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POPIS OZNAKA | KRATICA

CMA.- autofagija posredovana molekulskim pratiteljem (engl. Chaperon mediated autophagy)
HSC 70- protein srodan toplinskom Soku (engl. Heat shock cognate)

LAMP2- lizosom povezani membranski protein tipa 2 (engl. Lysosome-associated membrane
protein type 2)

ULK1- Unc-51 sli¢na kinaza (engl. Unc-51- like kinase)

ATG- geni povezani s autofagijom (engl. Autophagy related genes)
P13-k- Fosfoinozitid 3-kinaza (engl. Phosphoinositide 3-kinase)

PI- Fosfatidilinozitol (engl. Phosphatidylinositol)

P13P- Fosfatidilinozitol 3-fosfat (engl. Phosphatidylinositol 3-phosphate)

MAP1LC3- laki lanac proteina 1 povezanog s mikrotubulima (engl. Microtubule- associated

protein 1 light chain)

GABARAP- protein povezan s GABA receptorom tipa A (engl. GABA type A receptor-

associated protein)

SNARE- topivi N-etilmaleimid-osjetljivi proteinski receptor za vezanje faktora (engl. Soluble

N-ethylmaleimide- sensitive factor attachment protein receptor)

VDAC- anionski kanali ovisni o naponu (engl. Voltage-dependent anion channels)
SZS- sredisnji zivéani sustav

ROS- reaktivni kisikovi radikali (engl. Reactive oxygen species)

ALS- amiotrofi¢na lateralna skleroza (engl. Amyotrophic lateral sclerosis)
PINK1- PTEN inducirajuca kinaza 1 (engl. PTEN-induced kinase 1)

LIR- domena za interakciju s LC3 (engl. LC3 interacting domain)

NCDD- Odbor za nomenklaturu o stani¢noj smrti (engl. Nomenclature Committee on Cell
Death)

ACD- autofagijska stani¢na smrt (engl. Autophagyc cell death)



BDNF- mozdani neurotrofni faktor (engl. Brain-derived neurotrophic factor )
BMP- kostani morfogenetski protein (engl. Bone morphogenetic protein)
MFN- mitofuzin

OPAL- protein opticke atrofije 1 (engl. Optic atrophy-1 protein)

DRP1- protein povezan s dinaminom 1 (engl. Dynamin related proteinl)

HIE- perinatalna hipoksijsko ishemijska encefalopatija (engl. Perinatal hypoxic-ischemic
encephalopathy — HIE )

NOS- sintaza dusikova oksida (engl. Nitric oxide synthase)

AIlF- ¢imbenik indukcije apoptoze (engl. Apoptosis inducing factor)

DHA- dokozaheksenoi¢na kiselina (engl. Docosahexaenoic acid)

iIPSC- inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (engl. induced Pluripotent Stem Cells)
HMS- hematopoetske mati¢ne stanice

MMS- mezenhimske mati¢ne stanice

EGF- epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal growth factor)

bFGF- osnovni faktor rasta fibroblasta (engl. basic Fibroblast growth factor)
DMSO- dimetil-sulfoksid (engl. Dimethyl-sulphoxide)

PDL- poli-D-lizin (engl. Poly-D-Lysine)

FBS- fetalni govedi serum (engl. Fetal bovine serum)

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

PFA- paraformaldehid (engl. Paraformaldehyde)

cDNA- komplementarna DNA (engl. Complementary DNA)

RT-PCR- Lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-time polymerase

chain reaction)

TOMMZ20- translokaza vanjske membrane mitohondrija (engl. Translocase of the outer

mitochondrial membrane)



GFP- zeleni fluorescentni protein (engl. Green fluorescent protein)

SOX2- biljeg zivéanih mati¢nih stanica (engl. SRY-box transcription factor 2)
GFAP- biljeg astrocita (engl. Glial fibrillary acidic protein)

MAP2- biljeg neurona (engl. Microtubule-associated protein 2)

LDH- laktat dehidrogenaza (engl. Lactate dehydrogenase)

FDA- Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)



1. Uvod i svrha rada

Odrzavanje homeostaze ukljucuje niz sloZenih stani¢nih procesa potrebnih kako bi se odrzala
stabilnost 1 ravnoteza nuzna za normalno funkcioniranje organizma (1). Ovo ukljucuje i
mehanizme kojima se uklanjaju Stetni produkti stani¢nog metabolizma. U eukariotskim
stanicama postoje dva mehanizma uklanjanja oSte¢enih stani¢nih proteina. Prvi mehanizam
degradacije se bazira na ubikvitin-proteasomalnom djelovanju, dok se drugi temelji na reakciji
posredovanoj lizosomima (2). Jedan od temeljnih, a jo§ uvijek ne posve dobro istrazenih
mehanizama, jest proces u kojem stanice odstranjuju vlastite sastavnice koje imaju potencijal
nanijeti im Stetu. Buduéi da se radi o svojevrsnoj samo-razgradnji vlastitih organela, to se
zbivanje naziva autofagija (3). Ovo istrazivanje nije posveceno svim klasi¢énim putevima
autofagije, ve¢ se istrazivao specifiCan oblik autofagije koji sudjeluje u odrzavanju
funkcionalnosti mitohondrija. Taj se oblik autofagije naziva mitofagija (4). Obzirom da
hipoksijsko-ishemijsko ostecenje prvenstveno uzrokuje disfunkciju mitohondrija te s obzirom
na ¢injenicu kako uloga mitofagije u uklanjanju prekomjerno ostec¢enih mitohondrija 1 dalje
nije u potpunosti razjasnjena, osnovni cilj ovog rada je bio opisati autofagiju 1 mitofagiju u

nezrelim stanicama Ziv¢anog sustava o$te¢enih ishemijskom ozlijedom (4-6).
1.1. Autofagija

Autofagija predstavlja visoko regulirani proces kojim se uklanjaju potencijalno stetni elementi
unutar stanice te odrzava homeostaza (3, 7). S obzirom na mehanizam djelovanja, razlikujemo
tri tipa autofagije: mikroautofagiju, autofagiju posredovanu molekulskim pratiteljem

(Saperonima) te makroautofagiju (8, 9).

Mikroautofagijom osteceni citoplazmatski organeli ili proteini direktno ulaze u lizosome gdje

se zatim razgraduju (8).

Autofagija posredovana Saperonima (CMA od chaperon mediated autophagy) je vrsta
autofagije specifi¢na iskljucivo za oStecene proteine koji posjeduju pentapeptidni KFERQ niz.
Takav niz prepoznaje specifican pratitelj HSC 70 koji prenosi protein do vanjske membrane

lizosoma gdje se interakcijom s LAMP2-a receptorom premjesta i degradira (9).

Makroautofagija, ¢esto poznata i samo kao autofagija, naziv je za lizosomalnu degradaciju
stani¢nih sastavnica s ciljem osiguravanja nutrijenata i energije nuznih za prezivljenje stanice

(20). Sredisnju ulogu u inicijaciji autofagije ima kompleks ULK sastavljen od proteina ULK1



