infekcijom virusima. Svi signali koji induciraju nekroptozu dolaze do na kinaze RIPK3 (engl. receptor-
interacting protein kinase 3), koja je aktivirana homotipskom interakcijom s RIPK1 (engl. receptor-
interacting protein kinase 1) ili drugim proteinima koji sadrze RHIM domenu kao $to su TRIF (engl. TIR-
domain-containing adaptor-inducing IFN B) i ZBP1. Kada je aktivhost kaspaze-8 inhibirana, vezanje TNF-
ana TNFR1 dovodi do fosforilacije i aktivacije RIPK1 koji se preko RHIM domene veZe na RIPK3 formirajuci
proteinski kompleks (nekrosom). Aktivirani RIPK3 fosforilira MLKL (engl. mixed-lineage kinase domain like)
koji oligomerizira te se premjesta na stanicnu membranu koju €ini propusnom. U nekroptozi induciranoj
preko TLR3 i TLR4, za aktivaciju RIPK3 potreban je TRIF. U prisutnosti virusne nukleinske kiseline Z
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konformacije (zNA) za aktivaciju RIPK3 potreban je ZBP1 (engl. Z-DNA binding protein). Preuzeto i
prilagodeno na temelju Agueda-Pinto i sur. 2021. (78).

Kako je nekroptoza tip regulirane nekroze, $to znaci da postoji odredeni signalni
put kojim je posredovana, odredenim farmakoloSkim i genetiCkim manipulacijama
moguce je utjecati na njen ishod (57). Zahvaljujuéi istrazivanjima koja ukljucuju
manipulaciju signalnog puta nekroptoze, otkrivaju se mehanizmi koji su vazni za
nekroptozu, ali isto tako otvaraju se moguénosti za inhibiciju nekroptoze kojom bi se
potencijalno poboljSao ishod mnogih bolesti u koje se svrstavaju i bolesti Ziv€anog

sustava.

Nekroptoza sudjeluje u patofiziologiji brojnih bolesti Ziv€anog sustava ukljuCujuci
mozdani udar, perinatalnu-neonatalnu hipoksiju-ishemiju, te neurodegenerativne bolesti
poput Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti i multiple skelroze. U istom radu u
kojem se prvi puta koristi rije€¢ ,nekroptoza“, pokazano je da administracija Nec-1,
inhibitora RIPK1, smanjuje volumen ozlijede u misjem modelu ishemijskog mozdanog
udara (60). Brojna istrazivanja potvrdila su prisutnost nekroptoze u ishemijskom
mozdanom udaru (79-81), a inhibicija nekroptoze dovela je do poboljSanja u ishodu
bolesti na animalnim modelima (82,83). Aktivacija nekroptoze pokazana je u post mortem
mozgovima pacijenata oboljelih od Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti te multiple
skleroze (84—87). Nec-1 poboljSao je kognitivne deficite te smanjio poremecéaje povezane
s amiloidom-B i tau proteinom u misjem modelu Alzheimerove bolesti (88). Genetska
ablacija RIPK3 i MLKL, te farmakoloska inhibicija RIPK1 u miSjem modelu Parkinsonove
bolesti smanjila je degeneraciju dopaminergickih neurona poboljSavaju¢i motornu
funkciju (85). lako se za sada zna malo o uklju¢enosti nekroptoze u perinatalnoj-
neonatalnoj hipoksiji-ishemiji, nedavno istrazivanje pokazalo je protektivni u¢inak Nec-1s
u kombinaciji s hipotermijom u Stakorskom modelu neonatalne hipoksije-ishemije koji se
ocCitovao u smanjenju razine fosforiliranog MLKL te u smanjenju gubitka volumena mozga

nakon ozljede (89).
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2. Hipoteza

Egzogene zZiv€ane matiCne stanice smanjuju intenzitet i trajanje nekroptoze
stanica ziv€anog sustava te tako pozitivno djeluju na stani¢no prezivljenje nakon

hipoksijskog ostecenja.
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3. Ciljevirada

3.1. Opéi cilj
Cilj ove disertacije je istraziti aktivhost nekroptoze u stanicama zZiv€anog sustava,
u normoksijskim i hipoksijskim uvjetima, te utjecaj egzogenih ziv€anih mati¢nih stanica

na smanjenje smrti stanica ziv€anog sustava uzrokovano nekroptozom nakon hipoksije.

3.2. Specifiéni ciljevi

o

. Usporediti diferencijaciju ziv€anih mati¢nih stanica u uvjetima ambijentalne i tkivhe

normoksije (20 %, odnosno 5 % kisika) analizom biljega pojedinih stani¢nih tipova.

2. Usporediti intenzitet stanicne smirti tijekom diferencijacije Ziv€anih mati¢nih stanica
te u in vitro kulturi nezrelih stanica ziv€anog sustava u uvjetima ambijentalne i

tkivne normoksije (20 %, odnosno 5 % kisika).

3. Odrediti intenzitet stanicne smrti te aktivnost nekroptoze u in vitro kulturi nezrelih
stanica ziv€anog sustava izlozenih hipoksiji (1 % kisika) te deprivaciji kisika i

glukoze (OGD) - in vitro modelu hipoksije-ishemije.

4. |straziti pretpostavljen utjecaj egzogenih ziv€anih mati¢nih stanica na smanjenje
smrti nezrelih stanica ziv€anog sustava uzrokovano nekroptozom nakon

deprivacije kisika i glukoze (OGD).
5. Usporediti utjecaj egzogeno dodanih Ziv€anih matiCnih stanica s ucfinkom

kemijskog inhibitora nekroptoze (Necrostatin-1) na nekroptozu u in vitro kulturi

nezrelih stanica ziv€anog sustava izlozenih deprivaciji kisika i glukoze (OGD).
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4. Materijali i metode

4.1. Postupci sa zivotinjama

Za potrebe dobivanja misjih zametaka starih 14.5 dana, koriStene su tri skotne
Zenke visokosrodene linije B6 Albino (B6N-Tyrc-Bd/BrdCrCrl). Eksperimentalni postupci
na laboratorijskim zivotinjama odobreni su od nadleznog Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Ur. Broj: 380-59-10106-17-100/27).
Laboratorijske Zivotinje uzgajane su u Nastambi za laboratorijske Zivotinje (HRPOK-006),
a eksperimentalni postupci odradeni su u Laboratoriju za regenerativhu neuroznanost
(HRPOK-006). U istrazivanju se slijedila Direktiva 2010/63/EU, Zakon o zastiti Zivotinja
RH (NN br. 102/2017), FELASA smjernice, te odluke, preporuke i postupci nadleznog

EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

4.1.1. Parenje zivotinja i odredivanje starosti zametaka
Kako bi dobili zametke odgovarajuéeg stadija, tri Zenke su stavljene u kavez s
jednim muzjakom preko noci. Sljedece jutro pregledana je rodnica sparenih Zenki kako bi
se utvrdila prisutnost sjemene tekucine u obliku vaginalnog Cepa, sto odgovara pocCetku
skotnosti. Nalaz vaginalnog ¢epa ujutro, buduéi da se miSevi pare noc¢u, oznacio je 0.5

dana razvoja zametka.

4.1.2. Zrtvovanje zivotinja i izolacija zametaka
MiSice skotne 14.5 dana Zrtvovane su postupkom cervikalne dislokacije kojom se
kod Zivotinja izaziva trenutna smrt. Nakon Zrtvovanja, skotne Zenke polozene su na leda,
a podrucje oko abdomena oc€is¢eno je 70 %-tnim etanolom. Trbusna Supljina je otvorena
te su izolirani rogovi maternice sa zamecima koji su stavljeni u sterilnu Petrijevu posudicu
napunjenu HBSS-om (Gibco, 14175095). Petrijeva posudica sa zamecima prenesena je
u laminar u kojem su nastavljeni postupci u sterilnim uvjetima. Zameci su odvojeni od

svojih ovojnica te Zrtvovani dekapitacijom, Sto dovodi do trenutne smrti.

4.2. Postupci sa stanicama

4.2.1. lzolacija ziv€éanih mati€énih stanica i uzgoj neurosfera
Nakon dekapitacije zametaka, izolirani su telencefaloni koji su stavljeni u novu

Petrijevu posudicu s Cistim HBSS-om. Telencefaloni su zatim mehanicki usitnjeni
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Skaricama. Odstranjen je visak HBSS-a, a komadici tkiva prebaceni su u sterilnu Falcon
epruvetu od 50 ml (Corning™,352070) u koju je dodano 1 ml akutaze
(StemPro®Accutase® Cell Dissociation Reagent, Gibco by life Technologies, A11105-
01) po jednom telencefalonu. Uz pomo¢ akutaze tkivo se proteolitiCki razgraduje ¢ime se
pospjesuje oslobadanje pojedinacnih stanica. Usitnjeno tkivo inkubirano je u akutazi 20
min u vodnoj kupelji na 37 °C. Tijekom tih 20 minuta, tkivo je u dva navrata 10-ak puta
njezno provuceno kroz nastavak pipete od 1 ml kako bi se pospjeSilo odvajanje stanica.
Nakon 20 minuta inkubacije, kako bi se neutraliziralo djelovanje akutaze, suspenzija
stanica prebacena je u novu epruvetu u kojoj se nalazio kompletni medij za proliferaciju.
Medij za proliferaciju sastojao se od medija DMEM/F12 + Glutamax (Gibco, 31331-093)
s dodatkom: 1 % N2 Supplement 100 x (Gibco, 17502-048), 1 % Pen/Strep
(Penicillin/Streptomycin, 5 000 U/ml, Gibco, 15070063), 2 % B27 Supplement 50 x
(Gibco, 17502), 20 ng/ml EGF (Epidermal growth factor, Gibco, PMG8041), 10 ng/mi
bFGF (fibroblast growth factor basic, Gibco, PMG0035) 5 mM HEPES (Sigma-Aldrich,
HO0887). Omjer akutaze i medija iznosio je najmanje 1:3, tj. 1 ml akutaze neutralizirano je
s minimalno 3 ml medija. Kako bi se stanice odvojile iz otopine akutaze i medija,
centrifugirane su na 200 g, 6 min. Nakon centrufugiranja, supernatant je otklonjen, a talog
stanica resuspendiran je u 1 ml kompletnog medija za proliferaciju uz pomoc¢ pipete i
nastavka od 1 ml. Stanice dobivene iz 2-3 telencefalona prebacene su u posudu za uzgoj
stanica povrsine 75 cm? (T75, BD Falcon, 353110) u kojoj je bilo 12 ml kompletnog medija
za proliferaciju. Stanice su tako uzgajane su u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO:2 s vlagom

od minimalno 90 %. Cimbenici rasta dodani su nakon 2 dana.

Diobom stanica, ali i spajanjem susjednih stanica u suspenziji hastale su
neurosfere, tj. okruglaste nakupine ziv€anih mati¢nih stanica (90). Kada su neurosfere
dosegnule promjer 150-200 um, $to odgovara 3-4 danu nakon izolacije, disocirane su uz
pomo¢ akutaze. U ovoj fazi smo paZljivo pratili rast neurosfera, jer ukoliko neurosfere
previSe narastu, kisik i hranjive tvari iz medija ne mogu prodrijeti do stanica u unutrasnjosti
neurosfere. To bi uzrokovalo umiranje stanica, Sto se pod mikroskopom moze vidjeti kao
tamniji dio u unutradnjosti neurosfere. Kada su neurosfere dovoljno velike za disocijaciju,
sadrzZaj iz posude za uzgoj stanica prebacen je u Falcon epruvetu od 50 ml i centrifugirn

na 200 g, 1 min. Supernatant je odbacCen, a na talog stanica dodan 1 ml akutaze za
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neurosfere iz jedne posude za uzgoj stanica. Neurosfere u akutazi njezno su
resuspendirane nekoliko puta pipetom s nastavkom od 1 ml kako bi se rabio talog, te je
suspenzija inkubirana na 37 °C oko 8 min. Nakon 7-8 min, stanice su ponovno
resuspendirane lagano 10-ak puta ¢ime se dobila suspenzija pojedinacnih stanica.
Dobivena suspenzija stanica prebacena je u kompletni medij za proliferaciju u omjeru
akutaze i medija od minimalno 1:3, kao i kod izolacije stanica, kako bi se akutaza
neutralizirala, nakon ¢ega je slijedilo centrifugiranje na 200 g, 6 min. Supernatant je
odbacen, a na talog stanica dodan 1 ml kompletnog medija za proliferaciju u kojemu su
stanice njezno resuspendirane. Stanice su prebrojane uz pomo¢ Neubauerove komorice,
te je po jednoj posudi za uzgoj stanica T75 nasadeno 600 000 stanica u 12 ml (50 000
stanica/ml). Tako nasadene stanice su u pasazi 1 (P1). Stanice u posudama za uzgoj
stanica drzane su u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO2 s vlagom od minimalno 90 % dva

dana, kada su se stvorile male neurosfere koje su spremne za zamrzavanije.
4.2.2. Zamrzavanje zivéanih mati¢nih stanica

Buduc¢i da postupkom izolacije dobivamo velik broj stanica koje ne trebamo
istovremeno za pokuse, stanice su zamrznute. Zahvaljuju¢i zamrzavanju zrtvovan je
manji broj Zivotinja te je takoder omogucena fleksibilnost pokusa jer stanice mozemo
odmrznuti kada god ih trebamo, to nije slu¢aj sa Zenkama skotnim 14 dana. Stanice su
bile zamrznute u pasazi 1 (P1). Nakon izolacije (P0), stanice su uzgajane u posudama za
uzgoj stanica 3-4 dana kako bi stvorile sfere veli€ine 150-200 um, a koje su zatim
disocirane na pojedinacne stanice (P1). Dva dana nakon disocijacije, kada su se stvore
male neurosfere (cca 50 uym), stanice su zamrznute. Sadrzaj iz posuda za uzgoj stanica
u kojem su male neurosfere prebacen je u Falcon epruvetu od 50 ml i centrifugiran na
200 g, 5 min. Supernatant je odbacen, a na talog je dodan medij za smrzavanje koji je
prethodno pripremljen i drZzan na ledu. Medij za smrzavanje sastojao se od
proliferacijskog medija s 20 % DMSO-a (D2650, Sigma-Aldrich) te duplo vise B27
suplementa (4 %). DMSO je krioprotektant koji povecava poroznost stani¢nih membrana
Sto omogucéava slobodnije prolazenje vode, te takoder pomaze prevenirati formaciju
kristalica vode (91). Pelet u kojem su male neurosfere lagano je resuspendiran uz pomoc¢

pipete s nastavkom od 1 ml u mediju za smrzavanje, a sadrzaj je prebacen u kriotube
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(Thermo Scientific, Nunc, 368632). U jednoj kriotubi zamrznute su male neurosfere iz
jedne flaske u koju je bilo nasadeno 600 000 stanica u 12 ml medija (50 000 stanica/ml)
u jednom mililitru medija za smrzavanje. Kriotube su stavljene u konteiner za smrzavanje
(Corning,CLS432004) koji je prethodno bio ohladen na +4 °C, a konteiner zajedno sa
stanicama u kriotubama prebacen je na -80 °C. Drugi dan, stanice su prebacene iz -80

°C u tekuci dusik za dugotrajno skladistenje.
4.2.3. Odmrzavanje zivéanih mati¢nih stanica i priprema za pokuse

Kriotuba sa stanicama organiziranim u obliku malih sfera u pasazi 1 (P1), uz
pridrzavanje svih sigurnosnih mjera, izvadena je iz tekuceg dusSika i stavljena u vodenu
kupelj na 37 °C kako bi se ubrzao proces otapanja i minimiziralo stetno djelovanje DMSO-
a na stanice. Otapanje je trajalo otprilike 1 min, a odmah &im se otope, 1 ml stanica u
mediju za zamrzavanje prebaceno je u 10 ml medija za proliferaciju te centrifugirano na
200 g, 5 min. Supernatant je odbacen, talog njezno resuspendiran u 1 ml medija za
proliferaciju uz pomo¢ pipete i nastavka od 1 ml, te su stanice prebacene u ostalih 11 ml
pripremljenog medija za proliferaciju ispustanjem kap po kap neposredno iznad povrsine
medija u epruvetu od 50 ml. Ukupno 12 ml medija u kojem su se nalazile odmrznute male
neurosfere uz pomoc seroloske pipete od 10 ml prebaceno je u posudu za uzgoj stanica
T75, koja je stavljena u inkubator na 37 °C i 5 % CO:2 s vlagom od minimalno 90 % na 1-
2 dana kada su sfere spremne za disocijaciju. Postupak disocijacije, tj. pasaziranja, isti je
kao Sto je opisano u poglavlju 4.2.1. Dva dana nakon disocijacije stanicama u posudi za
uzgoj stanica dodani su €imbenici rasta, a sfere veliCine 150-200 pm, koje su narasle
nakon 3-4 dana od prethodne disocijacije, spremne za novu disocijaciju. Za pokuse su

koriStene stanice izmedu pasaza 2 i 4 (P2-P4).
4.2.4. Nasadivanje stanica za diferencijaciju

Za pokuse diferencijacije koriStene su pojedina¢ne stanice P2-P4. Stanice su
nasadene u sterilne ploCice s bunari¢ima koji su prethodno presvuceni poly-D-lizinom
(PDL, Sigma-Aldrich, P6407) i lamininom (Sigma-Aldrich, L2020). Za potrebu
imunocitokemije, stanice su nasadene u ploCice s 24 bunari¢a (Falcon, 351147) u koje

su stavljena okrugla stakalca promjera 12 mm (Menzel, CBO0120RA1). PDL je otopljen
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u sterilnoj dvostruko destiliranoj (dd) vodi u koncentraciji 50 pg/ml, volumena dovoljnog
da pokrije povrsinu, te je inkubiran preko noci. Drugi dan, PDL je ispran 3 x 10 min s dd
vodom te je zatim dodan laminin u koncentraciji 10 ug/ml otopljen u DPBS-u (engl.
Dulbecco's phosphate-buffered saline) bez Ca?* i Mg?* (Gibco, 14190144). Izmjena
otopina izvrSena je brzo kako ne bi doSlo do suSenja povrsSine. Laminin je inkubiran oko
2 h u inkubatoru na 37 °C. Nakon inkubacije, laminin je ispran s kompletnim medijem koji
je aspiriran, te je u bunari¢e ponovno stavljen kompletni medij za nasadivanje nakon ¢ega
su plocice vra¢ene u inkubator na 37 °C do uporabe, a ne vise od nekoliko sati. Kompletni
medij za nasadivanje istog je sastava kao i medij za proliferaciju samo Sto u mediju za
nasadivanju nema faktora rasta (EGF i bFGF), dodano je 1 % FBS-a (engl. fetal bovine
serum, Gibco, 15070063) te je umjesto B27 suplementa koristen B27 plus suplement 50
X (Gibco, A3582801). Volumen kompletnog medija u ploCicama spremnim za nasadivanje
stanica iznosio je: za plo€ice s 6 bunaric¢a (Falcon 353046) 2 ml, 24 bunaric¢a 0.5 ml te 96
bunari¢a (Falcon, 353072) 0.1 ml po bunaricu. Prije nasadivanja, stanice su disocirane
kako je opisano u poglavlju 4.2.1., prebrojane, te nasadene u ploCice s 6, 24 ili 96
bunari¢a u volumenu od 2 ml, 0.5 ml ili 0.1 ml, prilikom Cega je ukupan volumen medija u
plo€ici s 6 bunari¢a bio 4 ml, 24 bunari¢a 1 ml te 96 bunari¢a 0.2 ml. Broj stanica po
bunari¢u plo€ice od 6 bunari¢a iznosio je 700 000 — 1 000 000, 24 bunari¢a 60 000 — 70
000, te 96 bunaric¢a 10 000 — 20 000. Stanice su stavljene u inkubator na 37 °C i 5 % CO:2
s vlagom od minimalno 90 %. Svakih 3-4 dana diferencijacije, stanicama je pola medija
zamijenjeno s medijem istog sastava kao i za nasadivanje samo je umjesto DMEM/F12
(1:1)(1x) + Glutamax koristen Neurobasal CST (Gibco, A13712-01).

