Utjecaj ishemije na in vitro diferencijaciju zivcanih
maticnih stanica izoliranih iz misjeg soja THY1 YFP16

Simunié, Barbara

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:622183

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-16

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:622183
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mef:1417
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:1417
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:1417

SVEUCILISTE U ZAGREBU

MEDICINSKI FAKULTET

Barbara Simunic¢

Utjecaj ishemije na in vitro diferencijaciju zivéanih mati¢nih
stanica izoliranih iz miSjeg soja THY1 YFP16

DIPLOMSKI RAD

ZAGREB, 2017.



Barbara Simunic¢ Diplomski rad

Diplomski rad je izraden u Laboratoriju za mati¢ne stanice Hrvatskog instituta za
istrazivanje mozga Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, te u laboratoriju Zavoda za

histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Voditelj rada: izv. prof. dr.sc. Dinko Mitreci¢, dr. med.

Sveuciliste u Zagrebu — Medicinski Fakultet 1



Barbara Simunic¢ Diplomski rad

SADRZAJ
SAZETAK oottt 3
SUMMARY et ettt b bbb b et Rt b e et bbb e neen s 4
POPIS SLIKA . ettt b bbb 5
POPIS TABLICA ...t bbbt b et b e ettt ee 6
POPIS KRATICA .ottt b ettt 7
Lo UVOD ..t bbb bR b bt bbb en 8
1.1 MAtICNE SLANICE .vvreiuvrreiiireiiieesieeesieeesteeessteeesbeeesseeeasseeesssseeessseesssseeasseesnsseeaseeesnsenens 8
1.1.1 Podrijetlo i obiljeZja MatiCnih STANICA ......ccververierierieiieieieie e 8
1.1.2 Primjena matiCnih StANICA .......ceeiviiiiiiiiieiice et 9
1.2 Ishemijal HIPOKSIA .....ccveiiiiiecie ettt 11
1.2.1 Definicija i patogeneza ishemije/ NIPOKSIJE ........coooviiriiiiiiiiiece e, 11
2. HIPOTEZA I CILIEVI RADA ...ttt 13
N O o 1101 ] (=Y. WSS 13
2.2, CHJEVI TAUA ...ttt 13
3. MATERIALI T METODE.......ciiiiiiieiitie e 14
3.1 POKUSNE ZIVOLINJE ....veeiiiiiiieiie it ettt e et e e nneennee s 14
3.2 POSLUPCE S8 STANMICAMA. .....eetiiieiieieie sttt bbbt 14
3.2.1 Izolacija ziv€anih maticnih Stanica ..........cccceiiieriiiniieiie e 14
3.2.2  UZQOJ NEUIOSTEIA .. .cueiiiiiieieieeste sttt 15
3.2.3 Disocijacija staniCca i DOJENJE ......c.ccveiieiiiieieece e 15
3.2.4  Priprema podloga za diferencijaciju StaniCa ...........cocvvvrieeiierienerenieseseseeeennes 16
3.2.5  DiferenCijacija StaniCa..........ccccverieiieiieie ettt 16
3.2.6  Fiksacija diferenciranii STaNICaA. ..........ccueierieiiieiisiseeeeee e 16
3.2.7  Snimanje Na EVOS- Uredaju.........ccoeriiiiiriiiiicie e 16
A, REZULTATI oottt ettt bttt ne et b et eene e 19
5. RASPRAVA .ttt 25
6. ZAKLIUCAK ....oioiiiiiieieieeise ettt ettt 27
T. ZAHVALA ..ot 28
8. LITERATURA ...ttt ettt bttt b ettt et et e e ene s 29
9. ZIVOTOPIS......oouiimeiriereeseesees s ess sttt 30

Sveuciliste u Zagrebu — Medicinski Fakultet 2



Barbara Simunic¢ Diplomski rad

SAZETAK

Barbara Simunié

Utjecaj ishemije na in vitro diferencijaciju Ziv€anih matic¢nih stanica izoliranih iz miSjeg

soja THY1 YFP16

Ishemija mozga dovodi do teskih posljedica na mozdano tkivo, a mozdani udar je jedan od
najvecih problema moderne medicine. Budu¢i da mati¢ne stanice imaju veliki potencijal u
lijeCenju raznih bolesti, njihova trasplantacija je predloZzena kao moguéa metoda u
smanjivanju Stetnih posljedica ishemije na mozdano tkivo. Ipak, vrlo se malo zna o utjecaju
ishemije na same matic¢ne stanice.

Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi utjecaj ishemije na ponasanje i diferencijaciju zivéanih
mati¢nih stanica uzgajanih u kulturi. Nakon izolacije mati¢nih stanica iz misjih zametaka,
napravljena je analiza kretanja stanica, njihovog rasta i diferencijacije uz pomoc
visokorezolucijskog mikroskopa EVOS te njegovog poluautomatskog softvera Cell Tracker.
Nakon §to su stanice izloZene ishemiji, analiziran je niz parametara (ukupna prijedena
udaljenost svih stanica, maksimalna dosegnuta brzina, maksimalna prijedena udaljenost po
jednoj stanici i udio naglih skretanja po stanici), a statisti¢ki znacajna razlika je nadena u
ukupnoj udaljenosti koje predu sve stanice u kulturi. Ovim istrazivanjem smo uspostavili nov
nacin analize utjecaja razli¢itih ¢imbenika na mati¢ne stanice, te smo pokazali da ishemija

mijenja njihovo ponaSanje.