(ATG1 kvasaca), ATG13, ATG101 i FIP200 (ATG17 kvasaca) proteina (10, 11). Pocetni korak
karakteriziran je povecanom aktivnos¢u ATG13 i ATG17 koji u suradnji s ULK1 formiraju
izolacijsku membranu — fagofor (8). Elongacija i nukleacija je proces nastanka autofagosoma,
a pocinje kada ULK1 fosforilira i aktivira P13-k kompleks koji ukljucuje BECLIN1, AMBRA,
VPS34 i ATG14L. PI3-k kompleks se nakuplja na fagoforu gdje se fosforiliranjem Pl-a
proizvodi PI3P (12). PI3P potice aktivnost proteinske obitelji WIPI koja na fagofor navodi
ubikvitin ovisne konjugacijske sustave i proteine vazne u njegovoj elongaciji. Prvi
konjugacijski sustav &ini kompleks ATG12-ATG5-ATG16L1 (11). WIPI vezanjem na
ATGI16L1 stimulira ATG3 posredovanu konjugaciju ATGS8 kljuénog za maturaciju
autofagosoma (13). Proteini ATG8 dijele se na 2 velike skupine; proteini MAP1LC3 s vaznom
ulogom u elongaciji autofagosoma te proteini GABARAP kljuéni u zavrSnom oblikovanju
autofagosoma te njegovom spajanju s lizosomom (14). Djelovanjem proteaze ATG4,
MAPILC3 se proteoliticki cijepa te se finalno posredovanjem ATG7, ATG3 i ATGI12
konjugira na fosfatidiletinolamin membrane autofagosoma i konvertira u LC3-11 (11, 13, 15).
Ugradeni LC3-11 koristi se kao pouzdan biljeg procjene razine autofagosoma (8). Zavrsni korak
autofagije ovisi o fuziji autofagosoma s lizosomom pri ¢emu nastaje autolizosom u kojem se u
konacnici odvija razgradnja organela ili oSteenih proteina te recikliraju njihove sastavnice.
Nastanak autolizosoma posredovan je proteinom SNARE (Slika 1) (12). lako autofagija
predstavlja iznimno vazan mehanizam stanicnog prezivljenja, njena prekomjerna aktivnost
dovodi do autofagijske stani¢ne smrti. Sukladno tome, u literaturi su dostupne oprecne tvrdnje

o ulozi autofagije na stanice SZS-a zahvaéenim ishemijskim oste¢enjem (16—18).
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz procesa autofagije. Proces se sastoji od inicijacije koju karakterizira formiranje
izolacijske membrane, elongacije i nukleacije fagofora Cime nastaje autofagosom. Autofagija zavrSava
sazrijevanjem autofagosoma te njegovim spajanjem sa lizosomom gdje se u konaénici odvija degradacija stani¢nih

sastavnica. Slika izradena u programu BioRender.com.

1.2. Mitohondrij

Mitohondrij je glavni organel eukariotskih stanica za proizvodnju energije u obliku ATP-a
(engl. Adenosine triphosphate), sintezu fosfolipida i hema te odrzavanje homeostaze kalcija

(19). Formirao se prije gotovo dvije miijarde godina uspostavom endosimbiotskog odnosa
izmedu a-proteobakterije i ancestralne cukariotske stanice, a iako je zadrzao svoj osnovni
oblik, evolucijski se mijenjao, poprimao dodatne funkcije i postajao sve vazniji za stanicu (20).
Sadrzi vlastitu DNA koja posjeduje upute za proizvodnju 13 proteina uglavom prisutnih u
unutarnjoj membrani mitohondrija (20). Graden je od vanjske i unutarnje membrane ¢iji se
lipidni sastav, razina propusnosti, kao i oblik medusobno razlikuju, a zajedno odvajaju matriks
mitohondrija od medumembranskog prostora (21). Dok vanjska membrana sadrZi anionske
kanale ovisne o naponu (VDAC) koji posreduju u prijenosu iona i manjih molekula, unutarnja
membrana propusna je isklju¢ivo za vodu, kisik i ugljkov dioksid. Razlika u propusnosti
membrana omogucuje uspostavu elektrokemijskog gradijenta vaznog u sintezi ATP-a.
Unutarnju membranu karakterizira veca koli¢ina proteina te prisutnost krista (lat. cristae) koje
nastaju invaginacijom u matriks mitohondrija (21). Upravo se na kristama odvija proces
oksidativne fosforilacije kljuan u proizvodnji stani¢ne energije (21). Stanica energiju
uglavnom osigurava procesom glikolize u citosolu te Krebsovim ciklusom i oksidativhom

fosforilacijom u mitohondrijima (22). Pocetno, anaerobnom glikolizom se jedna molekula



glukoze metabolizira u dvije molekule piruvata ¢ime nastaju dvije molekule ATP-a. Nadalje,
Krebsovim ciklusom se piruvat posredovanjem specificnih nosaca premjesta u matriks
mitohondrija gdje se u nizu reakcija dekarboksilira, oksidira i veze s koenzimom A ¢ime nastaje
acetil-CoA. Kao finalni produkt ciklusa, iz dvije molekule piruvata nastaje Sest molekula
NADH, dvije molekule FADH: i dvije molekule GTP-a. NADH i FADH u konac¢nici ulaze u
proces oksidativne fosforilacije gdje se njihovi elektroni, putujuéi kroz elektronski transportni
sustav koriste za izbacivanje protona iz matriksa u medumembranski prostor Sto stvara
protonski gradijent (21). Djelovanjem ATP sintaze protoni se vrac¢aju u negativnije nabijeni
matriks ¢ime kataliziraju proizvodnju ATP (21). Dakle, energija potrebna za rad ATP sintaza
ovisi 0 membranskom potencijalu mitohondrija (23). Iz jedne molekule glukoze nastaje 30
molekula ATP-a (21).

Razni fizioloski i patoloski ¢imbenici poput embrionalnog razvoja, starenja, oSteCenja DNA,
oksidativnog stresa i drugih ¢imbenika dovode do apoptoticke stani¢ne smrti. lako vanjski put
aktivacije zapocinje vezanjem na receptor smrti 1 neovisan je o mitohondrijima, unutarnjim
putem aktivacije oni utjeCu na stani¢no prezivljenje (21). Poremecaji koji naruSavaju
bioenergetiku stanice poput ishemijsko-reperfuzijske ozlijede uzrokuju depolarizaciju i
permeabilizaciju vanjske membrane mitohondrija S§to rezultira izlaskom proapoptotickih
¢imbenika medu kojima je najvazniji citokrom ¢ (21, 24). Citokrom ¢ zatim aktivira Apaf 1
(engl. Apoptotic protease activating factor-1) i pro-kaspazu 9 koja finalno aktivira efektorsku
kaspazu 3. Iako bioenergetski poremecaji uzrokuju apoptozu, oni ¢esto aktiviraju i autofagiju

specificnu za mitohondrije (21).
1.3. Mitofagija

lako se autofagija dugo smatrala generalnim, relativno nespecifi¢nim stani¢nim procesom,
aktivacijom specifi¢nih stani¢nih receptora pojedinih organela postize se njena selektivnost.
Prema selektivnosti djelovanja razlikujemo oblik autofagije koji specifiéno uklanja
mikroorganizme (ksenofagija), proteinske agregate (agrefagija) te stanine organele

(lizofagija, ER-fagija, ribofagija te mitofagija) (3, 25, 26).

Mitofagija je poseban oblik autofagije koju s obzirom na aktivnost mozemo podijeliti u
programiranu te induciranu. Programiranom se mitofagijom uklanjaju zdravi mitohondriji
tijekom razvoja i diferencijacije pojedinih stani¢nih tipova. Najpoznatiji primjeri su opisani
kod razvoja o¢ne lece, eritrocita i sazrijevanja spermija (2). Inducirana mitofagija je aktivirana

tijekom stani¢nog stresa i oStecenja, a temelji se na uklanjanju oste¢enih mitohondrija (5).



Vazno je naglasiti kako mitohondrijska ostecenja te pogreske u procesu autofagije i mitofagije
uzrokuju nekontrolirano stvaranje ROS-eva, oksidativni stres stanica i nakupljanje oste¢enih
proteina $to u konac¢nici dovodi do razvoja 1 nastanka velikog broja sréanih i
neurodegenerativnih poremecaja poput Parkinsonove, Alzheimerove i Hungtingtonove bolesti
te ALS-a (2, 7, 27). S obzirom na mehanizam djelovanja, mitofagiju jo§ mozemo podijeliti na
ovisnu o ubikvitinu te receptorima posredovanu mitofagiju (28). Od ubikvitina ovisna
mitofagija ovisi o aktivnosti PINK1 i Parkina (E3 ligaza- transferira ubikvitin na proteinski
subtrat na vanjskoj membrani mitohondrija). U uvjetima mitohondrijskog stresa gdje je vidljivo
smanjenje membranskog mitohondrijskog potencijala dolazi do nakupljanja, dimerizacije i
autofosforilacije PINK1. PINK1 zatim poti¢e mitofagiju fosforiliranjem Parkina i ubikvitina.
Vazno je napomenuti kako PINK1 nije dovoljan za uspjesan mitofagijski proces te je potreban
1 amplifikacijski signal Parkina. Fosfoubikvitin ima visoki afinitet za Parkin gdje potice
aktivnost i sintetizira poliubikvitinske lance koji se vezu na odredene proteine mitohondrija (4,
28). Specificni receptori nuzni za pokretanje mitofagije uglavnom su proteini vanjske
membrane mitohondrija (Mitochondrial outer membrane- MOM proteini), a medu najvaznije
se ubrajaju BNIP3/BNIP3L te FUNDC1. Spomenuti receptori posjeduju domenu LIR kojom
se vezu na LC3 dio autofagosoma i tako poti¢u mitofagiju (Slika 2) (25, 28).
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Slika 2. Prikaz od ubikvitina ovisne mitofagije i receptorima posredovane mitofagije. Mitohondrijskim
ostecenjem dolazi do nakupljanja PINK1 proteina na vanjskoj membrani mitohondrija koji primarno fosforilira
Parkin. Fosforilirani Parkin ubikvitinira proteine vanjske membrane mitohondrija (OMM) koji se zatim ponovno
djelovanjem PINK-a fosforiliraju i interakcijom sa LC3B vezu na rani autofagosom (a). Receptorima posredovana
mitofagija temelji se na izravnoj interakciji proteina vanjske membrane mitohondrija koji posjeduju domenu LIR
(engl. LC3 interacting region) i proteina LC3B autofagosoma u razvoju (b). Preuzeto i prilagodeno prema (4).