4.2.5. 1zlaganje nezrelih stanica zivéanog sustava hipoksiji, odnosno deprivaciji

kisika i glukoze (OGD) - in vitro modelu hipoksije-ishemije

Stanice Zivéanog sustava koje su nastale diferencijacijom ZMS tijekom 8 dana,
izloZene su hipoksiji (1 % O2), odnosno deprivaciji kisika i glukoze (OGD) — in vitro modelu
hipoksije-ishemije. Stanicama koje su rasle u ploCicama sa 6 bunarica izvaden je medij u
kojemu su rasle te je stavljeno 2 ml medija bez glukoze (DMEM, no glucose, Gibco,
11966025), odnosno 2 ml kompletnog Neurobasala sa suplementima za stanice koje su

izloZzene samo hipoksiji, te takoder za one koje su sluzile kao kontrola. Stanice su zatim
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stavljene u inkubator u kojemu je razina kisika odrzavana na 1 % na 24 h, dok su
kontrolne stanice drzane u inkubatoru u kojemu je bila ambijentalna razina kisika. Mjereno
senzorima inkubatora, razina kisika se kretala izmedu 18 i 20 %. Nakon hipoksijske
ozljede, odstranjen je medij, na stanice je stavleno 3 ml kompletnog Neurobasala sa
suplementima, te je isto napravljeno s kontrolnim stanicama. Razlog zasto su stanice u
reoksigenaciji bile u 3 ml medija su inserti (Merck Millipore, PICM03050) koji su koristeni
za ko-kultivaciju ZMS sa ozlijedenim nezrelim stanicama Ziv€anog sustava, a koju su
zahtijevali da u samom bunaricu prije dodavanja inserta bude minimalno 1.5 ml medija,
te da se na bunari¢ doda joS minimalno 1.5 ml Sto je ukupno 3 ml. Zbog navedenog
razloga volumen od 3 ml koriSten je za sve stanice u reoksigenaciji bez obzira na to je li
na njima bio insert. Za stanice koje su rasle u plo¢icama s 24 bunari¢a, tretman je bio isti,
a volumen medija u hipoksiji, odnosno deprivaciji kisika i glukoze (in vitro modelu

hipoksije-ishemije), te reoksigenaciji iznosio je 0.5 ml.
4.2.6. Fiksacija stanica za imunocitokemiju

Prvi, Cetvrti i osmi dan diferencijacije, stanice na stakalcima u plocici s 24 bunarica,
fiksirane su fiksativom volumena 500 ul po bunari¢u. Ovisno o karakteristikama antigena
koji se detektira, stanice su fiksirane ili sa svjeze pripremljenim 4 % paraformaldehidom
(PFA) u PBS-u ili sa ledeno hladnim metanolom. Fiksacija je trajala 10 — 15 min nakon
¢ega su stanice isprane 3 x 10 min s 500 ul PBS-a. Fiksacija s PFA bila je u€injena na
sobnoj temperaturi, dok su plo€ice u kojima su stanice fiksirane metanolom cijelo vrijeme
drzane na ledu. Metanolom su fiksirane stanice koje na kojima je radena imunocitokemija
(ICC) na p-MLKL (phospho Mixed Lineage Kinase Domain-like Protein) jer je pokazano
da fiksacija s PFA daje nespecificni signal (92). Ukoliko stanice nisu koriStene za
imunocitokemiju isti dan, plocCica je zatvorena parafilmom kako bi se smanijilo isparavanje

vode, te spremljena na +4 °C do najviSe tjedan dana.

4.2.7. Izolacija proteina iz stanica i mjerenje koncentracije proteina uz pomo¢

Bradford metode

Za izolaciju proteina koriStene su stanice nasadene u ploCice sa 6 bunarica.

Plo€ica s bunari¢ima stavljena je na led, medij je aspiriran, stanice su isprane s 1 ml
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hladnog PBS-a (+4 °C), te je u jedan bunari¢ dodano 130-150 ul RIPA pufera za lizu
stanica (Millipore, 20-188) s proteinaznim (Roche, 11836170001) i fosfataznim (Roche
4906837001) inhibitorima. Stanice su sastrugane uz pomo¢ strugaca za stanice (Falcon,
353086), te je lizat premjeSten u 1.5 ml tubicu (Thermo Scientific, 3451) koja je drzana
na ledu. Proteinski lizat soniciran je 10-15 s na 20-30 % jacine sonikatora (Qsonica
CL188). Nakon soniciranja, stanicni lizat je centrifugiran na 14 000 g, 10 min, na +4 °C.
Nakon centrifugiranja, supernatant je pazljivo odvojen od taloga i spremljen na -20 °C do

uporabe.

Za mjerenje koncentracije proteina koristen je Bradford reagens (Thermo
Scientific, 1863028) prema uputama proizvodaca. Apsorbancija je mjerena na uredaju

GloMax® Explorer System na 600 nm.
4.2.8. 1zolacija RNA iz stanica

Za izolaciju RNA iz stanica koriSten je RNeasy kit (Qiagen, 74104). Stanicama u
plo€icama od 6 bunari¢a aspiriran je medij, na stanice je dodano 600 pl RLT pufera iz kita
te su stanice sastrugane uz pomo¢ strugaca za stanice. Lizat je premjesten u 1.5 ml
tubicu te prebacen na -80 °C. Kada je skupljen veci broj lizata, lizati s -80 °C naglo su
otopljeni u vodnoj kupelji na 37 °C te je nastavljena izolacija RNA prema uputama
proizvodaCa. Koncentracija RNA izmjerena je na spektrofotometru (Thermo Scientific,
NanoDrop ND-1000).

4.3. Imunocitokemija

Fiksirane stanice permeablizirane su 10 min s 500 ul otopine za permeabilizaciju
(0.2 % Triton X-100 (Sigma Aldrich, T8787) u PBS-u), nakon ¢ega su isprane 3 x po 10
min s PBS-om. Zatim je na stanice stavljeno 500 ul otopine za blokiranje sacinjene od 3
% kozjeg seruma (Thermo Fisher Scientific, 16210064) u PBS-u, koja je inkubirana na
sobnoj temperaturi 1-3 h. Nakon blokiranja, stanicama je dodano 75 ul otopine primarnog
protutijela u 3 % kozjeg seruma u PBS-u te su stavljene na +4 °C preko noci. Podrijetlo,
ciljani protein, razrjedenje, proizvodac i kataloski broj primarnih protutijela upotrijebljenih

u ovom istrazivanju navedeni su u tablici 1.
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Iduéi su dan primarna protutijela isprana s PBS-om 3 x po 5-10 min. Na stanice je
zatim stavljena pripremljena otopina sekundarnih protutijela u 3 %-tnom kozjem serumu
u PBS-u te su stanice inkubirane dva sata na sobnoj temperaturi zasti¢ene od svijetla.
Podrijetlo, ciljani protein, razrjedenje, proizvodac i kataloski broj sekundarnih protutijela
upotrijebljenih u ovom istraZivanju navedena su u tablici 2. Nakon dva sata inkubacije,
sekundarna protutijela su isprana s PBS-om 3 x po 5-10 min. Na stanice je zatim stavljena
otopina DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole, Roche, 10236276001) boje u PBS-u u
koncentraciji 0.1 ug/ml. Nakon deset minuta, DAPI je ispran, 3 x 5-10 min, te su stanice
poklopliene medijem za poklapanje fluorescentnih preparata (Dako Fluorescent Mounting
Medium, Agilent S3023). Poklopljeni preparati ostavljeni su da se osuSe nekoliko sati na
sobnoj temperaturi te su zatim spremljeni na +4 °C do mikroskopiranja na konfokalnom
mikroskopu (Olympus, FV 3000). Obrada slika radena je u ImagedJ softveru (NIH, National
Institutes of Health, SAD).

Tablica 1 . Primarna protutijela koriStena za imunocitokemiju.

B o . KataloSki
Podrijetlo | Ciljani protein | Razrijedenije | Proizvodac -
roj
Nestin 1:200 Milipore MAB353
Mis NF-H, NF-M, | 1:200 Biolegend 837904
(pan axonal)
o GFAP 1:1000 Abcam ab4674
ile
MAP2 1:10 000 Abcam ab5392
SOX2 1:200 Cell #23064S
Signallig
Kuni¢ :
TUBB3 1:300 Biolegend 802001
p-MLKL 1:200 Abcam ab196436
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Tablica 2. Sekundarna protutijela koriStena za imunocitokemiju.

B _ . _ Kataloski

Protutijelo Razrjedenje | Proizvodac )

broj

Alexa Fluor 488 koza anti - miS 1gG | 1:1000 Invitrogen A28175
(H+L)

Alexa Fluor 546 koza anti - pile 1gG | 1:1000 Invitrogen A-11040
(H+L)

Alexa Fluor 633 koza anti - kuni¢ IgG | 1:500 Invitrogen A-21070
(H+L)

4.4. \Western blot

Proteinski lizati stanica pripremljeni kako je opisano u poglavlju 4.2.7., otopljeni su
na ledu, te su pomijeSani sa puferom za uzorke (NUPAGE™ LDS Sample Buffer,
Invitrogen™, NP0O007) i agensom za reduciranje disulfidnih veza (NUPAGE™ Sample
Reducing Agent, Invitrogen™, NP0009) prema uputama proizvodaca, te stavljeni u
termalni blok (Eppendorf, ThermoMixer C) na 95 °C na 10 min uz vorteksiranje.
Pripremljeni uzorci stavljeni su u jazice 12 %-tnog akrilamidnog gela (Bio-Rad, 1610185)
koji je prethodno pripremljen prema uputama proizvodaca te je u njega stavljen ¢eslji¢ za
15 jazica. Gel se sastojao od dijela za sabijanje proteina u kojem se nalazio ¢eslji¢ za 15
jazica, te dijela za razdjeljivanje proteina. Gel je stavljen u kadicu za vertikalnu
elektroforezu (Bio-Rad). U kadicu za vertikalnu elektroforezu (Mini PROTEAN Tera Cell,
Bio-Rad) stavljen je i pufer za razdjeljivanje proteina sastava: 3 g Trizma base (Sigma-
Aldrich, T8524), 14.4 g Glicin (Sigma-Aldrich, G8898), 1 g natrijev dodecil sulfat (SDS,
Sigma-Aldrich, L4390) u 1 | demineralizirane (demi) vode. Kada je aparatura postavljena,
ceslji¢i su pazljivo izvadeni. U svaku od jazica stavljeno je 15 ul pripremljenog uzorka koji
je sadrzavao 7-10 ug proteina. Elektroforeza se u pocetku izvodila pri naponu 80 V 20
min dok uzorci nisu dosli do gela za razdvajanje, te je nakon toga napon povec¢an na 100
V otprilike 70 min Sto predstavlja vrijeme potrebno da se proteinski uzorci razdvoje na
gelu. Gelovi su zatim isprani u demi vodi te slozeni u kutiju za prijenos na membranu

zajedno s PVDF membranom (poliviniliden fluorid, Merck Millipore, IPVH15150) koja je
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prethodno aktivirana u metanolu 30 s i isprana u demi vodi. Prijenos proteina s gela na
membranu odvijao se u ledeno hladnom puferu za transfer sastava 3 g Trizma base, 14.4
g glicin, 0.2 | metanol i demi voda do 1 I. Prijenos se odvijao u kadici tijekom 60 min pri
stalnom naponu od 30 V. Membrana je zatim isprana u demi vodi, te stavljena u otopinu
za blokiranje sastava 5 % mlijeko smanjene masti (Sigma-Aldrich, 70166) u TBST-u (tris-
buffered saline + 0.1 % Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379)). Nakon 1-2 h u otopini za
blokiranje, membrane su kratko isprane u TBST-u (2 x po 5 min) te stavljene u otopinu s
primarnim protutijelom sastava 5 % BSA (Sigma-Aldrich, A7906) u TBST-u, u kojoj su
inkubirane na +4 °C preko noci uz lagano ljuljanje na klackalici. Drugi dan, primarno
protutijelo isprano je 3 x 10 min s TBST-om, te je zatim na membranu stavljeno
sekundarno protutijelo razrijedenja 1: 200 000 ili 1: 400 000 te inkubirano 30 min na sobnoj
temperaturi uz lagano ljuljanje. Sekunadarno protutijelo isprano je 3 x 10 min s TBST-om
nakon Cega je slijedila vizualizacija proteina na membrani. Proteini su vizualizirani uz
pomo¢ substrata za kemiluminiscenciju (Thermo Scientific, 34095) prema uputama
proizvodaca na uredaju ChemiDoc MP (Bio-Rad). Primara i sekundarna protutijela
koriStena za western blot, razrjedenja, proizvodac i kataloski broj navedeni su u tablicama
3i4.

Tablica 3. Primana protutijela koriStena za western blot.

. Ciljani i B _ Kataloski
Podrijetlo _ Razrijedenije | Proizvodac _
protein broj
Pile GFAP 1:10 000 Abcam ab4674
SOX2 1:5000 Cell #23064S
Signallig
Kunié .
TUBB3 1:5000 Biolegend 802001
p-MLKL 1:40 000 Abcam ab196436
Mis B-Aktin 1:60 000 Sigma- M5441
Aldrich
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Tablica 4. Sekundarna protutijela koriStena za western blot.

B Kataloski
Protutijelo Razrjedenje | Proizvodac )
broj
Kuni¢ anti - mi$ IgG H&L (HRP) 1:200 000 | Abcam ab6728
Koza anti - pile IgG H&L (HRP) 1:200 000 | Abcam ab6877
Koza anti - kuni¢ IgG H&L (HRP) 1:400 000 | Abcam ab6721

4.5. Lanéana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

RNA je prepisana u cDNA pomoc¢u komercijalno dostupnog kita High Capacity
RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems, 4374966) prema uputama proizvodaca,
koristenjem uredaja Thermal Cycler (Applied Biosystems, 27020). Kombinacije proba i
pocCetnica (engl. assays) koriStenih u ovom istrazivanju prikazane su u tablici 5., dok je
ekspresija gena analizirana s obzirom na 3 endogene kontrole Rpl13a, GusB, Bact
(TagMan Gene Expression Assays). Svi uzorci radeni su u triplikatima sa 20 ng cDNA u
ukupnom volumenu 20 pl, a lan€ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu
napravljena je prema uputama proizvodaca u uredaju 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). U navedenom volumenu od 20 pl, 10 pl ¢inio je TagMan™ Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems™, 4369016), 1 yl odredene kombinacije
proba i pocetnica, a ostatak je bila cDNA razrijedena u vodi bez RNAza do Zeljene
koncentracije. Analiza ekspresije gena napravljena je na nacin da je od CT (threshold
cycle) vrijednosti za odredeni gen oduzet prosjek CT vrijednosti endogenih kontrola te je

tako dobivena ACT vrijednost. Relativha ekspresija gena dobivena je pomocu formule 2-
ACT

26



Tablica 5. Popis koriStenih kombinacija proba i poCetnica (engl. assay) za lan¢anu

reakciju polimerazom u stvarnom vremenu.