Kljucne rije¢i: mati¢ne stanice, ishemija, ziv€ani sustav, in vitro mikroskopija uzivo
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SUMMARY

Barbara Simunié

Effect of ischemia on in vitro differentiation of neural stem cells isolated from mouse
strain THY1 YFP16

Brain ischemia leads to serious brain damage and stroke is one of the major problems of
modern medicine. Since stem cells have great potential in treating various diseases, their
transplantation is suggested as a possible method of reducing the damaging consequences of
ischemia on brain tissue. Still, it is not much known about the effect of ischemia on the stem
cells. The aim of this study was to determine the effect of ischemia on the behavior and
differentiation of neural stem cells grown in the culture. After isolation of stem cells from
mouse embryos, analysis of cell movement, their growth and differentiation was made with

the help of a high-resolution EVOS microscope and its semi-automatic Cell Tracker software.

After the cells were exposed to ischemia, a number of parameters were analyzed ( the length
of the total traveled distance of all cells, the maximum speed, the maximum distance reached
per cell and the rate of sudden rotation per cell). The statistically significant difference was
found in the length of the total traveled distance of all cells. This research has established a
new way of analyzing the effects of various factors on stem cells, and we have shown that

ischemia changes their behavior.

Key words: stem cells, ischemia, nervous system, in vitro live microscopy
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POPIS KRATICA

YFP yellow fluorescent protein

NK engl.natural Killer, stanice ubojice

ATP adenozin trifosfat

NMDA N-metil-D-aspartat receptor

AMPA engl. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor
DNA engl. deoxyribonucleic acid

TNF engl. tumor necrosis factor

IL engl. interleukin

TGF engl. transforming growth factor

PBS engl. Phosphate Buffer Solution

DMEM engl. Dulbecco's Modified Eagle's medium
bFGF engl. basic fibroblast growth factor

EGF engl. epidermal growth factor

PFA paraformaldehid

HBSS engl. Hank's balanced salt solution

NSC engl. neural stem cell

NPC engl. neural progenitor cell

MSC mesenchymal stem cells

CTRL kontrolna skupina

HYP1h hipoksija u trajanju 1 sat
HYP3h hipoksija u trajanju 3 sata
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1. UVOD
1.1 Maticne stanice

Mati¢ne stanice su stanice iz kojih se mogu razviti sva tkiva u organizmu. Dva su
osnovna obiljezja mati¢nih stanica: sposobnost dijeljenja, tj. samoobnavljanja te sposobnost
diferencijacije u specijalizirane stanice. Mati¢ne stanice podrijetlom iz miSjeg embrija su prvi
puta izolirane i uzgojene u kulturi 1981. godine, a humane mati¢ne stanice uzgojene su in

vitro 1998. godine [1].

1.1.1 Podrijetlo i obiljezja maticnih stanica

Obzirom na podrijetlo, mati¢ne stanice se mogu podijeliti na embrionalne i adultne
mati¢ne stanice. Zigota i njene stanice-k¢eri, odnosno blastomere su u prvih nekoliko dioba
totipotentne. To znaci da se iz njih, u odgovaraju¢im uvjetima moze razviti embrio sposoban
za zivot. Tijekom daljnjih nekoliko diobi stanice gube svoju totipotentnost i postaju
pluripotentne, §to zna¢i da imaju sposobnost diferencirati se u razliite tipove stanica,
odnosno tkiva i organa u tijelu, ali ne vise i u cijeli embrio. Embrionalne mati¢ne stanice se
mogu dobiti iz unutraSnje mase stanica blastociste koja izgledom podsje¢a na Suplju kuglu
sastavljenu od oko 150-200 stanica. Adultne ili somatske stanice, za razliku od embrionalnih,
imaju sposobnost diferencijacije u stanice specificne samo za odredeni organ, te se zbog toga

nazivaju i multipotentne [2].

Iznimku od pravila hijerarhije od totipotentnosti prema nizim razinama potencijala su
znanstvenici postigli 2006.godine kada su u odredenim uvjetima ,,pretvorili‘ adultne stanice u

pluripotentne, tzv. inducirane pluripotentne maticne stanice [1].

Adultne mati¢ne stanice u nekim organima u naSem tijelu nastaju redovito,
svakodnevno obnavljajuci oStecene 1 nadomjeStajuci potroSene stanice (npr.u kosStanoj srzi i
epitelu tkiva), a u nekima se aktiviraju tek u slucaju potrebe (npr.u srcu i gusteraci). U
kostanoj srzi se nalaze dvije skupine mati¢nih stanica- hematopoetske, iz kojih nastaju
eritrociti, B limfociti, T limfociti, prirodne NK stanice ubojice, neutrofili, bazofili, eozinofili,
monociti 1 makrofazi, te mezenhimalne mati¢ne stanice koje su izvor osteoblasta i osteocita,

hondrocita, adipocita i stromalnih stanica.
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Zivéane mati¢ne stanice su izvor neurona te potpornih stanica u mozgu- astrocita i
oligodendrocita. Epitelne mati¢ne stanice u probavnom sustavu nalaze se u crijevnim
kriptama — Zzlijezdama i preteca su apsorpcijskih, vrcastih, Panethovih i enteroendokrinih
stanica. Mati¢ne stanice koze nalaze se u bazalnom sloju epidermisa i folikula dlake, a sluze

obnovi keratinocita, odnosno folikula dlake [1].