Slika izradena u programu BioRender.com.
1.4. Autofagija i stani¢na smrt

Stani¢na smrt naziv je za bioloski proces uklanjanja oSteCenih ili prekomjernih stanica.
Ravnoteza izmedu stani¢ne proliferacije i smrti nuzna je u odrzavanju homeostaze i integriteta
organizma (29). Odbor koji predlaZe nazivlje razli¢itih oblika stani¢ne smrti (NCDD od engl.
Nomenclature Committee on Cell Death) je prema nacinu djelovanja tipove stani¢ne smrti
odvojio na reguliranu i slucajnu (30, 31). Regulirana stani¢na smrt pojam je koji opisuje tip
smrti s to¢no definiranim molekularnim mehanizmima 1 aktivacijskim putevima. Suprotno
tome, slucajna stanicna smrt karakterizirana je iznenadnim, trenutnim uklanjanjem stanice
nastalim djelovanjem raznih fizikalnih, kemijskih ili mehani¢kih oStecenja (30, 31).

Morfoloski, najvise istrazivani tipovi regulirane stani¢éne smrti su: stani¢na smrt tipa 1



(apoptotoza), tipa 2 (autofagija) te tipa 3 (nekroza) (31). Autofagijska stani¢na smrt (ACD od
engl. Autophagyc cell death) je opisana kao proces stani¢nog umiranja nastalog kao posljedica
prekomjerne i produzene aktivnosti autofagije. S obzirom na to da su takve okolnosti prisutne
u teSkim stani¢nim oStecenjima razlikujemo: a) autofagijom povezanu stani¢nu smrt gdje je
aktivnost autofagije povezana s aktivnos¢éu apoptoze, b) autofagijom posredovanu stani¢nu
smrt gdje aktivnost autofagije stimulira apoptozu, te c) autofagijom ovisnu stani¢nu smrt koja
se opisuje isklju¢ivo u situacijama kada se genetskim manipulacijama i kemijskim inhibitorima
glavnih autofagijskih proteina (Vps 34, BECLINT ATGS i 12) ona moZe zaustaviti (32, 33).

1.5. Zivé&ani sustav

1.5.1. Razvoj Ziv€anog sustava

Embrionalni razvoj zapoc¢inje formiranjem zigote (34). Brojni kontrolni mehanizmi te okoli$ni
signali proliferacije, morfogeneze i diferencijacije usmjeravaju i osiguravaju pravilnu
organizaciju i razvoj organizma (35). Zigota se opisuje kao totipotentna stanica nastala
spajanjem haploidne jajne stanice i spermija (34). Iskljucivo totipotentne matic¢ne stanice
posjeduju neogranic¢enu sposobnost diferenciranja, posljedicno tvore¢i cijeli organizam (36).
Zigota, uzastopnim stani¢nim diobama tvori blastocistu koja prianjanjem za endometrij
maternice osigurava embrionalnu implantaciju (34). Strukturno, blastocista se sastoji od
vanjskog trofoblasta, zaduzenog za stvaranje ekstraembrionalnih tkiva te unutarnje stanicne
mase, embrioblasta koji diferencijacijom embrionalnih mati¢nih stanica tvori hipoblast i
epiblast (35). Embrioblast je graden od pluripotentnih mati¢nih stanica s potencijalom

diferencijacije u sve adultne stani¢ne tipove (37, 38).

Prvih Sest tjedana embrionalnog razvoja karakteriziraju tri iznimno vazna procesa u razvoju
S7ZS-a; gastrulacija, neurulacija te ventralna indukcija (odvajanje mozdanih hemisfera,
formiranje olfaktornih bulbusa i strukture lica) (39). Oko 9. dana embrionalnog razvoja, po
zavrSetku implantacije, epiblast formira tri zametna listi¢a; endoderm, ektoderm i mezoderm,
¢ime zavrsava prvi kljuéni proces embrionalnog razvoja — gastrulacija (35). Nadalje, iz svakog
zametnog listica, specificno, zapo€inje proces organogeneze (35). Ektoderm je kljucan u
razvoju srediSnjeg Ziv€anog sustava koji pocinje oko 18. dana embrionalnog razvoja,
formiranjem neuralnog Zlijeba (35, 40). Zadebljanjem rostralnog djela ektoderma nastaje
neuralna ploca (40). Lateralni krajevi neuralne plo¢e formiraju neuralne nabore izmedu kojih
je neuralni zlijeb. Oko 20. dana razvoja, spajanjem neuralnih nabora nastaje neuralna cijev (39—

41). Zatvaranjem neuralne cijevi pocinje razvoj primarnih mozdanih struktura; prednji



(prosencephalon), srednji (mesencephalon) i straznji (rhombencephalon) mozak (39-41). Iz
cefalicnog djela prosencephalona nastaje telencephalon (prekursor mozdanih hemisfera), a iz
kaudalnog djela diencephalon i talamicke strukture. 1z mesencephalona se razvija srednji
mozak s akveduktom, dok se rhombencephalon dijeli na metencephalon koji tvori mali mozak
te pons i myelencephalon koji razvija produzenu mozdinu (39). Neuralna cijev gradena je od
jednog sloja epitelnih stanica (neuroepitela) (40—42). Naglo povecanje broja neuroepitelnih
stanica omogucuje Sirenje i razvoj neuralne cijevi (39, 41). Neuroepitelne stanice, poznate kao
i zivéane matiéne stanice (ZMS) kljuéne su u razvoju SZS-a. Opisuju se kao multipotentne
mati¢ne stanice sa sposobno$¢u diferencijacije u neurone 1 stanice glije (astrocite i
oligodendrocite) (43, 44). Iako je neurogeneza u odraslih vrlo ograni¢ena te se broj ZMS-a
smanjuje, one su i dalje prisutne u subventrikularnoj zoni lateralnih ventrikula kao i
subgranularnoj zoni dentatnog girusa hipokampusa sudjelujuéi u odrzavanju homeostaze SZS-
a (43).

Neuroni su temeljne strukturne i funkcionalne jedinice SZS-a. Metaboli¢ki su iznimno aktivni
te energiju proizvode procesom oksidativne fosforilacije (45). Njihova glavna zadaca je
primanje, obradivanje 1 slanje ziv€anih impulsa. Prijenos ziv€anih signala omogucen je
uspostavom sinapsi izmedu presinaptickog aksonalnog zavrSetka jednog te postsinaptickog
aksonalnog zavrSetka drugog neurona (46). Neuroni lokalnih neuronalnih mreza imaju kratke
aksone te sluze samo kao posrednici u signalnom prijenosu dok se neuroni ¢iji aksoni prenose
signale do udaljenijih mozdanih struktura nazivaju projekcijski neuroni (46). Stanice glije
ovisno o vrsti imaju razli¢ite uloge u normalnom funkcioniranju SZS-a. Astrociti, najbrojnije
stanice ziv€anog sustava sluze kao potpora neuronima koje okruzuju. Kontroliraju stvaranje
sinapsi te reguliraju neurogenezu u odrasloj dobi kao i tonus krvnih zila mozga. Metabolicki
nisu zahtjevni te energiju osiguravaju procesom glikolize (45, 47, 48). Suprotno astrocitima,
oligodendrociti i mikroglija posjeduju specifi¢ne uloge, pa tako oligodendrociti mijeliniziraju
aksone, dok mikroglija kao dio monocitno-makrofagnog sustava predstavlja glavne imunosne
stanice SZS-a (47, 49).