Kombinacija

proba [

votetnica Kataloski broj
(assay)

Nestin MmO00450205_m1
Pax6 MmO00443081_m1
Notchl MmO00435245_m1
Gfap MmO01253033_m1l
S100b MmO00485897_m1
Dcx MmO00438400_m1
Map2 MmO00485230_m1
Mapt MmO00521988 m1
Ripkl Mm00436354 m1
Ripk3 MmO00444947 m1l
MIKI Mm01244222_m1
Gusb MmO01197698_m1
Actb MmO00607939_s1
Rpll3a MmO05910660_g1

4.6. Odredivanje intenziteta staniéne smrti mjerenjem oslobadanja

laktat dehidrogenaze

Laktat dehidrogenaza (LDH) je enzim neophodan za metabolizam glukoze. LDH
se oslobada prilikom stani¢ne smrti popracene gubitkom integriteta stanicne membrane
pa se iz tog razloga koncentracija LDH u mediju u kojem rastu stanice koristi kao
pokazatelj stani¢ne smrti (93). U ovom istrazivanju koristen je LDH-GIo™ Cytotoxicity

Assay (Promega, J2380), a postupak je izvoden prema uputama proizvodaca.
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U prvom dijelu istrazivanja u kojemu je usporedivana diferencijacija ZMS u
ambijentalnoj (18-20 % O2) i tkivnoj normoksiji (5 % O32), na dane diferencijacije 1, 41 8
(D1, D4, D8), iz po tri bunari¢a plo€ice s 96 bunari¢a u kojemu su rasle stanice uzet je
medij za mjerenje oslobodene LDH. Takoder, za dobivanje ukupne LDH u stanicama u
tri bunari¢a stavljeno je 4 uyl 10 % Triton X-100 na volumen medija 400 pl, a nakon
resuspendiranja i 15 min inkubacije uzet je medij. Na temelju ukupne i oslobodene LDH
izraCunat je postotak oslobodene LDH koji je dao uvid u intenzitet staniCne smrti stanica

diferenciranih u ambijentanoj odnosno tkivnoj normoksiji.

U drugom dijelu istrazivanja u kojemu je mjereno oslobadanje LDH tijekom
hipoksije odnosno deprivacije kisika i glukoze (OGD), uzet je medij na pocCetku prije
ozljede, odnosno prije reoksigenacije sto je sluzilo kao pocetna to¢ka, te na kraju nakon
ozljede odnosno 24 h reoksigenacije na temelju ¢ega je izraCunata koncentracija

oslobodene LDH tijekom same ozljede odnosno tijekom reoksigenacije.
4.7. StatistiCka obrada rezultata

Za rezultate na kojima je radena statistiCka obrada pokusi su ponovljeni najmanje
3 puta. Kako su uvijek bila usporedivana dva uvjeta, pod pretpostavkom normailne
distribucije podataka, koriSten je Studentov T- test. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SD). Zna€ajnima su smatrane vrijednosti p < 0.05. U
svakom od poglavlja u rezultatima u kojem je koriStena statistiCka analiza navedeni su i
detalji tih analiza. StatistiCcka analiza i grafiCki prikaz radeni su u programu GraphPad
Prism verzija 9.4.1. (681) za Windows operativni sustav (GraphPad Software, San Diego,
California, SAD).
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5. Rezultati

5.1. Potvrda identiteta zivéanih mati¢nih stanica biljezima Nestin i SOX2

Zivéane matiéne stanice (ZMS) izolirane i uzgojene kako je opisano u poglavlju o
materijalima i metodama rasle su u suspenziji, a dijeleci se stvarale su kuglaste nakupine
(neurosfere). Kada je promjer neurosfera dosegnuo oko 150-200 pm, ponovno su
disocirane na pojedinaCne stanice (slika 4.). Pojedinacne stanice nasadene su ili za
daljnju pasazu za uzgoj novih ZMS ili za diferencijaciju na povr§inama presvuéenim poli-

D-lizinom i lamininom u mediju za diferencijaciju.

a)

Slika 4. Prikaz rasta zivéanih matiénih stanica (ZMS) u kulturi. Pojedinaéne ZMS nastale disocijacijom
tkiva mozga embrija miSa starih 14.5 dana ili disocijacijom ve¢ uzgojenih neurosfera (a), dijeleci se stvaraju
kuglaste nakupine - neurosfere. Nakon 2 dana u kulturi neurosfere su male (b), ali nakon 3-4 dana veéina
njih dosezZe promjer od oko 150-200 pum (c) kada se ponovno disociraju u pojedinacne stanice. Slikano na
EVOS sustavu za slikanje stanica. Crta mjerila 100 pm.

Za potvrdu identiteta dobivenih stanica koriStena je imunocitokemija (ICC) na
Nestin i SOX2, biliege ZMS. Pojedina¢ne stanice nasadene na stakalca presvuéena poli-
D-lizinom i lamininom u mediju za proliferaciju fiksirane su nakon jednog dana, a ICC
analiza pokazala je da preko 95 % stanica eksprimira Nestin i SOX2 (slika 5.). Na taj je
nacin, kombinacijom promatranja ponasanja stanica u kulturi i definiranim biljezima,

potvrden identitet stanica koje su koriStene u ovom istrazivanju.
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~ DAPI SOX2

Slika 5. Uzgojene stanice eksprimiraju Nestin (zeleno) i SOX2 (crveno), biljeg iivénih matiénih
stanica. DAPI prikazuje jezgre. Slikano na EVOS sustavu za slikanje stanica. Crta mjerila 200 um.

5.2. Usporedba nekoliko na€ina diferencijacije ziv€anih mati¢nih
stanica je pokazala kako je za zadovoljavajucée prezivljenje stanica

potreban fetalni govedi serum

Prvobitni plan je bio diferencirati Zivéane matiéne stanice (ZMS) u mediju koji je po
sastavu isti kao i onaj za uzgoj stanica osim $to ne sadrzi Cimbenike rasta EGF i bFGF.
To je protokol koji smo redovito koristili kod raznih prijadnjih analiza (94). Ipak, brojni
pokusi u kojima smo se drzali tog protokola su nam pokazali kako takav nacin
diferencijacije dovodi do odumiranja znacajnog broja stanica (slika 6.). Kako je na$ cilj
bio diferencirati ZMS te ih 8. dana diferencijacije izloZiti hipoksiji s ciliem izazivanja
stanicne smrti po tipu nekroptoze, prekomjeran gubitak stanica tijjekom same
diferencijacije u normalnim uvjetima bi nam znacajno oteZzao usporedbu intenziteta
staniCne smrti u testiranim uvjetima. Stoga smo testirali nekoliko razli€itih protokola s
ciliem poboljSanja stupnja prezivljenja stanica. To je ukljuCivalo medij koji sadrzi samo
suplement N2, samo suplement B27 plus, oba suplementa, fetalni govedi serum (FBS)
te nasadivanje malih sfera u usporedbi s pojedinacnim stanicama. Usporedba nekoliko
razliitih varijanta protokola nam je pokazala kako najbolji stupanj prezivljenja dobivamo
dodavanjem 1 % FBS-a u medij za diferencijaciju. Puni sastav koristenog medija za
diferencijaciju kao i naCin nasadivanja stanica opisano je u poglavlju o materijalima i
metodama. Slika 6. pokazuje utjecaj FBS-a na znacajno smanjenje stani¢ne smrti tijekom
diferencijacije. Takoder, imunocitokemijom je potvrden pozitivan ufinak FBS-a na

prezivljenje i morfologiju stanica 4 i 8 dan diferencijacije (slika 7. i 8.)
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Slika 6. Izgled stanica tre¢i dan diferencijacije u mediju bez (a) i s (b) FBS-om. Diferencijacija u mediju
bez FBS-a (a) nakon 3 dana diferencijacije rezultirala je velikim odumiranjem stanica, a velike nakupine
ostataka odumrlih stanica bile su jasno vidljive (strelice). S druge strane, stanice koje su se diferencirale uz
dodatak 1 % FBS-a (b) pokazale su znatno bolje prezivljenje. Slikano na EVOS sustavu za slikanje stanica.
Crta mjerila 200 pm.
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Slika 7. Imunocitokemijska analiza zivéanih matiénih stanica (ZMS) éetvrtog dana diferencijacije
(D4) u mediju bez (ai b)i s FBS-om (c i d). Stanice diferencirane bez FBS-a su malobrojnije i jezgre su
im Cesto fragmentirane (strelice) (a, b). S druge strane, stanice diferencirane u mediju s FBS-om (c, d) su
brojnije, s prirodnijom morfologijom, vidljivom u obliku razgranatijih nastavaka neurona (MAP2, a i c,
crveno), te s pravilnijom morfologijom astrocita (GFAP, b i d, crveno). Plavo su prikazane DAPI obojane
jezgre. Crta mjerila 100 pm.
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Slika 8. Imunocitokemijska analiza zivéanih matiénih stanica (ZMS) osmog dana diferencijacije (D8)
u mediju bez (ai b)i s FBS-om (c i d). Kao i Cetvrti dan diferencijacije, stanice diferencirane bez FBS-a
(a, b) su malobrojnije i imaju fragmentirane jezgre na koje pokazuju strelice. S druge strane, stanice
diferencirane u mediju s FBS-om (c, d) su brojnije i pokazuju mnogo bolju morfologiju u vidu razgranatijih
nastavaka neurona prikazanih uz pomo¢ anti-MAP2 (dendriti, a i ¢ crveno) i anti-NF-H, NF-M, (aksoni, c,
zeleno). Morfologija astrocita prikazana uz pomo¢ anti-GFAP protutijela (b i d, crveno) mnogo je pravilnija
u mediju s FBS-om u usporedbi s medijem bez FBS-a gdje (kao i DAPI jezgre), signal izgleda fragmentirano
Sto je dodatna potvrda pojacane staniCne smrti. Plavo su DAPI obojane jezgre. Crta mjerila 100 pum.

Kako smo pokazali da je u naSem sluc€aju dodavanje 1 % FBS-a nuzno za visok

stupanj prezivljenja ZMS tijekom diferencijacije, te za postizanje zadovoljavajuée
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morfologije stanica, za sve pokuse koji su slijedili stanice su diferencirane u mediju s 1 %
FBS-a.

5.3. Usporedba diferencijacije zivéanih matiénih stanica u ambijentalnoj

| tkivnoj normoksiji

U vecini istrazivanja koja se temelje na uzgoju stanica u inkubatorima se joS uvijek
koristi ambijentalna razina kisika od oko 20 %. Ipak, sve je viSe dokaza kako je takva
koncentracija kisika, koja je nekoliko puta viSa od razine kisika u Ziv€anom tkivu ¢imbenik
koji potencijalno negativno djeluje na brojna zbivanja u stanicama. Stoga je prvi cilj naseg
istraZivanja bio usporediti diferencijaciju Zivéanih matiénih stanica (ZMS) u ambijentalnoj
razini kisika (ambijentalna normoksija) s razinom kisika koja je blize uvjetima u zivom
organizmu (tkivha normoksija, 5 % O2). Ova dva uvjeta uzgoja, tj. stani¢ne diferencijacije,
usporedena su promatranjem njihovog utjecaja na biljege pojedinih stani¢nih tipova te na
intenzitet staniéne smrti. ZMS su nasadene u mediju za diferencijaciju te je jedna skupina
stanica uzgajana u inkubatoru s ambijentalnom razinom Kkisika koja se, mjereno
senzorima u nasim inkubatorima, kretala izmedu 18 i 20 % volumnog udjela u zraku, dok
je druga skupina uzgajana u inkubatoru s 5 % volumnog udjela kisika u zraku. Kako je
ovo istrazivanje posveceno zbivanjima u periodu od ranog do umjereno diferenciranog
stadija u ciklusu nastanka stanica ziv€anog sustava, stanice su analizirane na dane 1, 4
i 8 (D1, D4, D8) diferencijacije u dva navedena uvjeta kisika. U navedenim danima
izolirana je RNA za lan€anu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu, uzeti su uzorci
medija iz kojih je analizirano oslobadanje lakat dehidrogenaze (LDH) kao pokazatelja
staniéne smrti, te su stanice fiksirane kako bi se na tim stadijima napravila

imunocitokemijska analiza (slika 9.).
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Slika 9. Shema pokusa te postupaka analize zivéanih mati¢énih stanica diferenciranih u
ambijentalnoj i tkivnoj (5 % O2) normoksiji. Stanice su analizirane prvi (D1), Cetvrti (D4) i osmi dan (D8)
diferencijacije.
5.3.1. Usporedba morfoloSkih osobina ziv€éanih matiénih stanica u
diferencijaciji u ambijentalnoj i tkivnoj normoksiji nije pokazala vidljive

razlike

Za morfolosku i molekularnu karakterizaciju stanica u diferencijaciji, ZMS u
diferencijaciji fiksirane su 4 %-tnim paraformaldehidom (PFA) na dane 1, 4 i 8 te je
napravljena imunocitokemijska analiza na markere ziv€anih mati¢nih stanica (Nestin,
SOX2), neurona (MAP2, TUBB3), te astrocita (GFAP). Molekularne razlike izmedu
stanica uzgajanih u ambijentalnom i 5 % kisiku kvantificirane su uz pomo¢ lanane
reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR) $to je prikazano u

idu¢em poglavlju (5.3.2.).

Prvi dan diferencijacije stanice u obje skupine izgledaju podjednako. Skoro sve
stanice izrazavaju biliege ZMS (Nestin, SOX2) (slika 10.). SOX2 je transkripcijski faktor i
lokaliziran je u jezgri dok je Nestin tip intermedijatnog neurofilamenta koiji je lokaliziran u

citoplazmi Sto je i prikazano na slici.
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Slika 10. Imunocitokemijska analizaVZMS prvi dan diferencijacije (D1). Stanice eksprimiraju SOX2
(crveno) i Nestin (zeleno), markere ZMS. Plavo su prikazane DAPI obojane jezgre. Prikazana je
reprezentativna slika od najmanje 3 ponovljena pokusa. Crta mjerila 200 pm.

Kako diferencijacija napreduje, stanice se pocinju izduzivati te mijenjaju
morfologiju. Cetvrti dan diferencijacije (slika 11. a) prisutne su stanice koje eksprimiraju
GFAP, marker astrocita, a osmi dan diferencijacije izrazaj navedenog markera je jo$
intenzivniji (slika 11. b). Takoder, Cetvrti dan diferencijacije (slika 12. a) prisutne su stanice
s tipitnom morfologijom neurona. Te su stanice pozitivne na neuronalne biljege (MAP2,
TUBB3). Osmi dan diferencijacije stani¢ni nastavci neurona su jo$ razvijeniji, tj. izduzeniji
(Slika 12. b). lako s diferencijacijom izrazaj markera astrocita (GFAP) i neurona (MAP2,
TUBB3) postaje sve izrazeniji, stanice koje eksprimiraju Nestin prisutne su cijelo vrijeme.
Dakle, u populaciji stanica nakon 8 dana diferencijacije pronadene su stanice koje
izrazavaju markere astrocita (GFAP), neurona (MAP2, TUBB3), ali takoder jo$ uvijek

znacajan broj stanica izrazava bilieg ZMS (Nestin).
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MorfoloSka analiza i usporedba stanica uzgajanih u dvije razliCite razine kisika, u
tri vremenske toCke nije otkrila jasno vidljive razlike u izgledu stanica uzgajanih na

ambijentalnoj (oko 20 %) i tkivnoj (5 %) razini kisika.
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c) D8 amb O;
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d) D8 5% O,
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Slika 11. Imunocitokemijska analiza ZMS &etvrti (a, b, D4) i osmi (c,d, D8) dan diferencijacije na biljeg
ZMS (Nestin, zeleno), te biljeg astrocita (GFAP, crveno). Na D4 (a) stanice imaju izduZeniju morfologiju
u odnosu na prvi dan (slika 10.). Neke od stanica eksprimiraju GFAP (crveno), a zna€ajan broj stanica i
dalje eksprimira Nestin (zeleno). Na D8 (c, d), u skladu s napretkom diferencijacije, izrazaj biliega GFAP-a
postaje intenzivniji u odnosu na D4. Prikazane su reprezentativhe slike iz jednog od najmanje dva
ponovljena pokusa. Crta mjerila 200 pm.
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Slika 12. Imunocitokemijska analiza ZMS é&etvrti (a, b, D4) i osmi (c,d, D8) dan diferencijacije na
biljege neurona (TUBB3 - zeleno, MAP2 - crveno). Na D4 (a, b) postoje stanice koje eksprimiraju MAP2
i TUBB3, a na D8 (c, d), u skladu s napretkom diferencijacije, neuronalni nastavci prikazani navedenim
billezima postaju razvijeniji, tj. dulji. Prikazane su reprezentativhe slike iz jednog od najmanje dva
ponovljena pokusa. Crta mjerila 200 pm.
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5.3.2. Usporedba izrazaja gena koji sudjeluju u odredivanju smjera
diferencijacije te nekroptozi u ambijentalnoj i tkivnoj normoksiji

Buduci da morfoloSka analiza stanica diferenciranih u dvije razli€ite koncentracije
kisika nije pokazala jasno vidljive razlike, odlucili smo biljege diferencijacije analizirati na
razini mMRNA. Takoder, analizirali smo i neke od gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u
nekroptozu. Stoga je za usporedbu diferencijaciie ZMS u ambijentalnom i 5 % kisiku,
metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time PCR)
analizirana ekspresija gena vezanih uz mati¢nost (Nestin, Pax6, Notch1l), astrocite (Gfap,
S100b), neurone (Map2, Mapt, Dcx) te nekroptozu (Ripk1, Ripk3, MIkl). 1zrazaj svih gena
analiziran je 1., 4., i 8. dan diferencijacije ZMS (D1, D4, D8) (slika 13.).