1.1.2 Primjena maticnih stanica

Danas se mati¢ne stanice sve viSe primijenjuju u terapijske svrhe, a jedan od
najpoznatijih primjera je transplantacija kostane srzi za lijeCenje leukemije, koja se uspjesno
izvodi jo§ od 1950. godine.

Osim za lijeCenje leukemije, terapija maticnim stanicama moze se primijeniti i za
lijeCenje limfoma, razliCitih imunih deficijencija, talasemija 1 sl. Glavni izvori humanih
mati¢nih stanica, osim koStane srzi su pupkovina i1 periferna krv. Za lijeenje nasljednih
defekata krvnih stanica, kao $to su naprimjer talasemija i srpasta anemija, potrebno je provesti
i odredenu korekciju gena, dok za steCene bolesti poput stecCene aplastine anemije, to nije
potrebno. Ova vrsta terapije ima 1 svoje nedostatke, kao Sto su rizik od odbacivanja presatka
protiv davaoca, mali broj odgovaraju¢ih davatelja, nedovoljna in vitro ekspanzija mati¢nih
stanica, teSkoce primjene genske terapije itd.

Sto se ti¢e terapije neuroloskih bolesti, moguénosti su jo§ uvijek dosta skromne; iako
su postignuti dobri rezultati u ublazavanju simptoma, primjerice Parkinsonove bolesti. Ipak,
krajnji cilj je postici trajno izljecenje tih teskih bolesti u koje, 0sim spomenute Parkinsonove,
ubrajamo jos 1 Huntingtonovu bolest, amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu, mozdani udar i sl.

Primjena mati¢nih stanica u lijeCenju sr¢anih 1 jetrenih bolesti 1 oStecenja takoder je joS
dosta ograni¢ena te je potrebno uloziti dodatne napore u to podrucje istrazivanja [5].

Terapija maticnim stanicama takoder se pokazala uspjeSnom u smislu uzgoja 1
presadivanja tkiva (primjerice kod nekih bolesti kostiju, koZe i roznice) [2].

Razvojem 3D kulture omogucen je uzgoj sloZenih organiziranih struktura nalik
organima, koji se nazivaju organoidi. Pristup uzgoju se razlikuje ovisno o tome jesu li

inicijalno upotrijebljene embrionalne ili adultne mati¢ne stanice.
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Prototipni organoid miS§jeg crijeva uzgojen je iz adultnih mati¢nih stanica te je kao
jednoslojan epitel organiziran u crijevne resice i kripte, a sadrzavao je enterocite, vrcaste
stanice, Panethove stanice, enteroendokrine i mati¢ne stanice koje su sve zajedno okruzivale

lumen.

Pocetkom 2015.godine pacijent koji boluje od cisti¢ne fibroze se prvi put lijeio na
temelju istrazivanja koja su provedena na organoidu nalik njegovom vlastitom organu crijeva.
Nakon toga je joS sedam pacijenata lijeCeno prema rezultatima ovog personaliziranog pristupa

organoidima.

Uzgojeni su organoidi endodermalnog, mezodermalnog i ektodermalnog porijekla.
Iako je prvi organoid endodermalnog porijekla uzgojen iz adultnih mati¢nih stanica bio
organoid mi$jeg crijeva, znanstvenici su uspjeli uzgojiti i ljudske organoide. Tako su dosad
uzgojeni ljudski organoidi nalik crijevima, zelucu, gusteraci, jetri, jednjaku, zu¢nom mjehuru,
prostati i okusnim pupoljcima. Paralelno, uzgojeni su i neki organoidi iz ljudskih
pluripotentnih mati¢nih stanica nalik tankom crijevu, plu¢ima, jetri, Stitnjaci, zelucu te
tkivima gusteraCe i Zu¢nih vodova. Zadnji primjer je uzgoj tijela zeluca kulturom
pluripotentnih mati¢nih stanica. Nedavni uspjeSan primjer uzgoja iz pluripotentnih mati¢nih
stanica je organoid ljudskog crijeva s funkcionalnim Zziv€anim sustavom. Od organoida

mezodermalnog porijekla uspjesno su uzgojeni organoidi nalik bubrezima kao i jajovodi.

Sto se tice organoida ektodermalnog porijekla, u kulturi su nasadene embrionalne
mati¢ne stanice, a iz njih su u posebnim uvjetima uzgojeni organoidi nalik o¢nom vrcu,

malom mozgu, hipokampusu te adenohipofizi, kao i mlije¢noj zlijezdi te Zlijezdi slinovnici.