Neurogeneza i gliogeneza su procesi kojima se iz ZMS-a, proliferacijom i diferencijacijom
razvijaju neuroni i stanice glije (39). Diferencijacijom neuroepitelnih stanica nastaju stanice
radijalne glije koje reguliraju razinu progenitorskih stanica. Simetri¢nom diobom nastaju dvije
identi¢ne stanice ¢ime se povecava njihova brojnost, dok se asimetri¢cnom diobom stvaraju po
jedna progenitorska i stanica nove radijalne glije (50, 51). Postupnom diferencijacijom iz ZMS-

a, nezreli neuroni prolaze kroz procese strukturnog i metabolickog reprogramiranja (52, 53).



Strukturno reprogramiranje stanice zapocinje reorganizacijom mikrotubula i razvojem
aktinskih vlakana ¢ime se utjeCe na oblik (formiranje dendrita i aksona) kao i na njena
proliferativna i migracijska svojstva (39, 53). Metabolicke promjene karakterizira prijelaz s
procesa glikoze prisutne u progenitorskim stanicama na proces oksidativne fosforilacije,
praéene pojacanom lipogenezom (54, 55). Zreli neuroni, izlu¢ivanjem specificnih faktora
poput BDNF-a, neurotrofina 3 i BMP-a dodatno stimuliraju neurogenezu (56). Kako bi se
sprijeCile abnormalnosti razvoja mozga, ravnoteza izmedu proliferacije i1 diferencijacije je

strogo regulirana i kontrolirana procesom apoptoze (39).
1.5.2. Uloga mitohondrija u razvoju SZS-a

Mitohondriji su glavne organele eukariotskih stanica u proizvodnji ATP-a klju¢nog za
metabolizam 1 opstanak stanice. Obavijeni su dvostrukom membranom, sadrze vlastitu DNA
(mitohondrijsku DNA) te su ovisno o vrsti stanice, veli¢ine izmedu 0,513 um (57, 58). Osim
proizvodnje ATP-a, mitohondriji imaju vaznu ulogu u stani¢noj signalizaciji, regulaciji
metabolizma Kkalcija, stani¢noj proliferaciji, diferencijaciji te cjelokupnoj stani¢noj homeostazi
(59-61).

Oblik, veli¢ina te aktivnost mitohondrija ovisi o stanicnom tipu, stupnju stani¢ne
diferenciranosti i metabolicke aktivnosti (58, 62). Poznato je kako nediferencirane stanice
poput ZMS-a posjeduju sferi¢ne mitohondrije s malim brojem krista zbog &ega se energija
uglavnom osigurava procesom aerobne glikolize (63, 64). Diferencijacijski proces u zrele
neurone pracen je porastom broja kopija mitohondrijske DNA, pove¢anom biogenezom i
izrazajem mitohondrijskih gena klju¢nih u procesu oksidativne fosforilacije te istovremenim
utiSavanjem gena za sintezu glikoliti¢kih proteina te enzima heksokinaze i laktat dehidrogenaze
(54, 55, 64). lako u energetskom smislu aerobna glikoliza nije pretjerano u¢inkovita, ve¢om
dinamikom reakcije osigurava se mala kolicina ATP-a, ali 1 ve¢a dostupnost intermedijara
potrebnih za sintezu nukleinskih i amino kiselina te lipida nuznih u odrzavanju proliferativnih
svojstava mati¢nih stanica (65, 66). Dinami¢ne promjene i razvoj mitohondrijske mreze
omogucen je procesima fuzije i fisije kada se ovisno o njihovoj aktivnosti utjece na sudbinu
stanice (63). lako =zrele stanice karakterizira razgranata mreZza uglavnom tubularnih
mitohondrija, fisija mitohondrija je klju¢na u poticanju diferencijacije stanica (67). Fuzija je
proces kojim se aktivno$¢u MFNI1 i 2 uz posredovanje proteina OPAI stapaju unutarnje
membrane mitohondrija (62). U diferenciranim stanicama, OPAL oblikuje mitohondrijske

kriste ¢ime direktno utjece na uspostavu elektronskog transportnog sustava (63). Takoder,



tijekom stani¢nog stresa, fuzijom je omogucen proces brze izmjene mitohondrijske DNA i
metabolita izmedu zdravih i1 blago oSte¢enih mitohondrija (4, 62). Suprotno fuziji, fisija je
proces kojim se pod utjecajem citosolnog DRP1 proteina cijepa mitohondrijska membrana
tvore¢i dva manja mitohondrija. Tako se osigurava dovoljan broj mitohondrija potreban za rast
i dijeljenje stanice (62). U patoloskim uvjetima poput HIE, fragmentacijom mitohondrija

nastalom kao rezultat djelovanja fisije te posljedicnom mitofagijom uklanjaju se osSteceni

.....

Metabolizam neurona usko je povezan te ovisi 0 astrocitima. Glukoza je glavni energetski
supstrat SZS-a. U astrocitima se aerobnom glikolizom glukoza metabolizira do laktata koji se
zatim u neuronima transformira u piruvat. Prijenosom piruvata u mitohondrije ponovno
zapocinje Krebsov ciklus (68—71). Iznimno oksidativan metabolizam neurona doprinosi
proizvodnji molekula ROS koje u kontroliranoj koli¢ini imaju vaznu ulogu u stani¢noj
signalizaciji gdje utjeCu na diferencijaciju neurona, rast aksona te formiranje sinapsi (72).
Prekomjerna indukcija molekula ROS premasSuje antioksidativne sposobnosti stanice S§to
rezultira ostecenjima stani¢nih lipida, proteina, nukleinskih kiselina, pa i stani¢nom smr¢u (72,
73).

1.6. Perinatalna hipoksijsko—ishemijska encefalopatija (HIE)

HIE je naziv patoloskog stanja u kojem se mozgu iznenada prekida dovod kisika 1 krvi.
UcestaloS¢u od 1,5 do 3 na 1000 novorodene djece, HIE se smatra jednom od najtezih
komplikacija tijekom razvoja SZS-a (74). Stupanj osteéenja kao i pojava cjeloZivotnih
komplikacija ovisi o duljini trajanja ozljede, gestacijskom periodu te u¢inkovitosti terapijskog
postupka. S obzirom na to da oko 60% zahvaéene novorodene djece do 2. godine zivota umire
ili razvija teSke neuroloske poremecaje poput epilepsije, mentalne retardacije, cerebralne
paralize i sljepoce, HIE predstavlja ogroman teret za pojedinca, zahvacene obitelji te drustvo u
cijelosti (75-77). SloZeni patofizioloski mehanizmi HIE oteZavaju razvoj primjerenog
terapijskog postupka. Smanjen protok krvi uzrokuje deprivaciju glukoze i Kisika sto dovodi do
perioda primarnog i sekundarnog energetskog deficita (75, 76). Uslijed nedostatka glukoze i
kisika, primarni energetski poremecaj ponajviSe zahvaca mitohondrije te je pracen periodom
smanjene oksidativne fosforilacije i koli¢ine proizvedenog ATP-a (75-77). Istovremeno,
dolazi do prelaska na anaerobnu glikolizu i postupnog nakupljanja laktata. Nedostatak energije,
na koji su posebno osjetljivi neuroni uzrokuje poremecaj u radu ATP ovisnih Na/K pumpi $to

posljedi¢no rezultira unutarstani¢énim nakupljanjem natrija, kalcija i vode, depolarizacijom
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membrane, povecanom proizvodnjom ekscitacijskih neurotransmitera, razvojem edema i
nekrotickom stani¢nom smréu (75, 76). Nadalje, glutamat kao glavna ekscitacijska molekula
vezanjem na svoje receptore uzrokuje porast citosolnog kalcija koji dovodi do aktivacije NOS-
a, fosfolipaza, proteaza i nukleaza Cime se degradiraju sve stani¢ne sastavnice (75-77).
Osteceni mitohondriji dodatno proizvode ROS-ove ¢ime Se jos vise ostecuje proteinski i lipidni
sastav njene membrane $§to finalno dovodi do njene depolarizacije, pove¢ane propusnosti,
otpustanja citokroma ¢ i AIF-a te apoptotske smrti stanice (75-77). Sekundarni energetski
deficit nastaje u periodu izmedu 8 i 48 h nakon HIE te ga karakterizira prisutnost oksidativnog
stresa, upale 1 dodatne ekscitotoksi¢nosti. Zbog smanjene razine antioksidativnih enzima i
povecane koncentracije nesaturiranih masnih kiselina, mozak novorodencadi posebno je

osjetljiv na oksidativni stres (75, 76).