/ amb O,
i DIFERENCIJACIIA
5% 02
v v v
Izolacija RNA D1 D4 D8

Created in BioRender.com bio

Slika 13. Shematski prikaz dizajna pokusa za usporedbu diferencijacije ZMS u ambijentalnom i 5 %
kisiku. Populacija ZMS nasadena je u 6 plogica, 3 plogice stavljene su u inkubator s ambijentalnom razinom
kisika, dok su istovremeno preostale 3 plocice stavljene u inkubator s 5 % volumnog udjela kisika u zraku.
Za izolaciju RNA uzeta je po jedna plocica iz svakog inkubatora, prvi (D1), Cetvrti (D4) te osmi dan (D8)
diferencijacije. Kako se radi o stanicama nasadenima iz iste populacije, za statisti¢ku obradu podataka, pod
pretpostavkom normalne distribucije, koristen je dvosmjerni Studentov T-test za parove.
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5.3.2.1. Diferencijacija stanica u uvjetima tkivne normoksije poveéava izrazaj

biljega mati¢nosti

Usporedba izmedu ambijentalnog i 5 % kisika na prvi dan diferencijacije je
pokazala da je Nestin bio pojacano eksprimiran u 5 % kisika, dok ostala dva analizirana
gena, Pax6 i Notchl nisu pokazali statistiCki znacajnu razliku (slika 14. a). S druge strane,
Cetvrti (D4) i osmi (D8) dan diferencijacije (slika 14. b i c), Pax6 je jedini od analiziranih
gena vezanih uz maticnost koji je pokazao statistiCki znaCajnu pojaCanu ekspresiju u

stanicama uzgajanima u 5 % kisiku.

5.3.2.2. Diferencijacija stanica u uvjetima tkivhe normoksije povecava izrazaj

biljega neurona

Prvi (D1) i osmi (D8) dan diferencijacije (slika 15. a i ¢) ZMS svi analizirani geni
vezani uz neurone (Map2, MapT, Dcx) pokazali su pojaCanu ekspresiju u stanicama
uzgajanima u 5 % kisiku (slika 15.). lako su i Cetvrti dan diferencijacije analizirani geni
biljezi neurona pokazali tendenciju pojacane ekspresije u 5 % kisiku, statisti¢ki zna¢ajno

povecéanje imao je jedino MapT (slika 15. b).

5.3.2.3. Diferencijacija stanica u uvjetima tkivhe normoksije povecéava izrazaj

biljega astrocita

Prvi dan diferencijacije ZMS (D1), jedino je S100b pokazao statisti¢ki znagajnu
pojacanu ekspresiju u 5 % kisiku, istovremeno Gfap je s p vrijednos¢u 0.0667 bio vrlo
blizu postizanja statisticke znag&ajnosti (slika 16.). Cetvrti dan diferencijacije (D4) oba su
gena, S100b i Gfap, bili statisticki znacajno povecano eksprimirani u stanicama
diferenciranima u 5 % kisiku. Osmi dan diferencijacije nije postignuta statisti¢ki znacajna
razlika u ekspresiji izmedu dva promatrana uvjeta, iako je S100b pokazao tendenciju

povecéane ekspresije u 5 % kisiku s p vrijednoséu 0.0531 (slika 16.).

5.3.2.4. U ranom stadiju diferencijacije stanica u uvjetima tkivhe normoksije

smanjen je izrazaj gena MIkl, biljega nekroptoze

MIklI je jedini od ukupno tri analizira gena (Ripkl, Ripk3, MIkl) vezanih uz

nekroptozu koji je pokazao statistiCki znaCajnu razliku u obliku smanjenja ekspresije u
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stanicama uzgajanima u 5 % kisika prvi dan diferencijacije (slika 17.). Cetvrti, kao i osmi
dan diferencijacije ekspresija niti jednog od tri analizirana gena vezana uz nekroptozu nije

bila znacajno razli¢ita u stanicama uzgajanima u ambijentalnom i 5 % kisiku.

Sumarizirano, diferencijacija ZMS u 5 % kisika (tkivna normoksija) u usporedbi s
uobicajenim ambijentalnim kisikom (ambijentalna normoksija) je pokazala kako su neki
od gena koji odreduju mati¢nost te smjer diferencijacije jaCe izrazeni u nekim od
promatranih vremenskih tocCki, dok je MIkI, gen koji kodira protein koji je glavni efektor

nekroptoze, manje izraZen prvi dan diferencijacije na koncentraciji kisika od 5 %.
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Slika 14. Relativni izrazaj biljega ZMS (Nes, Pax6, Notch1) stanica diferenciranih u ambijentalnom i
5 % Kisiku prvi (a, D1), cetvrti (b, D4) i osmi (c, D8) dan diferencijacije. Stupcasti grafikoni prikazuju
srednju vrijednost *+ standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veli¢ine efekta zajedno
s intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par ¢ine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite plo€ice s bunari¢ima, a jedina razlika je u
tome $to je jedna plocica bila u inkubatoru u ambijentalnom (amb), a druga u 5 % kisika. Kako se radi o
parovima, pod pretpostavkom normalne distribucije, koridten je Studentov T-test za parove. Statisticka
znaCajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).
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Slika 15. Relativni izrazaj biljega neurona (Map2, Mapt, Dcx) stanica diferenciranih u ambijentalnom
i 5% Kisiku prvi (a, D1), €etvrti (b, D4) i osmi (c, D8) dan diferencijacije. Stupcasti grafikoni prikazuju
srednju vrijednost *+ standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veli¢ine efekta zajedno
s intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par ¢ine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razliCite ploCice s bunari¢ima, a jedina razlika je u
tome $to je jedna plocica bila u inkubatoru u ambijentalnom (amb), a druga u 5 % kisika. Kako se radi o
parovima, pod pretpostavkom normalne distribucije koristen je Studentov T-test za parove. StatistiCka
znacajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**), p < 0.05 (*).

46



a) D1 b) D4 c) D8

Gfap D1 Gfap D4 Gfap D8
20+
84 25 ¥
L]
6 20+ | . 154 3
154 e 2
4 10
10
54
2 "
0- 0- 0- T
amb 5% amb 5% amb 5%

16

©
»

.............. S, ——
104

eyljzel ysoupalliA efupaig
eyljzel ysoupasliiA elupais

T T
amb 5% 5%

3% amb 5% 5% -
amb anllb amb
S100b D4 S100b D8
0.25+ * 0.5
L]
0.03 0.20- | o 0.4
L]
0.15 0.3
0.024
0.10 0.2
0.014 0.05+ 0.1
0.00- 0i0-
0.00- amb 5% amb 5%
7]
3 g
0.030 L6 g 0.20 % 2
0025 =) - 0.05 < é
< — m'
Lol BEESSA & == B Y 0.15- e s
0.015 % ~0.00 g 8
B -1 ’/‘ ° ﬂ a
a = 3
0ot0d o—° | 0.01 3 0.10 8 ﬁ
N = —
005 = T T T 0.05 = T 01 X
> amb 5% 5% 5 amb 5% 5% 8 5% =
ar;lb amb amb

eyjl|zel jsoupafiiA efupais

Slika 16. Relativni izrazaj biljega astrocita (Gfap, S100b) stanica diferenciranih u ambijentalnom i 5
% Kisiku prvi (a, D1), ¢etvrti (b, D4) i osmi (c, D8) dan diferencijacije. StupCasti grafikoni prikazuju
srednju vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veliine efekta zajedno
s intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par &ine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razliCite ploCice s bunari¢ima, a jedina razlika je u
tome $to je jedna plocica bila u inkubatoru u ambijentalnom (amb), a druga u 5 % kisika. Kako se radi o
parovima, pod pretpostavkom normalne distribucije, koriSten je Studentov T-test za parove. Statisticka
znacajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).
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Slika 17. Relativni izrazaj biljega nekroptoze (Ripkl, Ripk3, MIkl) stanica diferenciranih u
ambijentalnom i 5 % kisiku prvi (a, D1), €etvrti (b, D4) i osmi (c, D8) dan diferencijacije. Stupcasti
grafikoni prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz
veliCine efekta zajedno s intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan
par Cine stanice koje dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli¢ite ploCice s bunari¢ima, a
jedina razlika je u tome $to je jedna plogica bila u inkubatoru u ambijentalnom (amb), a druga u 5 % kisika.
Kako se radi o parovima, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je Studentov T-test za parove.
StatistiCka zna€ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).

5.3.3. Mjerenje oslobodene laktat dehidrogenaze (LDH) kao pokazatelja

stani€ne smrti u ambijentalnoj i tkivnoj normoksiji

Za usporedbu intenziteta smrti stanica diferenciranih u ambijentalnom i 5 % kisiku
koristen je LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay (Promega, J2380) prema uputama proizvodaca.
U svakoj od 3 analizirane vremenske to¢ke (D1, D4, D8) uzeta je mala koli¢ina medija
(10 pul) u kojemu su uzgajane stanice iz ukupno 3 bunarica plo€i¢e s 96 bunarica (tehnicke
replike) kako bi se izmjerila oslobodena LDH, a takoder 3 bunari¢a su tretirana s
detergentom TritonX-100 prema uputama proizvodaca kako bi se inducirala ruptura
membrana svih stanica te tako izmjerila koncentracija ukupne LDH. Uzet je i medij u
kojemu nisu uzgajane stanice, a koji je sluzio za oduzimanje LDH koja je prisutna u mediju
i uglavnom dolazi iz FBS-a. Za mjeru stani¢ne smrti izracunat je postotak oslobodene

LDH s obzirom na ukupnu LDH dobivenu tretiranjem stanica s detergentom.

5.3.3.1. Diferencijacija zivéanih mati¢nih stanica u ambijentalnoj i tkivnoj

normoksiji nije pokazala znacajne razlike u razini odumiranja stanica

Rezultati na slici 18. pokazuju da niti u jednom od analiziranih dana (D1, D4, D8)
nije bilo statisticki znaCajne razlike u postotku oslobodene LDH kao pokazatelju
intenziteta staniCne smrti u dva promatrana uvjeta. lako nije bilo statistiCki znacajne
razlike, stanice uzgajane u 5 % kisiku pokazale su tendenciju smanjenja postotka
oslobodene LDH u odnosu na stanice iz ambijentalnog kisika $to je prikazano na slici 18.
S druge strane, ako se uzme u obzir da je ukupna izmjerena LDH imala tendenciju
povecanja u 5 % Kkisiku (slika 19.), treba biti oprezan sa zakljuckom da tendencija
smanjenja postotka oslobodene LDH u 5 % kisika znaci i tendenciju smanjenja intenziteta

stani¢ne smrti.
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Budu¢i da uzgoj u 5 % kisika nije pokazao znacCajne prednosti u odnosu na
ambijentalne uvijete, a buduci da se prigodom izmjene medija stanice koje iz tkivne
normoksije dolaze u ambijentalne uvjete izlazu fluktuacijama u razini kisika, $to donosi
znacajnu ne-fizioloSku varijablu, odlucili smo za daljnje pokuse u kojima smo proucavali

stanicnu smrt koristiti samo ambijentalnu razinu kisika.
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Slika 18. Postotak oslobodene laktat dehidrogenaze (LDH) s obzirom na ukupnu LDH stanica
uzgajanih u ambijentalnom (amb) i 5 % kisiku prvi (D1), ¢etvrti (D4), i osmi (D8) dan diferencijacije
ZMS. Stupdasti grafikoni prikazuju srednju vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi
se prikaz veli€ine efekta zajedno s intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan
crtama. Jedan par €ine stanice koje dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razlicite plocCice
s bunari¢ima, a jedina razlika je u tome $to je jedna plocica bila u inkubatoru s ambijentalnim, a druga u 5
% kisika. Kako se radi o parovima, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je Studentov T-test
za parove. StatistiCka znac¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.05 (*), a odsutnost statisticke znacajnosti
prikazana je kao ,ns* (engl. non-significant).
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Slika 19. Ukupna laktat dehidrogenaza (LDH) u ambijentalnom (amb) i 5 % kisiku prvi (D1), Cetvrti
(D4), i osmi (D8) dan diferencijacije ZMS. Prikazana je razlika oslobodene LDH za svaki od tri ponovljena
pokusa gdje su vrijednosti dobivene u stanicama iz 5 % kisika normalizirane s odgovarajuc¢im vrijednostima
para stanica iz ambijentalnog kisika €ija je vrijednost prikazana kao 1. Ispod svakog stup&astog grafikona
nalazi se prikaz veliCine efekta zajedno s intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par
povezan crtama. Kako se radi o parovima, pod pretpostavkom normalne distribucije koristen je Studentov
T-test za parove. Statisticka zna€ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.05 (*), a odsutnost statistiCke
znacajnosti prikazana je kao ,ns“ (engl. non-significant).

5.4. Staniéna smrt i aktivnost nekroptoze u in vitro kulturi nezrelih
stanica ziv€anog sustava izlozenih hipoksiji te deprivaciji kisika i
glukoze (OGD)

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je bio prouciti kako nezrele stanice ziv€anog
sustava odumiru u uvjetima smanjene razine kisika. Stoga smo nezrele stanice ziv€anog
sustava nastale diferencijacijom ZMS tijekom 8 dana izloZili 1 % kisiku u periodu od 24 h.
Osim izazivanja stani¢nog odumiranja, cilj je bio postiéi stabilnu i jasno mjerljivu razinu

nekroptoze. lako je pokazano da takav tretman izaziva znaéajnu staniénu smrt na ZMS
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(95), u nasem slu€aju nije uspio posti¢i zadovoljavajucu razinu stani¢nog ostecenja u
nezrelim stanicama ziv€anog sustava. |z tog razloga promijenili smo tretman, te smo uz
deprivaciju kisika, uveli i deprivaciju glukoze (OGD, 1 % Oz, medij bez glukoze).

Kako bi utvrdili utjecaj hipoksije odnosno deprivacije kisika i glukoze na stanice
tijekom 24 sata, izmjerena je oslobodena laktat dehidrogenaza (LDH) te je napravljen
western blot kako bi utvrdila razina proteina fosforiliranog MLKL-a (p-MLKL), biljega
nekroptoze (slika 20.).

ZMSs 8. dan
diferencijacije

Kompletni III J
Medrobagsal medi| _
Uzimanje
- medija za
Tt— =7 1% 0 utvrdivanje
razine LDH
DMEM bez glukoze 24 h nakon ozlijede
Izolacija
proteina za
western blot
Kompletni
Neurohasal medij ﬁ
:'Iﬂz;miaang ambijentalni
utvrdivanje 02(18-20 %)
poéetne

razine LOH Created in BioRender.com bio

Slika 20. Shematski prikaz dizajna pokusa za usporedbu utjecaja hipoksije (1 % kisika) te deprivacije
kisika i glukoze (OGD, 1 % kisika, medij bez glukoze) na ZMS osmog dana diferencijacije (D8)
tijekom 24 h.

Kako bi se usporedio intenzitet ozljede izazvane 24-satnom hipoksijom (1 % O2),
odnosno deprivacijom kisika i glukoze (OGD, 1 % O2, medij bez glukoze), mjerena je
oslobodena LDH tijekom same ozlijede te kasnije tijekom 24 satne reoksigenacije. U tu

svrhu uzet je medij na poCetku neposredno prije ozljede, te na kraju nakon 24-satne
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ozljede. Takoder, za usporedbu intenziteta stani¢ne smrti u 24-satnoj reoksigenaciji
stanica prethodno izloZenih hipoksiji (1 % O2), odnosno deprivacijom kisika i glukoze
(OGD, 1 % O2, medij bez glukoze), kompletni medij je zamijenjen na pocetku
reoksigenacije kada je uzet uzorak za pocCetnu koncentraciju LDH, te 24 h nakon pocetka
reoksigenacije. Za oba sluCaja (oslobadanje LDH tijjekom ozljede te tijekom
reoksigenacije), paralelno je uzet i medij iz kontrolnih stanica koje su rasle u normalnim
uvjetima kojima je takoder prije uzimanja medija za poCetnu toCku promijenjen cijeli medij
kako bi se maknula LDH koji je oslobodena do tog trenutka te kako bi se i kontrolnim
stanicama simulirala promjena cijelog medija. Za dobivanje koncentracije LDH izmjerene
tijekom ozljede odnosno reoksigenacije, od vrijednosti izmjerene luminiscencije dobivenih
nakon 24-satne ozljede, odnosno 24-satne reoksigenacije, oduzete su vrijednosti
izmjerene na pocCetku ozliede odnosno reoksigenacije. Navedene vrijednosti
normalizirane su s vrijednostima dobivenim na standardnoj krivulji napravljenoj prema
uputama proizvodaca te je prema tome na grafovima na y osi prikazana koncentracija
LDH (U/ml).

5.4.1. Mjerenje oslobodene laktat dehidrogenaze pokazalo je da deprivacija
kisika i glukoze (OGD) izaziva mnogo vece ostecenje nezrelih stanica

ziv€anog sustava u usporedbi s deprivacijom kisika (hipoksija)

Analiza razine oslobodene LDH je pokazala kako je deprivacija glukoze i kisika
izazvala mnogo znacajniju ozljedu stanica u usporedbi s kontrolnim stanicama te sa
stanicama izloZzenih samo hipoksiji (slika 21. a). Isto se vidi i u reoksigenaciji (slika 21. b).
Takoder, iz prosjecnih vrijednosti koncentracije oslobodene LDH u samoj skupini OGD
tijekom ozljede (oko 4 U/ml) te tijekom reoksigenacije (oko 0.4 U/ml) vidi se da je stani¢na

smrt mnogo izrazenija tijekom ozljede u usporedbi s reoksigenacijom.
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Slika 21. Laktat dehidrogenaza (LDH) oslobodena tijekom 24 satne hipoksije (1 % O-), deprivacije
kisika i glukoze (OGD, 1 % O, medij bez glukoze) (a), te u 24-satnoj reoksigenaciji (b). Stanice koje
su 24 h bile izlozene 1 % kisiku imale su blagi porast oslobodene LDH dok je u stanicama koje su uz
smanjenje kisika bile izloZzene i deprivaciji glukoze (OGD) taj porast bio znacajno veci. Kada su navedene
skupine stanica vrac¢ene u normalne uvijete, tj. reoksigenaciju (b), trend odnosa oslobodene LDH bio je
sli¢an. U grupama svaki od tri pojedinacna znaka predstavlja razinu LDH izmjerenu iz jednog bunari¢a sa
stanicama.