Osim svega navedenog, u posebnim laboratorijskim uvjetima uzgojene su i strukture
nalik malim humanim fetalnim mozgovima. Godine 2016. tri su grupe znanstvenika na
modelima organoida fetalnih mozgova dokazale izrazitu neurotropnost virusa Zike, kao i to
da su pretece neurona izrazito osjetljive na virus Zike u prvom tromjesecju fetalnog razvoja.
Ljudski organoidi su odli¢éni modeli za proucavanje patofiziologije i specificnih ucinaka
virusa u pokusima in vitro. Oni su obecavajuéa zamjena za Zzivotinjske modele te su

buduénost u smislu personalizirane terapije [3].
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1.2 Ishemija/ Hipoksija

1.2.1 Definicija i patogeneza ishemije/ hipoksije

Ishemija mozga je stanje u kojem je opskrba mozga krvlju prekinuta ili znatno
smanjena, najcece uslijed ateroskleroti¢nih suzenja krvnih zila, tromboze, embolije i sl. Zbog
ishemije neuroni ne dobivaju dovoljno kisika, Sto negativno utjeCe na energetski ovisne

procese u mozgu.

Kada dode do toga da neuroni vise ne mogu odrzavati normalni transmembranski
ionski gradijent ni homeostazu, pojavljuju se patoloske pojave u obliku ekscitotoksi¢nosti,
oksidativnog stresa, upale i apoptoze, a posljedi¢no tome i stani¢ne smrti. Dio mozga U
kojemu je prekinuta opskrba krvlju ireverzibilno propada zbog nekroze, a okolno tkivo moze
jos neko vrijeme ostati metabolicki aktivno (penumbra), te se pravovremenom intervencijom
moze spasiti. Sve stanice u tijelu (pa tako i mozdane) osjetljive su na nedostatak kisika jer je
on bitan za obnovu visokoenergetskog ATP-a, §to se dogada u mitohondrijima u procesu

oksidativne fosforilacije.

ATP je neophodan za rad Na-K pumpe koja odrzava transmembranski ionski gradijent
normalnim (Na izbacuje izvan stanice, a K ubacuje natrag u stanicu). Uslijed hipoenergoze
zatajit ¢e 1 Cat++ pumpa Sto ¢e za posljedicu imati veliki porast unutarstanicnog Ca++,
aktivaciju kalcij-ovisnih proteaza, lipaza i DNA-aza koje ¢e voditi stanicu u smrt. Mozak
sadrzi puno neurotransmitera glutamata koji u stanju hipoksije pretjerano aktivira glutamatne
receptore (NMDA i AMPA), olakSava ulazak kalcijevih iona u stanicu te posljedi¢no tome
1zaziva ekscitotoksi¢nost odnosno oStecenje 1 odumiranje stanica. Ovo je vazno stoga Sto su
neke studije otkrile da se inhibicijom AMPA i NMDA glutamatnih receptora sprje¢ava ulazak

Ca++ u stanice, $to moZe djelovati neuroprotektivno.

Tijekom ishemije, razni mehanizmi dovode to stvaranja slobodnih radikala kao $to su
reaktivni kisikovi radikali 1 reaktivni duSikovi radikali koji oStecuju stanicne molekule i
doprinose programiranoj stani¢noj smrti. Jedan od mehanizama nastanka slobodnih radikala
je i hipoenergozom uzrokovan nastanak mlije¢ne kiseline, a time i acidoze. Oni sudjeluju u
stvaranju slobodnih hidroksidnih i peroksilnih radikala, koji su vazni inicijatori lipidne

peroksidacije, ostecenja stani¢nih proteina, DNA i stani¢nog citoskeleta.

Sveuciliste u Zagrebu — Medicinski Fakultet 11



Barbara Simunic¢ Diplomski rad

Opisano oste¢enje tkiva posredovano slobodnim radikalima dovodi do upalnog
odgovora posredstvom stanica mikroglije koje se transformiraju u specijalizirane makrofage
te otpustaju proupalne citokine- TNF-a, IL-1p i IL-6 te kemokine. Ovi citokini i kemokini
dovode do aktivacije neutrofila, monocita, T-limfocita i NK-stanica pojacavajuéi upalni

odgovor unutar mozdane lezije.

Osim Stetnog ucinka uzrokovanog prolaskom navedenih proupalnih stanica kroz
oSte¢enu krvno-mozdanu barijeru, nastaju i neki korisni u¢inci kao $to su fagocitoza, odnosno
¢iS¢enje nekrotiCnog tkiva te formacija glijalnog ,,0ziljka* na mjestu ishemicne lezije.
Tijekom ishemije, brojne stanice kao Sto su mikroglija, astrociti, neuroni i endotelne stanice
otpustaju 1 protuupalne citokine, npr. TGF-beta i IL-10. Uslijed upale se aktiviraju
proteoliticki enzimi kao $to su primjerice matriks metaloproteinaze za koje je u mnogim
studijama dokazano da oStecuju krvno-mozdanu barijeru te na taj nacin olakSavaju infiltraciju
leukocita s periferije na mjesto ostecenja.

Dva su nacina aktivacije apoptoze- intrinzi¢ni 1 ekstrinzi¢ni. Intrinzi¢ni put zapoc€inje
aktivacijom mitohondrijskih signalnih puteva, a ekstrinzi¢ni je posljedica aktivacije odredenih
stani¢nih receptora. Ranije spomenuta aktivacija glutamatnih NMDA receptora te ulazak Ca*™”
u stanicu potie otvaranje pora na mitohondrijskoj membrani, izlazak mitohondrijskog
citokroma ,,c* s posljedi¢nom aktivacijom kaspaza koje ¢e cijepati enzime popravljate DNA,
a time dovesti do oSte¢enja DNA i stani¢ne smrti.