Terapijske metode lije¢enja HIE usmjerene su na inhibiciju otpusStanja glutamata i blokiranje
njegovih receptora, protuupalno djelovanje te smanjenje energetskog gubitka (75, 76).
Najcesce koriStena 1 jedina dosad dokazano ucinkovita metoda lijeenja je proces umjerene
hipotermije ¢ime se tijekom 48—72 h tjelesna temperature odrzava izmedu 33 °C i 36 °C. Glavni
cilj hipotermije je smanjenje negativnih uc¢inaka oksidativnog stresa, glutamata te smanjena
potreba tijela za kisikom (75, 76). Manje istrazivani terapijski pristupi lije¢enja HIE ukljucuju
koriStenje eritropoetina, hematopoetskih mati¢nih stanica, antiepileptika, ksenona, DHA te

kanabinoidnih agonista (75).

1.7. Terapijski ué¢inak mati¢nih stanica

Mati¢ne stanice naziv su za nezreli oblik stanica koji posjeduje moguénost diferencijacije u
zreli stanicni tip (78). S obzirom na podrijetlo i1 prisutnost u organizmu, mozemo ih podijeliti
na embrionalne i adultne (79). Dok su embrionalne mati¢ne stanice prisutne iskljucivo tijekom
embrionalnog razvoja, adultne mati¢ne stanice su stanice koje su u razlicitim koli¢inama
prisutne u odredenim vrstama tkiva odraslih jedinki. Ograni¢enog su diferencijacijskog
potencijala s moguénoS¢u sazrijevanja u tocno odredenu stanicnu populaciju (38, 80).
Diferencijacijski potencijal stanica objasnjava se kao svojstvo mati¢nih stanica kojim one
postupno sazrijevaju u zreli, specifi¢ni stani¢ni oblik (38). Metabolicke promjene, utjecaji
faktora rasta, hormona, molekula izvanstani¢nog matriksa, kao i djelovanje tranksripcijskih
faktora te odredeni epigenetski mehanizmi kontroliraju specificne signalne puteve stanica
nuzne za diferencijaciju (66, 81, 82). Prema diferencijacijskom potencijalu, mati¢ne stanice se

mogu podijeliti na totipotentne, pluripotentne te multipotentne (Slika 3) (37).
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Slika 3. Razli¢iti stupanj potentnosti medu stanicama. Slika izradena u programu BioRender.com.

Terapijski potencijal mati¢nih stanica ostvaruje se direktnom zamjenom ostecenih ili dotrajalih
stanica te indirektno, proizvodnjom razliCitih blagotvornih, bioloski aktivnih molekula 1
faktora, prvenstveno egzosoma koji utjeCu na stanicni mikrookoli§ (83). Medustani¢na
komunikacija je kljutna u odrzavanju homeostaze i pokretanju mehanizama popravka.
Egzosomi koji izlaze iz stanica u obliku izvanstani¢nih mjehuri¢a predstavljaju iznimno vazne
komunikacijske molekule u stani¢noj interakciji (84). Okruglaste su strukture, veli¢ine 30-100
nm koje pohranjujuéi razne bioaktivne molekule (mRNA, miRNA, DNA, enzime, citokine)

komuniciraju s okolnim stanicama te tako utjeu na njihov metabolizam (84, 85).

lako pluripotentne mati¢ne stanice prisutne u embrionalnom tkivu posjeduju najveéi terapijski
potencijal, njihova izolacija i primjena predmet je mnogih etickih dvojbi i rasprava (86).
Iznimno veliki napredak u koriStenju pluripotentnih mati¢nih stanica u terapijske svrhe
omogucen je razvojem iPSC stanica koje se genskim reprogramiranjem preoblikuju iz adultnih
somatskih stanica (87). Metodu je 2006. godine razvio Yamanaka kada je koristeci
kombinaciju Cetiri transkripcijska faktora (OCT4, SOX2, KLF4 te C-MYC) uspio
reprogramirati fibroblaste u iPSC (88). Stvorene iPSC zadrzavaju moguénost pluripotentnosti,
strukturno su vrlo slicne embrionalnim stanicama, i predstavljaju revolucionaran model u

istrazivanju mnogih stani¢nih procesa, bolesti kao i mogu¢em razvoju terapijskih strategija
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(89). Glavni nedostatak koriStenja pluripotentnih mati¢nih stanica su njihova iznimno visoka
proliferativna svojstva koja u odredenim uvjetima mogu potaknuti proces tumorigeneze zbog
¢ega se pri razvoju terapijskih pristupa preporucuje koristenje zrelijih oblika mati¢nih stanica

(44).

Multipotentne mati¢ne stanice su zbog dostupnosti u adultnom tkivu, kao i lako¢i izolacije i
dalje predmet velikog broja istrazivanja s potencijalnim terapijskim i klinickim primjenama

(79). U istrazivanjima lije¢enja neuroloskih poremecaja, dosada$nje studije su se uglavnom
temeljile na u¢inku hematopoetskih (HMS), mezenhimskih (MMS) i Zivéanih (ZMS) matiénih
stanica. U razdoblju od 1999. do 2018. registrirana je 201 klini¢ka studija ispitivanja utjecaja
mati¢nih stanica na neuroloske poremecaje, ali ih je samo 10 dospjelo do zavr$nih faza (faze 2
i 3) (44). U istrazivanjima prednja¢e MMS koje su ukljucene u ¢ak 120 studija od kojih je 7
dospjelo do klini¢kih ispitivanja. ZMS su koristene u 27 registriranih klinickih ispitivanja gdje
se istrazivao njihov uc¢inak u lije¢enju mozdanog udara (n=5), multiple skleroze, ozlijede ledne
mozdine, ALS-a, Parkinsonove bolesti te tumora mozga (44). lako postoje brojni radovi o
neuroprotektivnim i regenerativnim svojstvima ZMS-a nakon ishemijske ozljede, oni su
uglavnom usmjereni na pretklinicka istrazivanja, fazu 1 1 2 klini¢kih ispitivanja te nisu
odobrena u lijeCenju (44, 90-93). Istrazivanja pokazuju kako tretman maticnim stanicama
(MMS-ma i ZMS-ma) rezultira smanjenjem zahvaéenog podrudja te neuroprotektivnim,

protuupalnim i antiapoptotskim u¢incima nakon pojave encefalopatije (94-97).
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2. Hipoteza

Dodane mati¢ne stanice reguliraju autofagiju i mitofagiju u stanicama u kojima je nastalo

hipoksijsko ostecenje te tako povecavaju njihovo prezivljenje.

14



3. Ciljevi rada

3.1. Opéi cilj

Cilj ove disertacije je istraziti kako hipoksijsko ostecenje djeluje na autofagiju i mitofagiju
tijekom diferencijacije ziv€anih mati¢nih stanica. Istovremeno je cilj istraziti povecavaju li
egzogeno dodane mati¢ne stanice prezivljenje hipoksijom osSteéenih stanica te je li taj ucinak

posredovan regulacijom autofagije i mitofagije.
3.2. Specific¢ni ciljevi

1. Kvantitativnim metodama usporediti biljege autofagije i mitofagije tijekom diferencijacije

ziv€anih mati¢nih stanica u normoksi¢nim i hipoksi¢nim uvjetima.