5.4.2. lzrazaj biljega nekroptoze znacajno je povecan u nezrelim stanicama
ziv€anog sustava izlozenima deprivaciji kisika i glukoze (OGD) u

usporedbi sa stanicama izlozenima samo deprivaciji kisika (hipoksija)

Konzistentno s opazanjem promjena u izgledu stanica te obrasca oslobadene
LDH, OGD je izazvala znacajno povecanje izrazaja biljega nekroptoze, fosforiliranog
MLKL-a (p-MLKL) u usporedbi s kontrolnim stanicama te sa stanicama izlozenim samo
hipoksiji (1 % O2) (slika 22.).

Za sva tri uvjeta prikazana na slici 22., za izolaciju proteina koristen je isti volumen
pufera za ekstrakciju proteina (RIPA), a prema izmjerenoj koncentraciji proteina, u skupini
OGD bilo je 40-50 % manje proteina u usporedbi s kontrolnim stanicama. Ovo sugerira
da je nakon 24 h OGD-a svega 50-60 % stanica bilo vijabilno. Prema tome, u svakom od
pokusa prikazanih na slici 23 za kontrolne stanice stavljeno je 45 % manje volumena
proteinskog lizata nego u OGD skupini. S druge strane, volumen koristenog lizata po
jednoj jazici gela stanica koje su bile izlozene samo hipoksiji (1 % O2) bio je isti kao i u
slu€aju kontrolnih stanica. Prema intenzitetu 3-Aktina (kontrola nano$enja) vidljivo je da

je time postignuta otprilike podjednaka finalna koncentracija proteina.
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Slika 22. Izrazaj fosforiliranog MLKL-a (p-MLKL) dobivenog western blotom u stanicama izlozenima
hipoksiji (1 % O,) te stanicama izlozenima deprivaciji kisika i glukoze (OGD, 1 % O, medij bez
glukoze) tijekom 24 h. Prikazani su rezultati triju neovisnih pokusa (a, b, c). Intenzitet proteina p-MLKL u
stanicama izlozenima samo hipoksiji pokazuje vrlo slabo povec¢anje u odnosu na kontrolu. S druge strane
u OGD skupini signal bio je mnogo intenzivniji.

Kako je jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je istraziti nekroptozu putem
intenziteta signala proteina p-MLKL, a buduci da je nakon 24 h hipoksiji (1 % O2) taj signal
bio vrlo slab, tj. jedva uo€ljiv, odlucili smo uz hipoksiju koristiti i deprivaciju glukoze (OGD).
To se pokazalo kao ispravna odluka jer smo na taj nacin postigli znaCajan porast ovog

klju€nog biljega nekroptoze.

5.5. Utjecaj egzogenih zivéanih mati€énih stanica, kondicioniranog
medija te Necrostatina-1s na stanice izlozene deprivaciji kisika i
glukoze (OGD) tijekom kratke (6 h) i duge (24 h) reoksigenacije

Kako su rezultati iz poglavlja 5.4. pokazali da je deprivacija kisika i glukoze (OGD,
1 % O2, medij bez glukoze) neophodna za izazivanje aktivacije nekroptoze, OGD je
koriStena za izazivanje ozljede stanica ziv€anog sustava nastalih diferencijacijom
Zivéanih matiénih stanica (ZMS) tijekom 8 dana (D8). Na D8 diferencijacije ZMS,
izazivana je ozljeda tijekom 24 h, nakon koje su stanice tretirane kako je opisano u tekstu
koji slijedi. Proteinski lizati uzeti su nakon kratke (6 h) i duge (24 h) reoksigenacije, a
biljezi €ija je relativna ekspresija utvrdena western blotom ukljuc€ivali su: fosforilirani MLKL
(p-MLKL) za utvrdivanje razine nekroptoze, ali takoder i SOX2, 3-Tubulin (TUBB3) i
GFAP kako bi se utvrdilo $to se dogada s biljezima ZMS, neurona, odnosno astrocita.
Prema tome, dobiveni rezultati promatrani su iz dva aspekta: 1. utjecaja same ozljede s
kratkom i dugom reoksigenacijom na ekspresiju pojedinih biljega, i 2. utjecaj razliCitin

tretmana na promjenu ekspresije pojedinog biljega.
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Kako bi se utvrdio utjecaj ZMS na nekroptozu nezrelih stanica Zivéanog sustava
izazvanu deprivacijom kisika i glukoze (OGD) te usporedio ucinak s kemijskim inhibitorom
nekroptoze Necrostatinom-1s (Nec-1s, CST, #17802), nakon 24-satne ozljede, stanice u

razli€itim bunari¢ima tretirane su na tri razli€ita nacina s odgovaraju¢im kontrolama.

U jedan od bunari¢a sa stanicama stavljen je insert presvucen lamininom na koji
su nasadene male neurosfere nastale nakon 2 dana diobe 300 000 ZMS (OGD/R + ZMS)
koje su prije nasadivanja bile centrifugirane i resuspendirane u mediju za diferencijaciju.
Kao kontrola za navedenu skupinu sluZile su stanice na koje je stavljen insert presvuéen

lamininom bez stanica (OGD/R).

Drugi tretman je uklju€ivao dodavanje kondicioniranog medija (OGD/R + kond. M)
u kojem su 2 dana rasle ZMS nasadene u koncentraciji 50 000 stanica/ml, u omjeru s
medijem za diferencijaciju 1:1. Kao kontrola su sluZzile stanice na koje je dodan medij za
proliferaciju ZMS u kojemu nisu rasle stanice (OGD/R + kontr. M), koji je 2 dana bio u

inkubatoru u posudi za uzgoj stanica, takoder u omjeru s medijem za diferencijaciju 1:1.

Zadniji tretman ukljucivao je tretman s 100 uM Nec-1s (OGD/R + Nec-1s), a kako
je Nec-1s otopljen u DMSO-u, kao kontrola su sluzile stanice na koje je stavljen medij za
diferencijaciju samo s DMSO-om (OGD/R + DMSO). Koncentracija od 100 uM Nec-1s
koriStena je jer smo u literaturi pronasli kako je to jedna od najviSih koriStenih

koncentracija Nec-1 koja je dobro tolerirana od strane stanica (96,97).

Vazno je napomenuti kako je u prikazu rezultata usporedivan tretman isklju€ivo sa
svojom kontrolom stavljajuci fokus na uginak samih tretmana. Naime, ZMS u ko-kulturi s
ozlijedenim stanicama (OGD/R + ZMS) bile su nasadene u mediju za diferencijaciju, a
kao kontrola su sluzile ozlijedene stanice na koje je takoder stavljen medij za
diferencijaciju (OGD/R). Kako se medij za diferencijaciju ZMS razlikuje od onoga za uzgoj
ZMS, kontrola kondicioniranom mediju (OGD/R + kond. M) sluZio je kontrolni medij za
uzgoj ZMS u kojem nije bilo stanica (OGD/R + kontr. M). Na kraju kao kontrola Nec-1s
(OGD/R + Nec-15s) sluzio je DMSO (OGD/R + DMSO). Na taj nacin fokus smo stavili na
tretman pazeci da na naSe zaklju€ke ne utjeu ostale razlike u mediju. Naime, nikako ne
bi bilo ispravno usporedivati skupine OGD/R + kond. M i OGD/R + Nec-1s sa skupinom
OGDIR jer se u skupini OGD/R + kond. M nalazi medij za uzgoj ZMS kojeg nema OGD/R
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skupini, a u skupini OGD/R + Nec-1s se nalazi DMSO kojeg opet nema u OGD/R skupini.
Drugim rijeCima, pokus je bio postavljen kako bi prou€avali utjecaj pojedinih tretmana:
egzogenih matiénih stanica (ko-kultura), molekula koje su izlugile ZMS tijekom uzgoja u
mediju za proliferaciju (kondicionirani medij), te Nec-1s. Iz tog razloga svaki tretman

usporedivan je s odgovaraju¢om kontrolom.

Uz navedene tretmane stanica izlozenih deprivaciji kisika i glukoze (3 tretmana i
kontrola za svaki od tretmana) postojala je jo$ jedna skupina stanica koje su cijelo vrijeme
rasle u normalnim uvjetima i koje su sluZile kao kontrolne stanice uz pomo¢ kojih se

utvrdilo kakav utjecaj na stanice ima OGD.

Proteinski lizati uzeti su nakon kratkotrajne (6 h) te dugotrajne (24 h)
reoksigenacije. Western blot raden je na fosforilirani MLKL (p-MLKL) kako bi se utvrdila
razina nekroptoze u navedenim skupinama stanica, ali takoder i na SOX2, 3-Tubulin
(TUBB3) i GFAP kako bi se utvrdilo $to se dogada s biliezima ZMS, neurona, odnosno

astrocita.

5.5.1. Tretiranje nezrelih stanica zivéanog sustava ostec¢enih 24-sathom
deprivacijom kisika i glukoze zivéanim matiénim stanicama,
kondicioniranim medijem te Necrostatinom-1s, nije utjecalo na aktivnost

nekroptoze, mjereno izrazajem proteina p-MLKL

Nakon 6 sati reoksigenacije, izrazaj proteina p-MLKL znacajno je bio povec¢an u
stanicama izloZzenim OGD-u u usporedbi s kontrolnim stanicama (slika 23.). S druge
strane, niti jedan od tretmana koiji su ukljugivali ko-kulturu sa ZMS, kondicionirani medij u
kojem su rasle ZMS ili Nectostatin-1s, nije utjecao na smanjenje izrazaja p-MLKL-a u
usporedbi sa svojim kontrolama (slika 23.). Isti obrazac vidi se i nakon 24 h reoksigenacije
(slika 24.). Kada se usporedi OGD izazvana ekspresija p-MLKL-a u usporedbi s
kontrolnom, nakon 6 h i 24 h reoksigenaciji, vidi se da se u prvom slu€aju (6 h, slika 23.)
radi o povecanju od oko 2x, dok je nakon duge reoksigenacije (24 h) prosje¢no povecanje
oko 5x (slika 24.) Sto ukazuje na pojatanu aktivhost nekroptoze tijekom duze

reoksigenacije.
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Slika 23. lzrazaj proteina p-MLKL u stanicama nakon 6 h reoksigenacije. a) reprezentativha western
blot membrana obiljeZzena anti-p-MLKL protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. Iznad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni polozaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izraZaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom B-
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom ¢ija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. StupCasti grafikoni prikazuju srednju
vrijednost * standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veli€ine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par Cine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite plo€ice s bunari¢éima. Kako se radi o parovima,
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i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. Statisticka zna¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).
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Slika 24. lzrazaj proteina p-MLKL u stanicama nakon 24 h reoksigenacije. a) reprezentativha western
blot membrana obiljezena anti-p-MLKL protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. Iznad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni poloZzaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izrazaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom -
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom ¢ija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
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toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. Stup&asti grafikoni prikazuju srednju
vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veliCine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par Cine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite plo€ice s bunari¢éima. Kako se radi o parovima,
i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. Statisticka zna¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).

5.5.2. Utjecaj kondicioniranog medija na oslobadanje laktat dehidrogenaze

Kako mati¢ne stanice nisu pokazale ucinak na smanjenje izrazaja biljega
nekroptoze niti putem ko-kulture, niti putem kondicioniranog medija, iduci korak je bio
direktno mjeriti stani¢nu smrt putem oslobadanja laktat dehidrogenaze (LDH). Ovdje treba
jasno rec¢i kako u pokusu ko-kulture nije moguce mijeriti razine LDH, jer ne bi mogli
razlikovati LDH osloboden od strane ozlijedenih stanica od onoga koji je potencijalno
osloboden od strane egzogeno dodanih maticnih stanica. Iz tog razloga smo odlucili
usporediti postoji li razlika u oslobadanju LDH kada su stanice tretirane kontrolnim i
kondicioniranim medijem. Pokus je postavljen isto kao i za western blot, a kako su stanice
bile nasadene u plocici s 24 bunari¢a, ukupni medij po jednom bunari¢u iznosio je 500 pl.
Nakon 24-satne deprivacije kisika i glukoze (OGD, 1 % O2, medij bez glukoze), stanicama
je dodan kompletni medij koji je inaCe koristen za diferencijaciju s dodatkom
kondicioniranog medija, odnosno kontrolnog medija u omjeru 1:1. Uzorak medija uzet je
odmah na pocetku, te nakon 24 i 48 h reoksigenacije. Od vrijednosti izmjerene
luminiscencije dobivenih nakon 24 i 48-satne reoksigenacije, oduzete su vrijednosti
izmjerene na pocetku reoksigenacije. Navedene vrijednosti normalizirane su s
vrijednostima dobivenim na standardnoj krivulji. Rezultati su grafi¢ki prikazani na slici 25.
Na y osi prikazana koncentracija LDH (U/ml), dok je na x osi prikazano vrijeme u satima
gdje je 0 pocCetak reoksigenacije u kojem je uzet poCetni uzorak medija s kojim je vrSena
normalizacija pa je u toj tocki vrijednost koncentracije LDH jednaka nuli. Uzorak medija u
sve 3 vremenske to¢ke uziman je iz po 4 bunari¢a s kondicioniranim medijem, odnosno
4 bunari¢a s kontrolnim medijem, a vrijednosti za pojedini bunari¢ za sve tri vremenske
toCke povezane su crtama. |z dobivenih rezultata vidljivo je da nema razlike u oslobadanju
LDH tijekom 24 odnosno 48 h reoksigenacije u stanicama uzgajanima u kondicioniranom

i kontrolnom mediju.
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Slika 25. Grafi€ki prikaz oslobadanja laktat dehidrogenaze (LDH) u reoksigenaciji u stanicama
uzgajanima u kondicioniranom (zeleno) i kontrolnom mediju (plavo). Za svaki od uvjeta mjereno je
oslobadanje LDH iz 4 bunari¢a sa stanicama, a vrijednosti za svaki pojedini bunari¢ u 3 vremenske tocke
(0 — pocetak reoksigenacije, te 24 i 48 h reoksigenacije) povezani su crtama.

5.5.3. Utjecaj tretmana na izrazaj proteina SOX2, TUBB3 te GFAP, biljega

zivéanih maticnih stanica, neurona, odnosno astrocita

Osim biljega nekroptoze, western blotom mjereni su i bilijezi pojedinih stani¢nih
tipova. Izrazaj proteina SOX2 nakon 6 h (slika 26.) i 24 h (slika 27.) reoksigenacije
znacajno je smanjen u stanicama izloZzenim OGD-u u usporedbi s kontrolnim stanicama.
Kada se usporeduju pojedini tretmani, znacajnu razliku pokazuje kondicionirani medij u
usporedbi sa svojom kontrolom, a radi se o suprotnom efektu 6 h odnosno 24 h
reoksigenacije. Naime, nakon 6 h reoksigenacije, SOX2 bio je smanjeno eksprimiran, dok
je nakon 24 h reoksigenacije bio pojacano eksprimiran u skupini s kondicioniranim
medijem. Razlog takvog rezultata mogao bi biti u pozitivom djelovanju faktora rasta i
drugih komponenti kontrolnog medija u kratkom periodu, a taj pozitivni efekt u dovoljno
dugom vremenskom odmaku vjerojatno su nadjacali C¢imbenici i ostale molekule koje su
proizvele ZMS, a koje mozda trebaju duZi period za se vidi njihovo djelovanje. S druge
strane, ostali tretmani koji su ukljugivali ko-kulturu sa ZMS i Nectostatin-1s, nisu utjecali
na smanjenje izrazaja SOX2 u usporedbi sa svojim kontrolama nakon 6 h (slika 26.) niti

nakon 24 h (slika 27.) reoksigenacije.
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Slika 26. Izrazaj proteina SOX2 u stanicama nakon 6 h reoksigenacije. a) reprezentativna western blot
membrana obiljezena anti-SOX2 protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. Iznad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni polozaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izraZaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom B-
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom Cija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. Stup&asti grafikoni prikazuju srednju
vrijednost * standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veliCine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par &ine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite plo€ice s bunari¢ima. Kako se radi o parovima,
i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. StatistiCka zna€ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).
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Slika 27. lzrazaj proteina SOX2 u stanicama nakon 24 h reoksigenacije. a) reprezentativha western
blot membrana obiljezena anti-SOX2 protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. Iznad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni polozaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izraZaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom B-
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom ¢ija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. Stup&asti grafikoni prikazuju srednju
vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veli€ine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par &ine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite plo€ice s bunari¢ima. Kako se radi o parovima,
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i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. Statisticka zna¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).