Ekstrinzi¢ni put zapocinje vezanjem specifi¢nih liganda na ,,receptore smrti* te na taj
nacin aktivira kaspaze dovode¢i do stanicne smrti. Ovakva kompleksnost patofizioloSkih
mehanizama je razlog zasto jo§ uvijek nema idealne terapije u lijeCenju mozdanog udara, kao
i pokazatelj da je potrebno raditi na istrazivanju lijekova koji ¢e djelovati na molekularnoj

razini [4].
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2. HIPOTEZA 1 CILJEVI RADA

2.1. Hipoteza

Hipoteza ovog istrazivanja je da ishemija djeluje na ponaSanje zivéanih mati¢nih stanica

uzgajanih u kulturi.

2.2. Ciljevi rada

Kako bismo potvrdili hipotezu, osnovni cilj ovog istraZivanja je bio istraziti kako se

diferenciraju ziv€ane maticne stanica nakon §to su bile izlozene hipoksiji od 1 i 3 sata.

Sveuciliste u Zagrebu — Medicinski Fakultet 13



Barbara Simunic¢ Diplomski rad

3. MATERIJALI I METODE

3.1 Pokusne Zivotinje

Za potrebe ovog istrazivanja su koriSteni misevi soja THY1 YFP16. Eti¢ko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu odobrilo je sve postupke sa
zivotinjama, koji su takoder u skladu i1 s odredbama Zakona o zastiti zivotinja (NN 135/06) i

¢l. 9 Pravilnika o uvjetima drzanja pokusnih Zivotinja, posebnim uvjetima za nastambe i

vrstama pokusa (NN 176/04).

Misji soj THY1 YFP16 dizajniran je s posebnom namjerom da se omoguci lakSe
pracenje zivéanih mati¢nih stanica na njihovom putu sazrijevanja, odnosno diferencijacije
(pocevsi od toga da ih se moze pratiti u embrionalnim mozgovima te nakon izolacije i
transplantacije u mozgove odraslih jedinki). Za razliku od komercijalno dostupnih egzogenih
boja kod kojih signal oslabi, ovaj soj omogucuje trajno pracenje svih dijelova neurona (tijela,
dendrita i aksona) i to zahvaljuju¢i specificnom zutom fluorescentnom proteinu koji je pod

kontrolom THY1 promotora [6].

3.2 Postupci sa stanicama

3.2.1 [zolacija zivéanih maticnih stanica

U pokusu su zrtvovane zenke gravidne 14 dana. Nakon Zrtvovanja, Zivotinja je
poloZzena na leda 1 ociS¢ena 70% alkoholom. Trbusna Supljina je otvorena te su izolirani
rogovi maternice sa zametcima i premjesteni u sterilnu Petrijevu posudu napunjenu HBSS
puferom, a zatim su odvojene ovojnice. Prije pocetka izolacije embrija, pripremljene su 2
velike Petrijeve posude, svaka sa po cca 10 ml HBSS-a ili PBS-a pufera. Embriji iz jednog
roga maternice prebaceni su u Cistu Petrijevu posudu, te se rad nastavio u sterilnoj komori.
Maternica je prebacena u Cistu
Petrijevu posudu s puferom i tada su otvoreni mi$ji zameci koji su zatim dekapitirani.
Izvadeni su telencephaloni koji su onda prebaceni u sterilnu tubu ( BD Falcon, 50mL) u malo

HBSS-a da se tkivo ispere i da nije na suhom, te je ponovljen postupak za sve ostale embrije.
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Telencefaloni su usitnjeni Skaricama te su pipetom preneseni U Sterilnu tubu (BD
Falcon, 50mL). Nakon dodavanja 5 mL akutaze kako bi se razgradio visak vezivnog tkiva,
sadrzaj tube je grijan u ruci 20 min uz lagano protresanje i trituriranje.

Nakon 20 minuta, tekuc¢i sadrzaj (stani¢na suspenzija, bez tkiva) prebacen je u novu
tubu od 50mL i na to se dodaje 5 ml DMEM medija da se blokira djelovanje akutaze. Slijedi
centrifugiranje na 300g, 6 minuta, 21 C°. Nakon centrifuge supernatant je odstranjen i u talog
stanica dodano je 5 ml DMEM medija, a za to vrijeme pripremljen je novi medij za uzgoj
stanica. Talog je lagano protresanjem resuspendiran te je suspenzija stanica zatim nasadena u

flasku u ostatak medija za rast-ukupno je dobiveno 25 mL suspenzije.

3.2.2 Uzgoj neurosfera

Izolirane mati¢ne stanice koje su nasadene u flasku stavljene su u inkubator na 37°C i
5% CO2 te su se nakon nekog vremena spontano organizirale u kuglaste nakupine-

tzv.neurosfere, koje nakon nekog vremena treba razdvojiti disocijacijom i razrijediti ih.