2. Opisati morfoloske promjene mitohondrija (posebno fuzijsko/fisijske cikluse) tijekom

diferencijacije zZiv€anih mati¢nih stanica u normoksi¢nim 1 hipoksi¢nim uvjetima.

3. Istraziti utjecaj dodanih zivéanih mati¢nih stanica na intenzitet i obiljezja autofagije i

mitofagije u stanica koje su bile oSte¢ene hipoksijom.
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4. Materijali i metode
4.1. Postupci na zivotinjama

U svrhu izrade doktorske disertacije koriSteni su misji zameci stari 14.5 dana dobiveni iz
skotnih Zenki visokosrodne linije B6 Albino (B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl). Zivotinje su uzgajane
u kontroliranim uvjetima nastambe za laboratorijske zivotinje (HRPOK-006). S ciljem
minimalizacije boli i patnje zivotinja, istrazivanje se provodilo prateci direktivu 2010/63/EU,
Zakon o zastiti zivotinja RH (NN br. 102/2017), FELASA smjernice te smjernice i odredbe
nadleznog Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Ur. broj: 380-59-10106-17-100/27)

odobrilo je provedbu eksperimentalnih postupaka nad spomenutim Zivotinjama.
4.1.1. Parenje Zivotinja i odredivanje starosti zametaka

S ciljem dobivanja zametaka, parenje se potaknulo grupiranjem triju Zenki i jednog muzjaka u
isti kavez. Prisutnost sjemene tekucine u obliku vaginalnog €epa rodnice sparenih Zenki
potvrdilo je njihovu skotnost. Kako bi dobili zametke to¢no odredene starosti, Zenke su

zrtvovane 14. dana skotnosti.
4.1.2. Zrtvovanje Zivotinja i izolacija zametaka

Skotne Zenke su postupkom cervikalne dislokacije Zrtvovane nakon 14.5 dana. Cervikalna
dislokacija je tehnika koja dovodi do trenutne smrti, bez patnje za jedinku. Nakon dezinfekcije
70%-tnim etanolom, otvorila se trbusna Supljina miSica te su se iz rogova maternice izolirali
zameci. Zameci su se zatim premjestili u sterilnu Petrijevu posudicu ispunjenu HBSS-om
(Gibco, 14175095). Kako bi se osigurala sterilnost postupka, zametci su se prenijeli u laminar

gdje su se postupkom dekapitacije zrtvovali.

4.2. Postupci na stanicama

4.2.1. 1zolacija zivéanih mati¢nih stanica i uzgoj neurosfera

Izolacija ZMS-a zapocela je odvajanjem telencephalona te njegovim premjestanjem u sterilnu
Petrijevu posudicu ispunjenu HBSS-om. Telencephalon se prvo mehanicki usitni Skaricama te
zatim premijestili u sterilnu Falcon epruvetu od 50 mL gdje se dodavanjem 1 mL akutaze
(StemPro®Accutase® Cell Dissociation Reagent, Gibco by life Technologies, A11105-01) po
telencephalonu potaknula njihova enzimatska razgradnja. Akutaza je mjeSavina enzima

proteaza i kolagenaza koja se rutinski koristi za odvajanje pojedinacnih stanica iz tkivne
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nakupine. Pomocu akutaze tkivo se proteoliticki razgraduje Sto pospjeSuje oslobadanje
pojedinacnih stanica. Uzorci uronjeni u akutazu su se inkubirali 20 minuta u vodenoj kupelji
na 37 °C. Po zavrSetku inkubacije, u svrhu dodatnog poticanja stani¢nog odvajanja, uzorci su
se nekoliko puta resuspendirali. S ciljem inaktivacije djelovanja akutaze, stanice su se prebacile
u novu Falcon epruvetu ispunjenu medijem za proliferaciju (DMEM/F12 + Glutamax (Gibco,
31331-093) obogac¢enim s 1% N2 Supplement 100x (Gibco, 17502-048), 1% Pen/Strep
(Penicillin/Streptomycin, 5000U/ml,Gibco, 15070063), 2% B27 Supplement 50x (Gibco,
17502), 20 ng/ml EGF (Gibco, PMG8041), 10 ng/ml bFGF (Gibco, PMGO0035) te 5 mM
HEPES (Sigma-Aldrich, H0887). Centrifugiranjem uzoraka na 200 RCF (engl. Relative
Centrifugal Force) 6 minuta, stanice su se iztalozile na dno Falcon epruvete. MjeSavina
proliferacijskog medija 1 akutaze (supernatant) se zatim odbacila, a stani¢ni talog se njezno
resuspendirao u 1 mL novog medija za proliferaciju. Zavr$no, stanicama izoliranim od 2 do 3
telencephalona dodalo se 12 mL ugrijanog medija za proliferaciju nakon ¢ega su oprezno
prebacene u sterilne posude za uzgoj stanica povrsine 75 cm? (T75, BD Falcon, 353110). Takve
su se stanice obiljeZile kao nulta pasaza te su se u kontroliranim uvjetima (37 °C 1 5% CO2 s
vlagom od minimalno 90%) uzgajale u inkubatoru. U svrhu odrZzavanja njihova proliferativnog

potencijala, stanicama su se svaka dva dana dodali novi ¢imbenici rasta.

Izolirane, individualne stanice se dijeljenjem i rastom spajaju s okolnim stanicama u strukture
specifiéne iskljuéivo za ZMS— neurosfere. Vazno je napomenuti kako ZMS nisu adherentne,
ve¢ se nalaze u suspenziji. Nekoliko dana nakon izolacije, kada su neurosfere prevladavale u
posudi za uzgoj stanica, uslijedila je njihova disocijacija tj. ponovni proces akutazom
potpomognute enzimatske razgradnje. Ukoliko neurosfere previse narastu nije moguca njihova
razgradnja, pa je stoga iznimno vazno optimizirati i nadzirati broj i1 rast nasadenih stanica.
Disocijacija je zapocela njeznim prebacivanjem u sterilnu 50 mL Falcon epruvetu i
centrifugiranjem na 200 RCF 1 minutu. Centrifugiranje u trajanju od 1 minute dovoljno je da
stanice padnu na dno i odvoje se od medija. Kako bi u Falcon epruveti ostao samo stanicni
talog, supernatant se njezno odlio, nakon ¢ega se dodalo 1 mL akutaze. Stanice su se uz
povremeno njezno resuspendiranje, inkubirale u akutazi 8 min na 37 °C. Inaktivacija akutaze
omogucena je dodavanjem medija za neutralizaciju u omjeru 1:5. Stanice su se centrifugirale
6 minuta na 200 RCF, nakon ¢ega su se pazljivo odvojile od supernatanta. Proces brojanja
stanica temeljio se na dodavanju i laganom resuspendiranju stani¢nog taloga s 1 mL medija za
proliferaciju. Za brojanje stanica koristena je Neubauerova komorica. Ukupno je koristeno 600

000 stanica resuspendiranih u 12 mL medija za proliferaciju nasadenih u T75 posudu za uzgoj
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stanica (50 000 stanica po mililitru). Stanice koje su zatim bile obiljezene kao prva pasaza rasle
su u sterilnom inkubatoru pri kontroliranim uvjetima temperature (37 °C), vlage (87-90 %) i

uglji¢nog dioksida (5%).
4.2.2. Zamrzavanje ziv¢anih mati¢nih stanica

Uobicajeno se izolacijom dobiva veliki broj stanica koji se u jednom ciklusu pokusa uglavnom
ne iskoristi. S ciljem smanjenja prekomjernog zrtvovanja zenki, stanice se mogu smrznuti,
pohraniti u teku¢em dusiku te prema potrebi koristiti u daljnjim istrazivanjima. Smrzavanje
stanica odvijalo se u prvoj pasazi, dva dana nakon disocijacije, kada su one prisutne u obliku
malih neurosfera veli¢ine oko 50 um. lako se tofan broj stanica nije mogao sa sigurnoS¢u
utvrditi, zamrznuto je oko 600 000 stanica (50 000 po mL) nasadenih prilikom zadnje
disocijacije. Proces stanicnog smrzavanja provodio se u posebnom mediju sa¢injenom od
medija za proliferaciju izmijenjenog sastava uz prisutnost dvostruko vece doze B27 suplementa
i 20% DMSO0-a (D2650, Sigma-Aldrich). DMSO je standardno koristeni krioprezervacijski
spoj koji formira pore na stanicnoj membrani ¢ime potiCe izlazak vode iz unutarstani¢nog
prostora te sprjecava nakupljanje kristala i oStecenje stanica (98). Proces smrzavanja zapoceo
je prebacivanjem stani¢nog sadrZaja posude za uzgoj stanica u Falcon epruvetu od 50 mL.
Centrifugiranjem 5 minuta na 200 RCF stanice su se odvojile od supernatanta. Stanicnom
talogu se zatim dodalo 1 mL medija za smrzavanje, lagano se resuspendirao i prebacio u krio
epruvetu (Thermo Scientific, Nunc, 368632). Krio tube su premjestene u prethodno ohladeni
kalup za smrzavanje (Corning,CLS432004) te je sve zajedno pohranjeno preko no¢i na -80 °C.