Prosje¢no smanjenje ekspresije proteina TUBB3 nakon 6 h reoksigenacije (slika
28.) bilo je za oko 2 x, a hakon 24 h reoksigenacije za oko 4 x kada se usporeduju stanice
izlozene OGD-u s kontrolnim stanicama. Ko-kultura sa ZMS blago je povecala izrazaj
TUBB3 nakon 6 h reoksigenacije, medutim, isti efekt nije bio vidljiv nakon reoksigenacije
od 24 h (slika 29.). S druge strane, ostali tretmani koji su ukljucivali kondicionirani medij i
Nectostatin-1s, nisu utjecali na izrazaj TUBB3 u usporedbi sa svojim kontrolama nakon 6
h (slika 28.) niti nakon 24 h (slika 29.) reoksigenacije .
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Slika 28. lzrazaj proteina TUBB3 u stanicama nakon 6 h reoksigenacije. a) reprezentativna western
blot membrana obiljezena anti-TUBB3 protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. 1znad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni polozaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izraZaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom B-
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom ¢ija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. Stupcasti grafikoni prikazuju srednju
vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veliCine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par &ine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite plo€ice s bunari¢éima. Kako se radi o parovima,

65



i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. Statisticka zna¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).
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Slika 29. lzrazaj proteina TUBB3 u stanicama nakon 24 h reoksigenacije. a) reprezentativha western
blot membrana obiljezena anti-TUBB3 protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. Iznad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni poloZzaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izraZaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom B-
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom ¢ija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. Stup&asti grafikoni prikazuju srednju
vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veli€ine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par &ine stanice koje
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dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite ploCice s bunari¢ima. Kako se radi o parovima,
i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. StatistiCka zna¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).

lako je izrazaj proteina GFAP pokazao blagu tendenciju smanjenja ekspresije
nakon 6 h (slika 30.) i 24 h (slika 31.) reoksigenacije u stanicama izlozenih OGD-u u
usporedbi s kontrolnim stanicama, ta razlika nije postigla statisticku znacajnosti. Takoder,
niti jedan od tretmana koji su ukljugivali ko-kulturu sa ZMS, kondicionirani medij u kojem
su rasle ZMS ili Necrostatin-1s, nije utjecao na promjenu izrazaja proteina GFAP u
usporedbi sa svojim kontrolama nakon 6 h (slika 30.) niti nakon 24 h (slika 31.)
reoksigenacije.
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Slika 30. Izrazaj proteina GFAP u stanicama nakon 6 h reoksigenacije. a) reprezentativha western blot
membrana obiljezena anti-GFAP protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. Iznad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni polozaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izraZaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom B-
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom ¢ija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. Stupcasti grafikoni prikazuju srednju
vrijednost * standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veliCine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par &ine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razliCite plocice s bunari¢ima. Kako se radi o parovima,
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i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. Statisticka zna¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).
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Slika 31. lzrazaj proteina GFAP u stanicama nakon 24 h reoksigenacije. a) reprezentativha western
blot membrana obiljeZzena anti-GFAP protutijelom te anti-B-Aktin protutijelom prema kojemu je radena
normalizacija. Iznad membrane navedene su skupine na koje se pojedini signal odnosi, a s lijeve strane
oznacen je okvirni polozaj mase proteina temeljen na markeru. b) prikaz grafova sa srednjim vrijednostima
i standardnom devijacijom triju ponovljenih pokusa. Vrijednost za svaki pojedini pokus koja predstavlja
relativni izrazaj, dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom -
Aktina te je navedeni broj normaliziran sa kontrolnom skupinom c¢ija je vrijednost na y osi 1. Svaka od
toCaka predstavlja vrijednost za jedan od ponovljenih pokusa. Stup&asti grafikoni prikazuju srednju
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vrijednost + standardnu devijaciju. Ispod svakog grafikona nalazi se prikaz veli€ine efekta zajedno s
intervalima pouzdanosti na kojemu je svaki analizirani par povezan crtama. Jedan par Cine stanice koje
dolaze od iste populacije stanica koje su nasadene u razli€ite plocice s bunari¢ima. Kako se radi o parovima,
i svaki tretman je usporedivan sa svojom kontrolom, pod pretpostavkom normalne distribucije, koristen je
Studentov T-test za parove. StatistiCka zna€ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*).

5.6. Imunocitokemijska analiza stanica izlozenih deprivaciji glukoze i

kisika te kratkoj (6 h), odnosno dugoj (24 h) reoksigenaciji

5.6.1. MorfoloSka analiza stanica izlozenih deprivaciji kisika i glukoze otkriva

manji broj neurona s kra¢im nastavcima te astrocite koji su skupljeni

Kako bi se utvrdile posljedice deprivacije glukoze i kisika s kratkom (6 h) i dugom
(24) reoksigenaciom na morfologiju stanica, napravljena je imunocitokemija (ICC) na
biljlege: ZMS (Nestin), dendrita (MAP2) i aksona (NF-H, NF-M) neurona, te astrocita
(GFAP). ICC analiza potvrdila je razarajuce posljedice ozljede (OGD/R 6 h i 24 h) na
neurone. Broj neurona je bio smanjen, a nastavci su im bili kraci (slika 32.). Istovremeno,
astrociti su se nakon izlaganja OGD skupljali i zauzimali su mnogo manja podrucja u

usporedbi sa stanicama uzgajanim u kontrolnim uvjetima (slika 33.).
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a) 6 h reoksigenacije
KONTROLNE STANICE
DAPI MAP2

NF-H, NF-M
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DAPI MAP2 NF-H, NF-M

b) 24 h reoksigenacije
KONTROLNE STANICE
DAPI MAP2
£l

STANICE IZLOZENE OZLJEDI
MAP2

Sllka 32. Imunocnokeml]ska (ICC) analiza nezrelih stanica zwcanog sustava izlozenih deprlvacul
kisika i glukoze (OGD) tijekom 24 h te kratkoj (6 h, a) i dugoj (24 h, b) reoksigenaciji na biljege
neurona. Prikazani su biljezi dendrita (MAP2, crveno) i aksona (NF-H, NF-M zeleno) neurona. U kontrolnim

NF-H, NF-M
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stanicama nastavci neurona se lijepo razaznaju, dok je kod stanica izloZenih ozljedi signal vrlo nepravilan
Sto moze biti posljedica nespecificnog vezanja protutijela na proteine ozlijedenih stanica. Prikazane su
reprezentativne slike iz jednog od najmanje dva ponovljena pokusa. Crta mjerila 200 pum.
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a) 6 h reoksigenacije
KONTROLNE STANICE
DAPI GFAP Spojn [<anali

STANICE IZLOZENE OZLJEDI
DAPI GFAP Nestin

b) 24 h reoksigenacije
KONTROLNE STANICE
DAPI

GFAP

Nestin

STANICE IZLOZENE OZLJEDI
DAPI GFAP

Slika 33. Imunocitokemijska (ICC) analiza nezrelih stanica ziv€éanog sustava izlozenih deprivaciji
kisika i glukoze (OGD) tijekom 24 h te kratkoj (6 h, a) i dugoj (24 h, b) reoksigenaciji na biljege
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astrocita i zivéanih matiénih stanica (ZMS). Prikazan je biljeg astrocita (GFAP, crveno) i ZMS (Nestin,
zeleno). Kontrolne stanice su izduzene i oba citoskeletna biljega pokazuju filamentoznu strukturu. S druge
strane, ozlijedene stanice su skupljenije, a filamentozna struktura citoskeletnih elemenata teze je uocljiva.
Prikazane su reprezentativne slike iz jednog od najmanje dva ponovljena pokusa. Crta mjerila 200 pm.

5.6.2. Imunocitokemijska analiza nekroptoze nije pouzdana zbog postojanja

vjerojatnog nespecificnog vezanja protutijela

U poglavlju rezultata 5.5. prikazani su izrezani dijelovi membrane koji odgovaraju
polozaju odredenog promatranog proteina. Za biljege SOX2, GFAP i TUBB3 nakon
inkubacije primarnim i sekundarnim protutijelom, signal je na membranama bio vidljiv
uglavnom iskljucivo na odgovarajucoj visini na membrani koja odgovara tezini mjerenoj u
kDa za odredeni protein (slika 34.). U slu€aju protutijela anti-p-MLKL, najintenzivniji signal
je bio vidljiv na odgovaraju¢em mjestu, medutim postojali su i dosta intenzivni signali na

drugim visinama Sto upucuje na moguce nespecifiéno vezanje protutijela (slika 35.).

a) SOX2 b) TUBB3 c) B-Aktin d) GFAP

B oo - — - - - - —

Slika 34. Reprezentativne membrane s prikazom vezanja protutijela anti-SOX2 (a), anti-
TUBB3 (b), anti-B-Aktin i anti-GFAP (d). U sva Cetiri slu¢aja vidljivo je specificno vezanje s
protutijela s vrlo malo ili nimalo signala na razinama koje nisu tipi€ne za pojedini protein.
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Pokus 1

Pokus 2

Nespecificno
vezanje

Specifi¢no
vezanje

Pokus 3

Slika 35. Membrane s prikazom vezanja anti p-MLKL protutijela iz triju neovisnih pokusa.
Najintenzivniji signal vidljiv je na oko 55 kDa Sto odgovara tezini proteina p-MLKL. Iznad
navedenog signala nalazi se znacajan broj dodatnih signala koji vjerojatno predstavljaju
nespecifi€no vezanje protutijela.

Western blot je jedna od pouzdanijih metoda za odredivanje specifiCnosti
odredenog protutijela upravo zbog razdvajanja proteina na temelju tezine koji se onda
detektiraju protutijelom. Signali koji se dobiju na visinama netipi¢nim za odredeni protein,
vrlo ¢esto upucuju na nespecificno vezanje. 1z tog razloga, imunocitokemija s protutijelom

koje pokazuje nespecificnost na western blotu najéeS¢e ne moze biti pouzdana (98).
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Usprkos tome napraviljena je imunocitokemija kako bi se utvrdio izgled signala.
Slike 36. i 37. pokazuje reprezentativne slike stanica ozlijedenih OGD-om te fiksiranih
ledeno hladnim metanolom nakon 6 h, odnosno 24 h reoksigenacije. lako je vidljiva
razlika u morfologiji signala izmedu kontrolnih i ozlijedenih stanica, buduci da je western
blot sugerirao postojanje nespecifitnog vezanja, analiza slika dobivenih

imunocitokemijom ne moze se smatrati pouzdanom.

6 h reoksigenacije
KONTROLNE STANICE

signal dobiven
anti-p-MLKL protutijelom

DAPI Spojeni kanali

Tooum.

STANICE IZLOZENE OZLJEDI

signal dobiven
DAPI anti-p-MLKL protutijelom Spojeni kanali

Slika 36. Imunocitokemija s anti-p-MLKL protutijelom na kontrolnim i ozlijedenim stanicama nakon
6 h reoksigenacije. lako se vidi morfolodka razlika u signalima izmedu kontrolnih i ozlijedenih stanica,
zbog postojanja znac€ajnih neodredenih (vjerojatno nespecifi¢nih) signala dobivenih na western blotu,
analiza ovih signala mogla bi dovesti do pogresnih zakljuaka.
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24 h reoksigenacije
KONTROLNE STANICE

signal dobiven
anti-p-MLKL protutijelom

DAPI Spojeni kanali

STANICE IZLOZENE OZLJEDI
signal dobiven
anti-p-MLKL protutijelom

_DAPI

Slika 37. Imunocitokemija s anti-p-MLKL protutijelom na kontrolnim i ozlijedenim stanicama nakon
24 h reoksigenacije. lako se vidi morfoloSka razlika u signalima izmedu kontrolnih i ozlijedenih stanica,
zbog postojanja znac€ajnih neodredenih (vjerojatno nespecifi¢nih) signala dobivenih na western blotu,
analiza ovih signala mogla bi dovesti do pogre3nih zakljuaka.
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6. Rasprava

6.1. Osmodnevni uzgoj zivéanih matiénih stanica misa u mediju s
dodatkom 1 % FBS-a predstavlja dobar model nezrelog zivéanog

sustava

Zivéani sustav nastaje prostorno i vremenski strogo reguliranom diobom i
diferencijacijom Zivéanih matiénih stanica (ZMS), a upravo su samoobnova i
diferencijacija osobine iz kojih proizlazi potencijal ZMS za moguéu terapijsku primjenu u
obnovi oStecenog tkiva. Brojna pretkliniCka te i neka klinicka istrazivanja pokazala su da
terapija Ziv€anim matiCnim stanicama donosi pozitivne ucinke za razliite neuroloske
bolesti kao $to su mozdani udar, Alzheimerova bolest, multipla skleroza te perinatalna
ozljeda mozga (99-103). Preduvjet za takva istrazivanja su razvijeni protokoli izolacije i
kulture in vitro koji omogucéavaju uzgoj stanica izvan tijela, istovremeno odrzavajuéi njihov
potencijal samoobnove i diferencijacije. Bez obzira na brojna objavljena istrazivanja, jo$
uvijek postoji mnogo nepoznanica vezanih uz samu biologiju ZMS te mehanizme njihovog
potencijalnog terapeutskog djelovanja. Stoga su i dalje potrebna pretklini¢ka istrazivanja
kako bi se preciznije dizajnirale klinicke studije koje bi mogle dovesti do uporabe ZMS u
terapeutske svrhe.

lako se sve stanice, pa tako i ZMS pona$aju drugadije kada su u tijelu (in vivo) i
kada se uzgajaju u kulturi (in vitro), uzgoj ZMS u kulturi daje Siroki prostor za istraZivanje
utjecaja raznih manipulacija na biologiju stanica, a posebno na njihovu sposobnost
samoobnove i diferencijacije. Manipulacije mogu uklju€ivati promjenu razli€itih fizikalnih
odnosno kemijskih uvjeta kao npr. promjenu temperature ili razine kisika (104), odnosno
izlaganje stanica razliCitim ¢imbenicima i drugim endogenim ili sintetskim molekulama
(105-108). In vitro istrazivanja daju uvid u moguce procese koji se odvijaju in vivo, te su
vaZna za razumijevanje moguéih pozitivnin djelovanja ZMS u potencijalnim terapijskim

primjenama.

U ovom istraZivanju ZMS su izolirane iz telencefalona zametaka misa starih 14.5

dana te su odrzavane u kulturi u suspenziji, uz dodatak Cimbenika rasta, Cime je
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odrzavana njihova sposobnost samoobnove. Takoder, ZMS smo diferencirali prema
astrocitima i neuronima izostavivsi ¢imbenike rasta iz medija te ih nasadujuci na podloge
presvucene poli-D-lizinom i lamininom. lzostavljanje ¢imbenika rasta iz medija za
diferencijaciju i kontakt s lamininom, prirodnim sastojkom medustani¢ne tvari, vrlo su
vazni za indukciju diferencijacije (109). Ipak, iskustvo koje smo sakupili u nekoliko godina
rada s ovim stanicama nam je pokazalo kako izostanak faktora rasta iz medija za
diferencijaciju izaziva znacajnu razinu stani¢ne smrti nakon 3. dana diferencijacije. lako
ta pojava vjerojatno ne utjeCe na sva istraZivanja koja se provode na ovim stanicama, u
ovom slucaju je to izazvalo problem, buduéi da je ovo istraZivanje primarno posveceno
stani¢noj smrti. Stoga smo u prvoj fazi istraZivanja bili prisiljeni pronaéi protokol koji ¢e
omoguciti dovoljno visoko prezivljenje stanica u kontrolnim uvjetima. Nakon testiranja
razli€itih varijanti protokola diferencijacije, izmedu ostalog i razliCitih kombinacija
suplemenata, pristup koji je donio znacajno unaprjedenje prezivljenja je bio onaj temeljen
na dodavanju 1 % FBS-a u medij za diferencijaciju. lako FBS nema strogo definiran
sastav, te iako ga se zbog heterogenosti i potencijalnih razlika izmedu razliCitih
proizvodnih serija (engl. batches) poku$ava izbjegavati, u naSem modelu nezrelih stanica
Ziv€anog sustava, ucinci FBS-a na prezivljenje su bili homogeni i vrlo pozZeljni. Pregledom
literature smo pronasli zna€ajan broj istraZivanja koja su ga, vjerojatno iz sli¢nih razloga
takoder koristila (95,106,110-112). 1z tog razloga smo odlucili u svim pokusima u sklopu

ovog istrazivanja koristiti protokol za diferencijaciju s 1 % FBS-a.

Populacija stanica koje smo dobili diferencijacijom ZMS uz dodatak 1 % FBS-a
sastojala se od astrocita i neurona, a zna€ajan broj stanica i dalje je izrazavao Nestin,
marker ZMS. Razlog tome vjerojatno lezi i u samom FBS-u koji sadrzava neke faktore

rasta koji su dio stanica poticali na diobu odrzavajuci im mati¢nost.
6.2. Razina kisika utje¢e na smjer diferencijacije zivéanih mati€nih

stanica, ali ne i na intenzitet stanicne smrti

U vecini laboratorija i objavljenih istrazivanja stanice sisavaca se uzgajaju u
inkubatorima u kojima su zadovoljena tri uvjeta: temperatura od 37 °C, 5 % COz2 te visoka
vlaga (bilo aktivnim upuhavanjem vode, bilo s posudom iz koje voda kontinuirano hlapi).
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Temperatura imitira tjelesnu temperaturu, visoki volumni udio CO2 nuzan je za odrZzavanje
neutralnog pH medija zbog CO2/HCO3" puferskog sustava na temelju kojih se bazira
vecina tipova medija (113), a visoka vlaga smanjuje isparavanje vode iz medija u kojem
rastu stanice. Kisik u atmosferskom zraku u razini mora zauzima 20.9 % volumnog udjela,
dok je u zraku CO:2 inkubatora s vlaznom atmosferom ta koncentracija oko 18.5 % Sto
odgovara parcijalnom tlaku od 160 mmHg odnosno 140 mmHg (114). S druge strane,
parcijalni tlak kisika u alveolama iznosi oko 110 mmHg, a dok dode do pojedinih organa
koncentracija mu jo§ znacajno pada. Tako npr. u jetri iznosi 30-55 mmHg, u skeletnim
prihvaceno da je razina kisika u pojedinim organima oko 2-9 %/14-65 mmHg (115). Dakle,
rutinskim uzgojem u inkubatorima s atmosferskom razinom kisika stanice su izlozene
razini kisika koja je mnogo viSa od one u tijelu. Visoka razina kisika (hiperoksija) nije dobra
iz viSe razloga, a jedan od najocitijih je nakupljanja kisikovih radikala koji mogu negativno

utjecati na brojne stani¢ne procese (114,116).