3.2.3 Disocijacija stanica i bojenje

Uzgojene neurosfere zajedno s medijem za rast NSC-a premjestene su u sterilne tube
od 50 mL i centrifugirane pri brzini od 300 g, 6 minuta na 21 °C. Nakon centrifuge dobiven je
talog neurosfera u starom mediju koji je zatim uklonjen, te smo u talog dodali 2 mL akutaze i
grijali u ruci uz lagano protresanje i trituriranje 10 minuta. Na stanice je djelovao enzim 10
min kako bi se razbile vece sfere, a suspenzija stanica 10 — 20 puta je promijeSana s
nastavkom za pipete. Mutni tekuéi sadrzaj sa stanicama prebacen je u novu tubu te je dodano

5 mL medija DMEM/F-12 za neutralizaciju akutaze.

Nakon centrifugiranja i uklanjanja supernatanta, u talog stanica dodali smo 1 ml
medija za rast NSC-a i resuspendirali stanice tipsom. U 1 bunaric w/p, dodajemo 90 ml tripan
blue boje i u nju resuspendiramo 10 ml stani¢ne suspenzije (resuspendiramo sadrzaj pipetom

od 10 ml), uzmemo 10 ml sadrzaja i njime punimo komoricu (NeuBauerova komorica).
Broje se 4 vidna polja (4 mrezice), zbrojimo stanice unutar svih mrezica, podijelimo sa 4.

Oko 3 000 000 stanica premjesteno je u Ciste flaske s medijem, pri ¢emu je stavljeno pola

starog medija (10ml), a pola je nadodano novog medija.
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3.2.4 Priprema podloga za diferencijaciju stanica

Kao podloga za diferencijaciju, koriStena su stakalca koja su prethodno sterilizirana s
HNO3, isprana destiliranom vodom i preko no¢i ostavljena u 70% alkoholu. Stakalca su
nakon toga stavljena u sterilizator na 240 °. Nakon toga na stakalca je stavljen Poly-D-lizin u
koncentraciji 1pug/mL koji je stajao preko noc¢i. Nakon §to je Poly-D-lizin ispran sterilnom
vodom, stakla su premjestena u ploce za diferencijaciju -24 well plate te se dodao laminin u
koncentraciji 1pug/mL koji je takoder stajao preko noc¢i na 4 C°. Laminin je drugi dan ispran

PBS-om te je u wellove stavljeno 250 puL. medija za diferencijaciju.

3.2.5 Diferencijacija stanica

Nakon pauze od 2 sata, stanice su se ve¢ organizirale u neurosfere , a za to vrijeme
smo ih drzali u inkubatoru. Iz flaski smo prebacili medij sa stanicama u tube, centrifugirali i
resuspendirali, a zatim nasadili 150 000 stanica po stakalcu. Stanice su na diferencijaciju
stavljene u novom mediju, bez ¢imbenika rasta (bFGF 1 EGF). KoriSteno je 500 uL medija
bez faktora (od ¢ega 250 pL sa stanicama). Prije nasadivanja ploce za diferencijaciju (24 well
plate) stavljene su u inkubator radi ekvilibracije (37°C i 5% CO2). Kad su stanice nasadene,

pogledamo ih pod mikroskopom.

3.2.6 Fiksacija diferenciranih stanica

Nakon §to je krenula diferencijacija, stanice su fiksirane nakon 24h, pa nakon 3 dana,
(5) i 7 dana. Kao fiksator koristen je 4% PFA kroz 10-ak minuta. Nakon fiksacije stanice su 4
puta isprane PBS-om.

3.2.7 Snimanje na EVOS- uredaju

EVOS mikroskop je sustav za automatsko slikanje te je idealan za pracenje stani¢nih
kultura u vremenu i s visokom rezolucijom. EVOS-ova komora omoguc¢ava preciznu kontrolu
temperature, vlaznosti i plinova za snimanje zivih stanica u vremenu te fizioloskih i
nefizioloskih (hipoksi¢nih) stanja. EVOS je idealan za snimanje rutinske kulture tkiva i

stanica, njihovog rasta i diferencijacije, analizu kretanja stanica itd.
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Klju¢na komponenta EVOS-a je integrirani poluautomatski softver za analizu Cell
Tracker koji ima standardne funkcije i napredne alate za snimanje i analizu. Sve snimljene
slike mogu se spremiti [7].

Na EVOS-u su namjesteni hipoksi¢ni uvjeti (0% kisika), te su stavljena 3 stakalca po

danu snimanja u 24-well-plate: kontrola, zatim 1-satna hipoksija i 3-satna hipoksija i na taj

nacin su stanice prac¢ene 1.dan, 3., 6.,9.1 15.

Slika 1. Prikaz EVOS mikroskopa za automatsko slikanje visokom rezolucijom.

EVOS-ova komora omogucéava kontrolu raznih parametara ukljuc¢ujuéi temperaturu,
vlaznost i plinove, kao i snimanje zivih stanica i stani¢nih kultura u realnom vremenu.
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Slika 2. Prikaz poluautomatskog softvera Cell Tracker s naprednim alatima za snimanje i
analizu kretanja stanica.
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4. REZULTATI

4.1. Usporedba kontrolne skupine stanica s onima izloZenim hipoksiji

Nakon §to smo izolacijom iz miSjih zametaka uzgojili Zivéane maticne stanice, od iste
skupine stanica smo napravili tri skupine: kontrolnu, skupinu koja ¢e u ishemiji provesti 1 sat
i onu koja ¢e provesti 3 sata. Te Su stanice zatim pracene U hormoksijskim uvjetima 15 dana.