Drugi dan, stanice su bile prebacene iz -80 °C u tekuci dusik za dugotrajno skladiStenje.

4.2.3. Odmrzavanje ziv¢anih mati¢nih stanica i priprema za pokuse

Neposredno prije odmrzavanja stanica bilo je potrebno pripremiti i ugrijati 22 mL medija za
proliferaciju. Proces odmrzavanja ZMS-a zapo&eo je njihovim vadenjem iz tekuéeg dusika i
naglim otapanjem u toploj kupelji na 37 °C. Kako bi se sprijecio Stetan u¢inak DMSO-a,
otopljene stanice bilo je potrebno njezno prebaciti u 10 mL prethodno pripremljenog medija za
proliferaciju. Stanice su se zatim centrifugirale 5 minuta 200 RCF. Odbacio se supernatant, a
stanice su se njezno resuspendirale u 1 mL medija za proliferaciju. Zavr$no, 1 mL medija sa
stanicama se lagano, kap po kap, dodao u preostalih 11 mL medija za proliferaciju te se
koriste¢i jednokratnu serolosku pipetu ispustio u sterilnu posudu za uzgoj stanica T75. Kako
bi se odrzali optimalni uvjeti za njihov rast, stanice su bile prebacene u inkubator s konstantnom

temperaturom od 37 °C te razinom ugljicnog dioksida od 5% i vlage 85-90%. Ovisno o veli¢ini
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1 gustoci neurosfera, stanice su se nakon par dana nasadivale ili alternativno, ponovno
disocirale istim postupkom opisanim u poglavlju 4.2.1.. Kako bi zadrzali mitogeni potencijal,
disociranim su se stanicama svaka dva dana dodali svjezi faktori rasta. U istrazivanju su

koristene stanice izmedu pasaza 2 i 5 (P2-P5).

4.2.4. Nasadivanje stanica za ispitivanje diferencijacije

U svim provedenim pokusima koristile su se ZMS u diferencijaciji. Proces diferencijacije
zapoCinje njthovom prianjanjem na sterilne plo€ice s bunari¢ima ili Petrijeve posudice sa
staklenim dnom koje su prethodno bile presvucene proteinima izvanstani¢nog matriksa, PDL-
om (Sigma-Aldrich, P6407) i lamininom (Sigma-Aldrich, L2020). Dodatno, u
imunocitokemijskoj metodi, stanice su bile nasadene na presvucena okrugla stakalca promjera
12 mm (Menzel, CB0O0120RA1) koja su se nalazila u sterilnoj plocici s 24 bunari¢a. PDL se
otapao u dvostruko destiliranoj sterilnoj vodi do koncentracije od 50 pg/ml te inkubirao na
sobnoj temperaturi preko noc¢i. Drugi dan se ispirao 3 puta po 10 min u sterilnoj vodi nakon
¢ega je dodan laminin. KoriStena koncentracija laminina bila je 10 pg/mL, a pripremila se
otapanjem u DPBS-u (engl. Dulbecco's phosphate-buffered saline) bez Ca?* i Mg?* (Gibco,
14190144). Koristeni volumen obje otopine morao je prekriti dno te je varirao ovisno o vrsti
koristene sterilne plocice. Inkubacija laminina provodila se u sterilnom inkubatoru na 37 °C 2
do 3 h nakon ¢ega se njezno aspirirao i jednom isprao u punom mediju za nasadivanje. Medij
se takoder aspirirao te se zavrSno dodao novi puni medij u kojem ¢e biti nasadene stanice.
Plocice su se do nasadivanja stanica drzale u inkubatoru na 37 °C. Medij za nasadivanje, za
razliku od proliferacijskog medija nije sadrzavao faktore rasta (EGF i FGF) i suplement B27
koji su zamijenjeni dodatkom FBS-a (Gibco, 10270106) u koncentraciji od 1% te 2%
suplementa B27 plus 50x (Gibco, A3582801). Ukupni volumen punog medija za
diferencijaciju iznosio je 4 mL za plocCice s 6 bunari¢a, 1 mL za plocice s 24 bunarica te 150
pnL za plo€ice s 96 bunari¢a. U Petrijevim zdjelicama sa staklenim dnom nalazilo se 2 mL
medija za diferencijaciju. Pripremanje, disocijacija 1 brojanje stanica radilo se po identicnom
protokolu opisanom u poglavlju 4.2.1.. Zavr$no, nasadeno je 600 000 — 750 000 stanica u
plocice s 6 bunarica, 60 000 — 70 000 stanica u plocice s 24 bunari¢a, 10 000 stanica u plocice
s 96 bunari¢a te 200 000 — 250 000 stanica u Petrijeve posudice sa staklenim dnom. Optimalni
uvjeti za rast stanica osigurani su premjestanjem plocica i Petrijevih posuda sa staklenim dnom
u sterilni inkubator s kontroliranim uvjetima. Polovica medija za nasadivanje se svaka cetiri
dana mijenjala s novim medijem za nasadivanje istog sastava uz iznimku koristenja Neurobasal
CST-a (Gibco, A13712-01) umjesto DMEM/F12 (1:1)(1x) + Glutamax.
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4.3. Model deprivacije kisika i glukoze (model OGD) te reoksigenacije u ostecenju
nezrelih stanica Zivéanog sustava

ZMS su 1., 7., i 14., dana diferencijacije (D1, D7 i D14) bile izlozene in vitro modelu
ishemijskog mozdanog udara (OGD model). Kako bi se induciralo ishemijsko oStecenje,
stanicama je oprezno aspiriran medij te dodan novi, prethodno ugrijani medij bez glukoze
(DMEM, no glucose, Gibco, 11966025). Ovisno o vrsti plo€ice s bunari¢ima, stanicama je
dodano 4 mL medija u plo€icu s 6 bunari¢a, 1 mL medija u plo¢icu s 24 bunarica te 150 uL u
plocicu sa 96 bunarica. U Petrijevu posudu sa staklenim dnom dodano je 2 mL medija.
Hipoksijski uvjeti uspostavili su se prebacivanjem stanica u inkubator s kontroliranom razinom
kisika od 1% uz konstantnu razinu ugljikova dioksida od 5% te vlage od 85-90%. Tretman je
trajao 24 h, a analiza stanica se provodila usporedno s kontrolnim stanicama smjeStenim u

ambijentalnim uvjetima s razinom kisika 18-20%.