Jedno od vaznih pitanja na koje smo zeljeli odgovoriti u ovom istrazivanju bilo je
trebamo li, sa Zeljom dobivanja $to reproducibilnijeg modela nezrelih stanica ziv€anog
sustava, protokol diferencijacije stanica u ambijentalnom kisiku zamijeniti onim s nizom
razinom kisika. Stoga smo usporedili diferencijaciju ZMS u ambijentalnoj (18.5 % O) i
tkivnoj (5 % O2) normoksiji odredujuci relativnu ekspresiju gena specifiCnu za pojedine
stani¢ne tipove, te mjereéi oslobadanje laktat dehidrogenaze (LDH) kao pokazatelja

staniéne smrti.

Kada smo proucili izrazaj nekih gena koji odreduju svojstvo mati¢nosti, jedino
Notchl u niti jednom od analiziranih dana nije pokazao nikakvu razliku izmedu dva
istraZivana uvjeta. Istovremeno, Nestin je bio pojatano eksprimiran prvi dan
diferencijacije u 5 % O2. S druge strane, dok je prvi dan Pax6 pokazao tendenciju
povecéanja ekspresije u 5 % Oz, statisti¢ki znacajno pojacanu ekspresiju pokazao je osmi
dan diferencijacije. Dakle, dva od tri istrazivana gena koji odreduju mati¢nost su bila
pojacano eksprimirana barem u nekim stadijima diferencijacije. Vazno je naglasiti kako je
pojatana ekspresija Pax6 gena zabilieZzena za vrijeme kortikogeneze (117), a nasi

rezultati takoder su pokazali kako pojacanu ekspresiju Pax6 u 5 % Oz prati i pojatana
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ekspresija neuronalnih billega. Naime, Mapt bio je pojacano eksprimiran u sva 3
analizirana dana, dok su Map2 i Dcx bili pojacano ekprimirani prvi i osmi dan
diferencijacije. PojaCana ekspresija neuronalnih biljiega u 5 % kisika je u skladu s
objavljenim istrazivanjima, a koja su takoder pokazala kako smanjena razina kisika (3-6
% kisika) potice diferencijaciju prema neuronima (118). Sto se ti¢e biliega astrocita, Gfap
je statistiCki znacajnu pojaCanu ekspresiju pokazao Cetvrti, a S100b prvi i Cetvrti dan
diferencijacije s tendencijom povecanja ekspresije osmi dan diferencijacije u 5 % Oo.
Navedeni rezultati takoder su u skladu s objavljenim istrazivanjima od kojih su neka
pokazala da diferencijacija ZMS u 3-5 % kisika poti¢e diferencijaciju prema astrocitima u
usporedbi s diferencijacijom u ambijentalom kisiku, dok su pak neka druga istraZivanja
pokazala da razina kisika ne utjeCe na izrazaj biljega astrocita (118). Kako smo u ovom
istrazivanju posebnu pozornost dali stani¢noj smrti po tipu nekroptoze, proucili smo
izrazaj gena ukljucenih u taj signalni put: Ripk1, Ripk3 i MIkl. Jedinu razliku, i to u obliku
smanjenja ekspresije u 5 % O2 pokazao je MIkl, ali samo prvi dan, dok u kulturi raste
homogena populacija vrlo ranih preteCa stanica ziv€anog sustava. Vazno je spomenuti
kako ekspresija gena MIkl moze, ali i ne mora biti indikacija intenziteta nekroptoze jer ja
za nekroptozu klju€na fosforilacija proteina MLKL. Mjereci intenzitet staniCne smrti
postotkom oslobodene laktat dehidrogenaze (LDH), nisu nadene statisticki znacajne
razlike izmedu ambijentalnog i 5 % kisika u niti jednom od promatrana dana, iako je
postojala stalno prisutna tendencija smanjenja postotka oslobodene LDH u 5 % O..
Istovremeno je nadeno kako se ukupna razina LDH u 5 % povecala, $to navodi na potrebu
opreza u tumacenju rezultata. Tendencija povecanja ukupne LDH u 5 % mogla bi
ukazivati na povecani broj stanica, tj. njihovu poja¢anu proliferaciju, a $to bi bilo u skladu

s objavljenim istrazivanjima (95,119).

Nakon navedene usporedbe ambijentalne i tkivne normoksije zaklju€ili smo kako
nije nadena znaCajna razlika u intenzitetu staniCne smrti izmedu ta dva uvjeta.
Istovremeno bi tkivnom normoksijom postigli pojaan izrazaj nekih gena uklju€enih u
nastanak neurona, $to bi moglo biti poZeljno, ali ne i kljuéno za na§ model. Buduci da se
prigodom izmjene medija stanice koje iz tkivne normoksije dolaze u ambijentalne uvjete

izlazu fluktuacijama u razini kisika, $to donosi znac¢ajnu ne-fizioloSku varijablu, odlugili
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sSmo za daljnje pokuse u kojima smo proucavali stani¢nu smrt koristiti samo ambijentalnu

razinu kisika.

6.3. lzazivanje nekroptoze u modelu nezrelih stanica zivéanog sustava

zahtjeva istovremenu deprivaciju kisika i glukoze

lako su neki radovi pokazali kako smanjenje razine kisika na 1 % uzrokuje
pojatano odumiranje stanica (95), u nasem slu€aju, mjerenjem oslobadanja laktat
dehidrogenaze (LDH), te western blot analizom pokazali smo da izlaganje nezrelih
stanica Ziv€anog sustava smanjenoj razini kisika od 1 % (hipoksija) tijekom 24 h nije bilo
dovoljno za izazivanje znacajnije stani¢ne ozljede. U ovom istrazivanju smo trazili nacin
kako izazvati nekroptozu, Ciji je biljeg protein p-MLKL, kako bi mogli promatrati utjecaj
pojedinih tretmana na izraZzaj navedenog biljega. Jednako kao i u slu€aju mjerenja
intenziteta staniCne smrti, sama hipoksija nije bila dovoljna za izazivanje jasne pojacane
ekspresije proteina p-MLKL pokazane western blotom. Medutim, kada smo, uz smanjenje
kisika, stanice izlozZili i deprivaciji glukoze (OGD, 1 % Oz, medij bez glukoze, od engl.
oxygen glucose deprivation), signal proteina p-MLKL na western blotu postao je jasan i
uodljiv. U skladu s time, znacajnije odumiranje stanica izazvano deprivacijom kisika i
glukoze dodatno je potvrdeno mjerenjem oslobadanja LDH kao pokazatelja intenziteta
stanicne smrti. Time je pokazano kako je u naSem modelu nezrelih stanica Ziv€anog
sustava za pokretanje nekroptoze potrebna deprivacija kisika i glukoze, te je u ostatku

ovog istraZivanja posveéenog nekroptozi koristen taj pristup.

6.4. Necrostatin-1s ne smanjuje izrazaj proteina p-MLKL u modelu

nezrelih stanica ziv€anog sustava

RIPK1 je prva molekula koja je otkrivena u signalnom putu nekroptoze (59), a u
istom radu u kojem se rije€ ,nekroptoza“ prvi puta koristi, otkriven je inhibitor Necrostatin-
1 (Nec-1) koji blokira kinaznu aktivnost RIPK1 (60). Danas je nekroptoza definirana kao
regulirana stani¢na smrt koja je ovisna o proteinu MLKL, o kinaznoj aktivnosti RIPK1 (u
nekim slu€ajevima) te RIPK3 (57). Nova definicija proizlazi iz istrazivanja koja pokazuju
da postoje nacini aktivacije nekroptoze, to¢nije fosforilacije proteina MLKL koji ne
ukljuéuju kinaznu aktivnost RIPK1. Stovie, pomalo paradoksalno, RIPK1 u odredenim
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sluCajevima sprjeCava aktivaciju nekroptoze (120), pa je tako genetickim studijama na
C57BL/6/Ripk1l -/- miSevima koji umiru kod poroda od sistemske upale, pokazano
smanjenje upale delecijom Ripk3 ili MIklI (121). U skladu s time, iako se Necrostatin-1
pokazao kao efikasan inhibitor nekroptoze u mnogim slu¢ajevima modela razlicitih bolesti
kao Sto su upalne, kardiovaskularne i neuroloske bolesti (122-125), njegova prisutnost
nije uvijek dovoljna za smanjenje intenziteta nekroptoze (126). Naime, pokazano je da
Nec-1 nije smanjio izrazaj proteina p-MLKL u stanicama izlozenima jakom osmotskom
stresu te da je kinazna aktivnost RIPK3 direktno aktivirana povecanjem pH citosola (127).
U nasSem istrazivanju, Nec-1s, stabilniji i selektivniji Nec-1 analog (128), takoder nije
smanjio izrazaj proteina p-MLKL niti tijekom kratke (6 h) niti tijekom duge (24 h)
reoksigenacije koje su slijedile nakon deprivacije kisika i glukoze (OGD). Ovo jasno
sugerira da i u naSem slu€aju glavnina aktivacije nekroptoze nije iSla putem RIPK1. Kako
je pokazano da reaktivni kisikovi radikali mogu aktivirati nekroptozu neovisnu o RIPK1
(126), a zasigurno su obilno prisutni nakon deprivacije kisika i glukoze, oni bi i u nasem
slu€aju mogli biti jedan od glavnih aktivatora ovog nacina stani¢ne smrti. Takoder, u
nasem istrazivanju tretman s Nec-1s nije imao nikakav utjecaj na izrazaj preostalih
analiziranih proteina koji su ukljugivali SOX2 (bilieg ZMS), GFAP (biljeg astrocita) te
TUBB3 (biljeg neurona).

6.5. Tretman zivéanim mati€énim stanicama ne utje€e na izrazaj proteina
p-MLKL, ali utje€e na TUBB3 i SOX2

U ovom istrazivanju, stanice koje su bile izlozene deprivaciji kisika i glukoze (OGD)
nastale su diferencijacijom Ziv€anih matiénih stanica (ZMS) tijekom 8 dana.
Imunocitokemijska (ICC) analiza pokazala je da osim ranih neurona (MAP2, TUBB3 i NF-
H, NF-M) i astrocita (GFAP) u dobivenoj populaciji stanica i dalje zna€ajan broj stanica
eksprimira Nestin, bilieg ZMS. Kako se radi o ne posve zrelim stanicama Zivéanog
sustava, nas model odgovara perinatalnoj-neonatalnoj hipoksiji-ishemiji. To je patolosko
stanje koje pogada 3-12 od 1000 novorodencadi koje osim smrti moze uzrokovati teSke
invaliditete (129). Terapijske mogucnosti za perinatalnu ishemiju su vrlo ograni¢ene, a

jedini donekle definiran pristup ukljuCuje terapijsku hipotermiju. lako u mnogim
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sluCajevima hipotermija pomaze, oCito su potrebni novi pristupi koji bi zamijenili ili

poboljSali trenutne domete ovog pristupa (42).

U ovom istrazivanju, nezrele stanice Ziv€anog sustava koje su bile izloZzene 24-
satnoj deprivaciji kisika i glukoze (OGD), neposredno nakon ozljede tretirane su
egzogenim ZMS ili kondicioniranim medijem u kojem su rasle mati¢ne stanice. Utjecaj
svih navedenih tretmana promatran je nakon kratke (6 h) i duge (24 h) reoksigenacije
analizirajuéi izrazaj biliega nekroptoze (p-MLKL), ZMS (SOX2), neurona (TUBB3) i
astrocita (GFAP) metodom western blot. U sluéaju egzogeno dodanih ZMS, ozlijedene
stanice i ZMS bile su u ko-kulturi odvojene tankom membranom u kojoj su pore bile
dovoljno male da stanice ne mogu proéi kroz njih, a dovoljno velike da mogu proci razlicite
stani¢ne vezikule (npr. egzosomi) i pojedinaéne molekule. Prema tome, iako stanice nisu
u direktnom kontaktu, medusobno komuniciraju preko medija pa tako egzogeno dodane
ZMS mogu utjecati na ozlijedene stanice i obrnuto. U slugaju dodanog kondicioniranog
medija, radi se 0 mediju u kojem se nalaze komponente izlu¢ene za vrijeme rasta fj.

proliferacije ZMS. Tu razliku vazno je imati na umu prilikom interpretacije rezultata.

|zrazaj billega nekroptoze bio je znaCajno povecan u ozlijedenim stanicama u
usporedbi s kontrolom, a povecanje ekspresije bilo je izraZzenije nakon 24 h nego nakon
6 h reoksigenacije. Niti egzogeno dodane ZMS niti kondicionirani medij nisu smanijili
izrazaj proteina p-MLKL tijekom 6 h ili 24 h reoksigenacije. Takoder, mjereéi oslobadanje
laktat dehidrogenaze (LDH) nakon 24 i 48 h reoksigenacije, kondicionirani medij nije
pokazao djelovanje na smanjenje stani¢ne smrti. Oslobadanje LDH nije mjereno u skupini
u koje su dodane egzogene maticne stanice jer, kako se nalaze u istom mediju, ne bi bilo
moguce razlikovati LDH oslobodenu od strane ozlijedenih stanica od LDH oslobodene od
strane egzogeno dodanih ZMS. lako ovi rezultati nisu pokazali pozitivan uginak stanica

na nekroptozu, zanimljivi rezultati su dobiveni analizom biljega pojedinih stani¢nih tipova.

Kod analize u€inka potencijalnog terapijskog pristupa, vrlo je vazno dobiti Siru sliku
njegovog djelovanja. Naime, pojedini terapijski pristupi, iako mozda i poboljSavaju ishod
bolesti, imaju ograniCeno djelovanje jer uglavnom ciljaju jedan signalni put ili imaju
protektivan u€inak na jedan stanicni tip. Iz tog razloga, u slu€aju bolesti s kompleksnom

patofizologijom, u §to svakako spada i perinatalna-neonatalna hipoksija-ishemija, ¢esto
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se razmatra kombinacija razliCitih lijekova (engl. drug combination therapy) zbog
kumulativhog protektivnog ucinka (130-132). Zbog navedenih razloga, u ovom

istrazivanju fokusirali smo se i na biljege pojedinih stani¢nih tipova.

SOX2 je transkripcijski faktor koji je vrlo vazan za samoobnovu ZMS (133).
Mutacije SOX2 gena dovode do razliCitih poremecaja srediSnjeg Ziv€anog sustava
ukljuCujucéi intelektualne poremecaje, probleme s vidom i kontrolom pokreta (134). U
nasem istrazivanju, OGD s kratkom (6 h) reoksigenacijom izazvala je pad ekspresije
proteina SOX2 na oko 30 % kontrolne vrijednosti, dok je nakon duze reoksigenacije (24
h) izrazaj bio na oko 40 % kontrolne vrijednosti $to ukazuje na mogucéi spontani blagi
oporavak tijekom duze reoksigenacije. lako ko-kultura ozlijedenih stanica s egzogenim
ZMS nije pokazala znagajne promjene u izrazaju proteina SOX2, kondicionirani medij iz
ZMS dao je rezultate koji priviade pozornost. Naime, nakon 6 h reoksigenacije izrazaj
proteina SOX2 je bio smanjen, a nakon 24 h povec¢an u grupi stanica kojoj je dodan
kondicionirani medij u usporedbi s grupom stanica kojoj je dodan kontrolni medij (medij
za uzgoj ZMS). Objasnjenje za takav rezultat moglo bi biti u kratkotrajnom pozitivnom
utjecaju Cimbenika rasta (EGF i bFGF) iz kontrolnog medija, a €ija je koncentracija u
kondicioniranom mediju vjerojatno bila zna&ajnije niza jer su ga ZMS potrosile. S druge
strane, molekule iz kondicioniranog medija koje su proizvele ZMS oé&ito su trebale duze
vrijeme za djelovanje $to se vidi kao povecanje ekspresije SOX2 za oko 20 % u odnosu
na kontrolni medij nakon 24 h reoksigenacije. Nakon 24 h i ko-kultura s ZMS pokazala je
trend povecane ekspresije, ali nije dosegnula statisticku zna€ajnost. Favaro i sur. pokazali
su da ZMS kojima je deletiran gen Sox2 imaju vrlo ograniéen kapacitet samoobnove koji
se znadajnije pobolj$ava dodavanjem kondicioniranog medija iz ZMS divljeg tipa (135).
Nasi rezultati sugeriraju da se pozitivho djelovanje kondicioniranog medija manifestira u
obliku povecanja ekspresije SOX2 ¢ime se pozitivho djeluje na sposobnost samoobnove
ZMS nakon ozljede. Kako je aktivnost SOX2 vazna za normalan razvoj zivéanog sustava,
od izuzetne je vaznosti naci terapeutske strategije kojima se oporavlja ekspresija ovog
transkripcijskog ¢imbenika nakon ozljede. Ovo istrazivanje sugerira kako je kondicionirani
medij (j. odredene molekule koje izluduju ZMS) jedan od mogucdih pristupa kojim se moze

posti¢i oporavak izrazaja SOX2.
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B3-Tubulin (TUBB3) je pokazao u potpunosti suprotan obrazac ekspresije, u
kratkoj odnosno dugoj reoksigenaciji u usporedbi sa SOX2. Nakon kratke reoksigenacije
(6 h) ekspresija TUBB3 pala je na oko 60 % kontrolne vrijednosti, a taj pad bio je jos
znacaijniji nakon duge reoksigenacije kada je iznosio manje od 30 % kontrolne vrijednosti.
Dakle, dok je duzZa reoksigenacija utjecala na spontani oporavak ekspresije SOX2,
izazvala je znacCajan pad TUBB3, billega neurona. Zanimljivo je kako je ko-kultura s
egzogenim ZMS pozitivno utjecala na TUBB3 nakon kratke (6 h) reoksigenacije
povecavajuci njegovu ekspresiju za oko 10 %, medutim taj utjecaj nije bio vidljiv i nakon

24 h reoksigenacije.

lzrazaj proteina GFAP, biljega astrocita, pokazao je blagi pad u ozlijedenim
stanicama nakon kratke i duge reoksigenacije u usporedbi s kontrolnim stanicama, iako
statisticka analiza nije pokazala zna€ajnost $to ukazuje na vecu rezistentnost navedenog
biljega na ozljedu u usporedbi sa SOX2 i TUBB3. Takoder, niti jedan od tretmana u niti
jednoj od promatranih vremenskih toCki nije utjecao na promjenu ekspresije proteina
GFAP.