EVOS je snimao stanice tijekom 14 sati svake 3 minute, §to se naknadno spojilo u

video zapis kojim je prikazana stani¢na migracija.

Slika 3. Prikaz kontrolne skupine Ziv€anih mati¢nih stanica koje su se pocele diferencirati
nakon 24 sata, slikane EVOS mikroskopom.
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Slika 4. Prikaz ziv¢anih mati¢nih stanica koje su se pocele diferencirati nakon $to su 1h
provele u hipoksijskim uvjetima. Morfoloski se ne uocava razlika u odnosu na kontrolnu
skupinu.

Slika 5. Prikaz ziv¢anih mati¢nih stanica koje su se pocele diferencirati nakon $to su 3h
provele u hipoksijskim uvjetima. Morfoloski se ne uo¢ava razlika u odnosu na kontrolnu
skupimu.
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Nakon 14h snimanja stanice su fiksirane i obojene. Nakon §to su stanice iz ishemi¢nih
uvjeta vracene u normalne, pradene su i snimane Evos sustavom, te su rezultati analizirani

poluautomatskim softverom za analizu Cell Tracker.

Slika 6. Prikaz Ziv¢anih mati¢nih stanica flourescentnim na¢inom. Ove stanice su se pocele
diferencirati nakon §to su 3h bile izlozene hipoksijskim uvjetima. Izrazaj gena Thyl nije
promijenjen nakon izloZenosti hipoksiji.

Slika 7. Prikaz ziv¢anih mati¢nih stanica koje su se pocele diferencirati nakon §to su 3h bile
izloZene hipoksijskim uvjetima. Promatrane su 6. dan u normoksijskim uvjetima.
Izrazaj gena Thyl nije promijenjen nakon izloZenosti hipoksiji.
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Nakon $to morfoloSka opazanja nisu otkrila nikakvu razliku, koriSten je program
CellTracker kako bi izmjerio parametre zivih stanica u gibanju. Od niza analiziranih
parametara (ukupna prijedena udaljenost svih stanica, maksimalna dosegnuta brzina,
maksimalna prijedena udaljenost po jednoj stanici i udio naglih skretanja po stanici),
statisticki znaCajna razlika je nadena u ukupnoj udaljenosti koje predu sve stanice u kulturi.
Time je pokazano da ishemija, posebno ona u trajanju od 1 sata, potice stanice na pojacanu

migraciju.

Analiza ukupno prijedenog puta ucinjena je programskim paketom MATLAB,
proizvodaca MathWorks (Natick, MA, SAD) i to analizom varijance (ANOVA) izmedu
skupina CTRL, HYP1h i HYP3h. Usporedba varijance napravljena je za skupine
CTRL — HYP1h; CTRL — HYP3h te HYP1h i HYP3h skupinu kako je prikazano u tablici 1.

Tablica 1. Rezultati analize varijance izmedu skupina

GRUPA CTRL HYP1h HYP3h
CTRL 1 0,0195 0,0109

HYP1h 0,0195 1 3,83*10°°
HYP3h 0,0109 3,83*10° 1

Za nivo statisticke znacajnosti odabrana je vrijednost a = 0,05. Kako je vidljivo iz
tablice utvrdena je znacajna statisticka razlika izmedu grupa CTRL i HYP1h te CTRL i
HYP3h. Razlika je ujedno uocena i1 izmedu grupa HYP1h 1 HYP3h.

Ovime je potvrdena hipoteza kako hipoksija utje¢e na migraciju ziv€anih stanica.
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Slika 8. Prikaz ukupne prijedene udaljenosti kontrolne skupine stanica te stanica koje su bile

izlozene hipoksijskim uvjetima u trajanju od 1h i 3h.

Stanice koje su bile izloZene hipoksiji u trajanju od jednog sata viSe migriraju od
stanica iz kontrolnih uvjeta.

Tako su stanice koje su provele 1 sat u ishemijskim uvjetima prelazile 45% vecéu
udaljenost, mjerenu u periodu od 8 sati, u odnosu na kontrolnu skupinu.

Stanice koje su provele 3 sata u hipoksiji, pa su vracene u normalne uvjete su u
pocetku pojacano migrirale, ali su onda pocele pojacano odumirati. Iako ¢e za potvrdu ovog
nalaza trebati paZljivo ispratiti svaku pojedinu stanicu, ¢ini se da one stanice koje kre¢u u
migraciju na vecu udaljenost, nakon toga odumiru, za razliku od stanica koje manje migriraju
1 prezivljavaju.

Usporedbom flourescentnog signala stanica Thyl nakon izloZenosti hipoksiji nisu

nadene razlike u odnosu na stanice koje su uzgajane u normalnim uvjetima.
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Histogram of max speed:Freq. dist. (histogram)
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Slika 9. Prikaz maksimalne dosegnute brzine migracije stanica iz kontrolne skupine, te
stanica izlozenih hipoksiji u trajanju od 1h i 3h.
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Slika 10. Prikaz maksimalne prijedene udaljenosti po jednoj stanici.
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Slika 11. Prikaz udjela naglih skretanja po stanici.
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5. RASPRAVA

Iako se mnogo zna o Stetnom djelovanju hipoksije na cijelo tijelo, tkiva i stanice, ne
postoje brojni radovi koji su proucavali utjecaj hipoksije na nastanak i diferencijaciju
neurona. U nekim eksperimentalnim modelima je pokazano kako se u mozgu dogadaju
odredene kompenzacijske promjene u svrhu popravka strukture i funkcije mozga, no upravo
se primjenom mati¢nih stanica nastoji smanjiti negativni ishod hipoksi¢no-ishemijskih ozljeda
mozga [8].

Kratkotrajna izloZzenost umjerenoj hipoksiji je u nekim radovima pokazala
optimizaciju funkcije transplantiranih stanica. Ove stanice mogu migrirati u oSte¢enu regiju
kao odgovor na stimulaciju endogenim kemokinima. Umjerena hipoksija je pokazala
poveéanu sposobnost proliferacije i diferencijacije humanih NPC ali i MSC u neurone i

oligodendrocite [9].

Nase istrazivanje je otkrilo znacajnu statisticku razliku izmedu grupa CTRL i HYP1h
te CTRL i HYP3h. Analizom cetiri glavna parametra: ukupna prijedena udaljenost svih
stanica, maksimalna dosegnuta brzina, maksimalna prijedena udaljenost po jednoj stanici i
udio naglih skretanja po stanici, statisticki znacajna razlika je nadena u ukupnoj udaljenosti

koje predu sve stanice u kulturi.

Iz histograma se vidi da su stanice koje su bile izloZene hipoksiji 1h krenule na
znacajno duZi put u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder je vidljivo da su stanice koje su
bile izloZene hipoksiji 3h postigle najve¢u maksimalnu brzinu u odnosu na prve dvije skupine

stanica, no konac¢no su prevalile manji put jer su ranije pocele odumirati.

Razlika je ujedno uocena i izmedu grupa HYP1h 1 HYP3h, ¢ime je potvrdena hipoteza
da hipoksija utjece na ponasSanje i migraciju stanica promatranih tijekom vremena. Upravo je
nas$ nalaz povecane migracije nakon umjerene hipoksije pokazao da stanice dobivaju odredena

dodatna svojstva koja im vjerojatno sluze kako bi lakSe preZivjele hipoksiju.

Mati¢ne stanice podrijetlom iz Thyl YFP-16 miSeva predstavljaju izvrstan alat za
pracenje neurogeneze omogucuju¢i morfoloske analize novih neurona i njihovih projekcija,

osobito nakon transplantacije u mozgu [6].

U naSem istrazivanju nismo nasli razlike u izrazaju flourescencije nakon izloZenosti
hipoksiji, Sto potvrduje da se radi o vrlo korisnom modelu koji moZze biti koriSten za

istrazivanja hipoksije.
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Budu¢i da je smanjenje morbiditeta i mortaliteta izazvanih hipoksijom i /ili ishemijom
jedan od prioriteta u modernim biomedicinskim istrazivanjima, ovo istrazivanje je dalo svoj
doprinos u razumjevanju zbivanja koji se dogadaju tijekom manjka kisika. Temeljem ovog i
brojnih drugih istrazivanja, buduénost farmakoloSke terapije ¢e biti U ciljanju specificnih
molekularnih mehanizama u svrhu neuroprotekcije i poboljSanja kvalitete Zivota

pacijenata [10].
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6. ZAKLJUCAK

1. Kombinacija EVOS mikroskopijskog sustava i programa CellTracker omogucuje

pracenje zivih stanica i mjerenje brojnih parametara njihovog izgleda i ponasanja.

2. ZivCane maticne stanice izlozene hipoksiji pokazuju sklonost izrazenijoj migraciji u
odnosu na stanice uzgajane u normoksi¢nim uvjetima. Razlika je najveca kada su

stanice izlozene hipoksiji u trajanju od 1 sata, pa poslije vrac¢ene u normalne uvjete.

3. Zivéane matiéne stanice dobivene iz mi§jeg soja Thyl-YFP ne mijenjaju svoju
flourescenciju u hipoksiénim uvjetima, $to ih potvrduje kao korisne u istrazivanju

nastanka i diferencijacije neurona u uvjetima smanjene koncentracije Kisika.
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9. ZIVOTOPIS

Rodena sam 11.02.1989.godine u Karlovcu, gdje sam i pohadala karlovacku Gimnaziju.
Godine 2007. upisala sam Medicinski fakultet u Zagrebu. Za vrijeme studiranja sudjelovala
sam u nekoliko studentskih akcija u sklopu organizacije CROMSIC te sam bila ¢lan
Psihijatrijske sekcije.

Na tre¢oj godini studija sam se udala, a izmedu trece i pete godine postala sam majka dviju
djevojéica. Trenutno zavrS8avam 6.godinu studija Medicine i zanimaju me razna podrudja:

biologija, genetika, neuroznanost, ali i radiologija, mikrobiologija te patologija.
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