U zaklju¢ku ovog dijela mozemo ponovo uoditi kako kondicionirani medij nije
utjecao na smanjenje izrazaja biljega nekroptoze, niti na smanjenje intenziteta stanicne
smrti u promatranom modelu OGD ozljede. Istovremeno medij je utjecao na povecéanje
izraZaja proteina SOX2 nakon 24 h reoksigenacije, $to je vaZzan podatak u pokusajima
pronalazenja novih pristupa koji poti€u samoobnovu ZMS. Takoder, egzogeno dodane
ZMS nisu utjecale na izrazaj biljega nekroptoze, medutim poveéale su izrazaj biliega

neurona (TUBB3), nakon kratke (6 h) reoksigenacije.

lako su ZMS u mnogim istraZivanjima pokazale protektivan uginak na ozlijedene
stanice, vazno je imati na umu kako ucinak ovisi o mnogim elementima kao $to su tip
stanica, tip ozljede, duljina ozljede, duljina tretmana te nacin tretmana. Stanice koje smo
koristili u naSem istraZivanju bile su stanice Ziv€anog sustava nastale diferencijacijom
ZMS tijekom 8 dana. Stoga su navedenu populaciju, koja je predstavljala model nezrelog
Ziv€anog sustava, Cinili rani neuroni, rani astrociti, a dio stanica je i dalje izrazavao Nestin,
billeg ZMS. Jedna od znadajnih razlika ovog istraZivanja u odnosu na druga jest $to su

do sada objavljeni radovi koji su pokazali protektivan maticnih stanica ili nekog drugog
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tretmana na OGD izazvanu nekroptozu, ili na smanjenje nekog drugog oblika stani¢ne
smrti, radeni na primarnim neuronima ili na stani¢nim linijama (136—138). RazliCite stanice
pokazuju razli€itu osjetljivost na OGD, pa iako je u nekim istrazivanjima, kao i u nasem
OGD (1 % O2, medij bez glukoze) trajao 24 h (137), u vecini slu€ajeva je bio koristen kradi
OGD (2-6 h) Cesto deklariranom razinom kisika od 0 % (139-143). Mi smatramo kako je
deklariranje potpunog izostanka kisika problemati¢no, jer kao prvo ne odgovara bioloskoj
situaciji, kada uvijek postoji neka ostatna minimalna difuzija bez obzira na stupanj prekida
krvotoka, te i zbog €injenice kako bez obzira na tehnologiju naprednih inkubatora, senzori
teSko mogu razlikovati iznimno niske koncentracije kisika. Dok je 1 % moguce postici vrlo
pouzdano, 0 % ne mora znaditi da uopée nema kisika. Sto se ti¢e vremena promatranja
utjecaja tretmana, i oni se dosta razlikuju. Dok se in vivo utjecaj tretmana gleda u vremenu
mjerenom u danima, in vitro je to mjereno u satima, naj¢eS¢e od nekoliko sati pa do 24 h
ili 48 h (141,144-149). Takoder, na mjerene parametre moze utjecati i broj ZMS koji se
dodaje u kokulturu, pa i koncentracija kondicioniranog medija koja ovisi o koncentraciji
ZMS koje su u njemu rasle. Sve su to varijable koje utjedu na krajnji uéinak. Medutim,
iako postoji mnogo istrazivanja kojima se pokazuje pozitivan efekt matic¢nih stanica u
odredenim modelima bolesti, jednako je vazno objaviti istrazivanja kojima se pokazuju
uvjeti u kojima mati¢ne stanice ne daju Zeljeni pozitivni ishod. Takvi su podaci iznimno

bitni za pripremu i dizajniranje uspjesnih klini¢kih studija.

6.6. Imunocitokemijska analiza otkriva o€ekivane morfoloSke razlike
izmedu kontrolnih stanica i stanica izlozenih deprivaciji kisika i

glukoze

Kako bi provjerili utjecaj OGD na izgled stanica, stanice su fiksirane nakon 6 hi 24
h reoksigenacije i napravljena je imunocitokemija (ICC) na bilieg ZMS (Nestin), biljege
dendrita (MAP2) i aksona (NF-H, NF-M) neurona te na biljeg astrocita (GFAP).
Napravljena je i ICC na p-MLKL, ali to je diskutirano u iduéem poglavlju. U skladu s
rezultatima dobivenim western blotom i analizom oslobodenje LDH kao pokazatelja
stanicne smrti, na ozlijedenim stanicama su uocCene razlike u usporedbi s kontrolnim
stanicama. Neuroni i njihovi nastavci bili su znacajnije malobrojniji u ozlijedenim

stanicama u usporedbi s kontrolnima. To je bilo i o¢ekivano, a i ostali autori koji u
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istraZzivanjima koriste OGD kako bi izazvali ozljedu navode zna€ajno ostecenje neurona
zabiljeZzeno imunocitokemijom (140,150). S druge strane, stanice koje su bile pozitivhe
na Nestin te one pozitivne na GFAP u ozlijedenim stanicama djelovale su skupljeno u
odnosu na kontrolu Sto je moguca posljedica odljepljivanja i skupljanja nastavaka.

Navedeni rezultati ICC bili su joS jedna potvrda intenziteta ozljede.

6.7. Imunocitokemijska analiza s anti-p-MLKL protutijelom nije
pouzdana zbog postojanja vjerojatnog nespecificnog vezanja na

western blotu

Western blot je jedna od najkoristenijih metoda za detekciju i/ili relativhu
kvantifikaciju specificnih proteina iz lizata stanica ili tkiva. Temelji se na razvlacenju
denaturiranih proteina kroz gel, prijenosu proteina iz gela na membranu, te detekciji
proteina na membrani uz pomo¢ odredenih protutijela. Protutijela koja prepoznaju
odredeni protein mogu prepoznati jedan ili viSe njegovih epitopa pa govorimo o
monoklonalniom, odnosno poliklonalnim protutijelima. Osim epitopa ciljanog proteina,
protutijela se mogu nespecificno vezati (engl. cross-reactivity), pogreSno prepoznavajuci
slicne epitope drugih proteina. Obrazac vezanja protutijela na proteine odredenih stanica
ili tkiva moze biti vrlo razli€it upravo zbog razli€itosti proteina koji se sintetiziraju. Prema
tome, ako se odredeno protutijelo pokazalo dobrim na jednom tipu stani¢nog ili tkivhog
lizata, ne znaci da Ce jednako dobro raditi na ostalim testiranim lizatima (151). Ukoliko je
koncentracija ciljanog proteina niska u cjelokupnom proteinskom lizatu, a protutijelo se
veze nespecificno, signal koji ¢e se detektirati na membrani, osim specificnog, moze
ukljucivati i nespecificno vezanje. Nespecifi€no vezanje na membrani se moze vidjeti kao
signal na visini, odnosno masi, koja je neoCekivana za odredeni protein. Medutim, tu treba
biti oprezan jer ukoliko detektirani signal odgovara masi koja je ve¢a od mase ciljanog
proteina, moze se raditi o posttranslacijskim modifikacija ili proteinskim kompleksima koje
stvara ciljani protein (151). S druge strane, signal koji se nalazi na masi manjoj od
oCekivane, uz nespecificno vezanje moze upucivati i na proteoliticko cijepanje ciljanog
proteina. Sve navedeno vazno je imati na umu za pravilnu interpretaciju signala
dobivenog na western blotu, posebice kada se istrazuju proteini u stanicama u kojima ih
nitko prije nije istrazivao.
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U ovom istrazivanju western blot metodom detektirani su proteini p-MLKL, TUBB3,
GFAP i SOX2, a kao endogena kontrola za normalizaciju dobivenog signala sluzio je -
Aktin. Za sve navedene proteine osim p-MLKL, signal koji je dobiven na membranama
bio je vrlo Cist, tj. signali su bili lokalizirani na o¢ekivanoj masi, dok signali na drugim
masama nisu postojali ili su bili vrlo blijedi. U slu€aju p-MLKL proteina, signal je bio vidljiv
na oCekivanoj masi od oko 55 kDa te je bio mnogo jaci u ozlijedenim stanica u usporedbi
s kontrolnima Sto je i o€ekivano za biljeg stanicne smrti. Medutim, uz oCekivane signale,
pronadeni su i neki signali na razinama koje odgovaraju proteinima ve¢e mase, $to, kako
je opisano u prethodnom odlomku, moze upucivati na nespecificno vezanje ili
postranslacijske modifikacije. 1z tog razloga treba biti vrlo oprezan s KkoriStenjem
navedenog protutijela u svrhu imunocitokemije na stanicama koje pokazuju takav obrazac

signala na western blotu.

Imunocitokemija (ICC) se takoder temelji na detekciji odredenih proteina uz pomo¢
protutijela, ali u ovom slucaju proteini se detektiraju u samim stanicama koje su fiksirane.
Postoje razliCite metode fiksacije, a vecina fiksativa djeluje na jedan od dva osnovna
principa: stvara unakrsne veze izmedu proteina, kao $to je to slu€aj kod paraformaldehida
(PFA), ili dehidriraju¢i uzorak precipitirajuci proteine, $to je nacin djelovanja metanola
(152). Prednost ICC u odnosu na western blot je mogucnost lokalizacije proteina u
pojedinom tipu stanice. S druge strane, western blot omoguc¢ava razdvajanje proteina na
temelju mase Sto omoguéava detekciju proteina na ocCekivanoj molekularnoj masi.
Ostalim mogucim signalima koji se nalaze ispod ili iznad oekivane mase ciljanog
proteina treba pristupiti s oprezom. S obzirom na to, western blot se ¢esto navodi kao
obavezna metoda provjere specificnosti protutijela prije koriStenja u svrhu
imunocitokemije, odnosno imunohistokemije (98,153). lako su proteini koji se detektiraju
western blot denaturirani, a kod ICC fiksirani, pa dostupnost epitopa u ta dva slucaja
moze biti druk€ija (151), vrlo Eesto protutijela koja pokazu specificno vezanje na western
blotu, isto pokazu i na ICC/IHC, a protutijela koja su manje specificna na western blotu
takoder su manje specificna i na ICC/IHC (92). U ovom istraZivanju, protutijela anti-SOX2,
anti-TUBB3 i anti GFAP koriStena su i za western blot i za ICC. Sva tri protutijela pokazala
su vrlo dobru specifi€nost na western botu Sto se ocitovalo kao signal na o¢ekivanoj masi.

Takoder, sva tri protutijela pokazala su vrlo dobru specificnost na ICC vezanjem na
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oCekivana podrucja u stanici, tj. odredene tipove stanica. SOX2 je bio lokaliziran u jezgri
kako je i oCekivano s obzirom na to da je transkripcijski faktor. TUBB3, tip mikrotubula
karakteristiCan za neurone, bio je lokaliziran u nastavcima stanica koje morfoloski
odgovaraju neuronima. GFAP, filament karakteristiCan za astrocite bio je lokaliziran
uglavnom u izduzenim stanica u kojima se pod najve¢im povecanjem ¢ak mogla vidjeti i
njegova filamentozna struktura. S druge strane, iako su signali na ICC s anti-p-MLKL
protutijelom pokazali razliku u morfologiji i lokalizaciji izmedu ozlijedenih i kontrolnih
stanica, treba biti vrlo oprezan s interpretacijom opazenih rezultata. Kako su s anti-p-
MLKL protutijelom na western blotu osim signala na oCekivanoj masi, dobiveni i drugi
signali za koje ne znamo Sto su, na ICC na kojoj ne znamo masu detektiranih proteina ne
mozemo odvoijiti specificni signal od ostalih signala. To je jo§ vise zakomplicirano
¢injenicom da je za p-MLKL pokazano da osim u citoplazmi, moze biti lokaliziran i u jezgri
stanica (154,155). lako smo se u ovom istrazivanju pribliZili razini pouzdanosti koliko je
god to bilo moguce, pa smo, uz western blot, izradili i ICC na stanicama fiksiranima
metanolom (92), usporedba dobivenih fotografija nam nije pruzila moguénost analize koja

bi donijela pouzdane rezultate.

90



Zakljucci

. Osmodnevna diferencijacija Zivéanih mati¢nih stanica (ZMS) mi$a dovodi do
prisutnosti glavnih biljega neurona (MAP3, TUBB3) i astrocita (GFAP), iako je jo$
uvijek u nekim stanicama prisutan Nestin, bilieg ZMS. Time je uspostavljen in vitro
model nezrelih stanica ziv€anog sustava, $to je bio preduvjet za uspostavu in vitro

modela perinatalne hipoksije-ishemije.

. Znacajno smanjenje staniCne smrti tijekom osmodnevne in vitro diferencijacije
Ziv€anih mati¢nih stanica u kontrolnim uvjetima postignuto je dodatkom 1 % FBS-

a u medij za diferencijaciju.

. Diferencijacija Zziv€anih mati¢nih stanica u tkivnoj normoksiji (5 % O2) ne
poboljSava njihovo prezivljenje, ali povecéava izrazaj pojedinih biliega ZMS,

neurona i astrocita.

. Nekroptozu u modelu nezrelih stanica ziv€anog sustava nije moguce izazvati
samom hipoksijom (1 % O2) tijekom 24 h, vec¢ je za aktivaciju nekroptoze potrebna

i dodatna deprivacija glukoze (OGD).

. Necrostatin-1s, inhibitor kinazne aktivnosti RIPK1, ne smanjuje intenzitet
nekroptoze izazvane deprivacijom kisika i glukoze (OGD) mijereno izrazajem
proteina p-MLKL u nezrelim stanicama ziv€anog sustava, $to sugerira kako
aktivacija nekroptoze u ovom stanicnom modelu nije posredovana kinazom
RIPK1.

. Niti egzogeno dodane ziv€ane mati¢ne stanice niti kondicionirani medij ne
smanjuju intenzitet nekroptoze, izazvane deprivacijom kisika i glukoze (OGD) u

nezrelih stanica ziv€anog sustava.

. Egzogeno dodane mati¢ne stanice su donijele dobrobit nakon 6 h reoksigenacije
u obliku povecanja izrazaja biljega neurona TUBB3, a njihov kondicionirani medij
je nakon 24 h reoksigenacije potaknuo povecan izrazaj SOX2, proteina vaznog za

staniénu samoobnovu.
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8. Sazetak

Hipoksijsko-ishemijska ozljeda mozga u perinatalnom periodu je jedan od naj¢escih
uzroka cjelozivotnog invaliditeta. U ovom radu smo istraZzili ulogu stani¢ne smrti po tipu
nekroptoze u hipoksijsko-ishemijskom ostec¢enju stanica ziv€anog sustava, te ulogu
Ziv€anih mati¢nih stanica u oporavku. Prvi cilj je bio uspostaviti pouzdan model nezrelih
stanica ziv€anog sustava, Sto je postignuto osmodnevnom diferencijacijom ziv€anih
mati¢nih stanica misa. Usporedba diferencijacije stanica u ambijentalnoj (20 % kisika) i
tkivnoj normokosiji (5 % kisika) je pokazala kako tkivna normoksija povecava izrazaj nekih
gena vezanih uz mati¢nost, te onih koji odreduju identitet neurona i astrocita. Takoder
smo pokazali kako hipoksija (1 % kisika) u trajanju od 24 h nije dovoljna za pokretanje
nekroptoze u nezrelim stanicama ziv€anog sustava, veC je za aktivaciju tog oblika
stanicne smrti potrebna istovremena deprivacija glukoze (OGD). Buduci da inhibitor
Necrostatin-1s nije utjecao na nekroptozu nezrelih stanica ziv€anog sustava, zakljucili
smo kako je nekroptoza u analiziranom modelu neovisna o kinaznoj aktivnosti RIPK1.
lako maticne stanice, niti njihov kondicionirani medij nisu direktno smanjili intenzitet
nekroptoze nezrelih stanica Ziv€anog sustava, pokazane su mjerljive dobrobiti: dodane
mati¢ne stanice su djelomi¢no povratile izraZzaj biliega neurona TUBB3, dok je
kondicionirani medij djelomi¢no povratio izrazaj SOX2, jednog od proteina vaznog za

oporavak ziv€anog sustava.
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9. Summary

Influence of stem cells on necroptosis in the cells of nervous system in vitro caused by
hypoxia

Valentina Hribljan

Zagreb, 2023

Hypoxic-ischemic encephalopathy is one of the most common causes of lifelong
disability. Here, we have investigated the role of necroptosis, a type of cell death, in
hypoxic-ischemic insult of cells of the nervous system, and the role of neural stem cells
(NSC) in recovery. The first goal was to establish a model of immature cells of the nervous
system, which was achieved through the eight-day differentiation of mouse NSC. A
comparison of cell differentiation in ambient (20 % oxygen) and tissue (5 % oxygen)
normoxia revealed that tissue normoxia increases the expression of some of the genes
involved in stemness and neuronal and astrocytic identity. Since activation of necroptosis
in immature cells couldn't be achieved by hypoxia (1 % oxygen) during 24 h, we caused
necroptosis by oxygen-glucose deprivation. Since inhibitor Necrostatin-1s didn't influence
necroptosis, we have concluded that necroptosis in the analyzed model is not dependent
on the kinase activity of RIPK1. Although NSC, nor their conditioned medium didn't
directly reduce the intensity of necroptosis, we have discovered other benefits: NSC partly
recovered the expression of the neuronal marker TUBB3, while the conditioned medium
partly recovered the expression of SOX2, a protein important for recovery of the nervous

system.
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