Drugi dio doktorskog rada temeljio se na analizi reoksigenacije, utjecaja ZMS-a te njihovih
izoliranih egzosoma na OGD-om oStec¢ene stanice. Po zavrSetku OGD tretmana u trajanju od
24 h, medij bez glukoze je aspiriran te je oste¢enim i kontrolnim stanicama (sada oznac¢ene kao
D2, D8 i D15) dodan novi puni medij za diferencijaciju. Dodano je 2 mL u plocCice sa 6
bunarir¢a, 150 uL u ploc¢ice sa 96 bunari¢a te 2 mL u Petrijevu posudu sa staklenim dnom.
Reoksigenacija, kao i tretmani trajali su novih 24 h. Ko-kultura OGD-om ostecenih stanica i
nezrelih ZMS-a uspostavila se koristenjem sterilnih stani¢nih inserata (Merck Millipore,
PICMO03050). U insertima se nalazilo 300 000 stanica u 2 mL medija za proliferaciju koji su
njezno dodani u plocicu sa 6 bunari¢a gdje su se prethodno oStec¢ene stanice nalazile u 2 mL
medija za diferencijaciju. Glavni razlog zbog kojeg su se u tretmanu ZMS-ma, stanice umjesto
u mediju za diferencijaciju nalazile u mediju za proliferaciju bila je duzina trajanja ko-kulture
(24 h) uslijed koje dolazi do morfoloskih promjena stanica te moguéeg gubitka mati¢nosti koji
je na ovaj nacin sprije¢en. Egzosomi otopljeni u ExoR otopini dodavali su se direktno u medij
s oStecenim stanicama. U istraZivanju su koriStene sljedece skupine: kontrola, I/R (ishemija/
reoksigenacija), I/R + ZMS, I/R + proliferacijski medij, I/R + egzosomi te I/R + ExoR. Skupine
I/R + medij te I/R + Ex0R koristene su u svrhu isklju¢ivanja njihova u¢inka u tretmanima s

ZMS-ma i egzosomima.
4.4, 1zolacija egzosoma iz stani¢nog medija

Egzosomi su izolirani s pomoc¢u Cell Culture Media Exosome Purification and RNA Isolation

Midi Kit-a prema uputama proizvodaca (Norgen Biotek, 60800). Ukratko, za izolaciju
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egzosoma, ZMS su 2-4 dana rasle u sterilnoj posudi za uzgoj stanica T75. Njihovim
centrifugiranjem 5 minuta 200 RCF nastao je stanicni talog, a 10-20 mL stani¢nog medija
koristilo se za izolaciju egzosoma. S ciljem uklanjanja stani¢nih ostataka, medij bez stanica se
ponovno centrifugirao 15 minuta 200 RCF te njezno prebacio u novu Falcon epruvetu. Za svaki
mL medija dodalo se 2.5 pL otopine ExoC i konstantnih 400 uL smole za izolaciju (Slurry E).
Nakon temeljitog vorteksiranja u trajanju od 10 sek, mjesavina egzosoma i smole se inkubirala
na sobnoj temperaturi 10 minuta. Centrifugiranjem 2 minute na 2000 RPM (engl. revolutions
per minute) egzosomi su se vezali na smolu, a supernatant se odbacio. Kako bi se odvojili
vezani egzosomi, talogu se dodalo 400 pL otopine ExoR. Novim vorteksiranjem osigurala se
homogenizacija taloga s otopinom ExoR. Inkubacijom od 10 minuta te centrifugiranjem 2
minute na 500 RPM od smole se odvojio proziran supernatant. Zavrsno, koriste¢i mini filter
kolumnu, supernatant se centrifugiranjem na 6000 RPM 1 minutu procistio pri ¢emu su u
otopini ostali samo egzosomi. [zolirani egzosomi su se do koriStenja pohranili otopljeni u

otopini ExoR na -20 °C.
4.4.1. Kvantifikacija i vizualizacija izoliranih egzosoma

Veli¢ina 1 koncentracija izoliranih egzosoma kvantificirala se pomo¢u qNANO Gold uredaja
(Izon Science Ltd, Cambridge, MA, USA). Princip rada uredaja temelji se na uspostavljanju
napona koji nastaje dodavanjem otopine elektrolita. Kada Cestice iz uzorka prolaze kroz poru
na membrani, ometa se protok struje Sto rezultira smanjenim naponom. Svaki blokirajuci signal
ekvivalentan je jednoj Cestici iz uzorka. Istrazivanje se provodilo na nanopori (NP100,
IzonScience Ltd, Cambridge, MA, USA) Sirine 49 mm koja se utvrdila s pomoc¢u digitalnog
kalipera. Umetanje, ¢iS¢enje i kalibriranje pore provodilo se sukladno uputama proizvodaca.
Izolirane cestice su se detektirale koriStenjem tlaka od 10 atm (standardna atmosfera),
frekvencije njihova prolaska od 200 po minuti, a u analizi ih je koriSteno vise od 500.
Kvantifikacije izoliranih ¢estica se provodila koriste¢i Izon control suite program (1zon Science
Ltd).

Prisutnost egzosoma u zivim stanicama utvrdila se njihovim ozna¢avanjem s fluorescentnom
bojom PKH26 (Sigma-Aldrich, PKH26GL) sukladno optimiziranim protokolu. Ukratko,
otopina izoliranih egzosoma se u omjeru 1:1 pomijesala s otopinom A nakon Cega im je
dodana PKH26 boja (200 pL nosaca + 0.8 uL PKH26 boje). Smjesa se lagano par puta
resuspendirala, inkubirala 5 minuta na 37 °C te pomijesSala s 400 pL otopine 10 % BSA.

Mjesavina otopina se lagano resuspendirala i razrijedila u PBS-u do finalnog volumena od 10
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mL. Fluorescentno oznaceni egzosomi su se ponovno izolirali istim procesom opisanim u

poglavlju 4.4. te dodali u medij sa stanicama.
4.5. 1zolacija proteina iz stanica

Proteini su izolirani iz stanica nasadenih u plocice sa 6 bunaric¢a. Kako bi se uklonile mrtve
stanice, pocetno je iz bunarica aspiriran stani¢ni medij, a stanice su bile isprane s 1 mL PBS-a.
S ciljem smanjenja aktivnosti degradacijskih enzima proteaza i fosfataza, plocice sa stanicama
su se prebacile na led te im se dodalo 150 pL otopine RIPA-e (Millipore, 20-188) s proteaznim
(Roche, 11836170001) i fosfataznim (Roche 4906837001) inhibitorima. Stanice su se
koriStenjem stani¢nog strugaca (Falcon, 353086) odvojile od bunarica te prebacile u 1.5 mL
epruvetu (Thermo Scientific, 3451). Izolacija proteina pospjeSila se uvlacenjem stani¢nog
lizata kroz 27G sterilnu iglu. Stanicni lizati su zatim, uz povremeno vorteksiranje, drzani na
ledu 30-ak minuta. Zavr$no, uzorci su centrifugirani na 14 000 RCF 10 minuta uz temperaturu

od +4 °C, pazljivo odvojeni od taloga te alikvotirani i skladiSteni na — 20 °C do koriStenja.

Kvantifikacija proteina odredivala se koriStenjem Bradford (Thermo Scientific, 1863028) i
BCA metode (Thermo Scientific, 23227) prema uputama proizvodaca. Rezultati su dobiveni
mjerenjem apsorbance na GloMax® Explorer System na 600 nm za Bradford te 560 nm za
BCA metodu. Zbog premale koncentracije proteina izoliranih iz stanica D1 analiziran je

proteinski izraZaj stanica preostala spomenuta dva dana diferencijacije.

4.6. Priprema stanica za metodu imunocitokemije

Stanice nasadene u ploCicu s 24 bunari¢a i umetnutim stakalcima promjera 12 mm su se
koristile za metodu imunocitokemije (ICC). Iz bunarica se prvo pazljivo aspirirao medij nakon
Cega se dodalo 500 pL 4 % otopine PFA u PBS-u. PFA je standardno koristeni fiksativ u kojem
se proteini stanica medusobno kovalentno povezu. Inkubacija je trajala 10-15 minuta, nakon
¢ega su se stanice 3x10 minuta ispirale s 500 pL otopine PBS-a. Plo€ice s 24 bunarica su se

zamotale u parafilm i skladistile na +4 °C do 2 tjedna.
4.7. 1zolacija RNA iz stanica

Izolacija RNA molekula iz stanica odradila se s pomo¢u RNeasy kita (Qiagen, 74104).
Stanicama nasadenim u plocice s 6 bunari¢a pocetno je aspiriran medij nakon ¢ega im se dodalo
600 pL otopine RLT obogacene s beta merkaptoetanolom do zavr$ne koncentracije od 1%.
KoriStenjem sterilnih stani¢nih strugaca, stanice su sastrugane, lizat prebaCen u sterilne

epruvete od 1.5 mL, vorteksiran 1 minutu te pohranjen na -80 °C. Na dan izolacije, uzorci su

22



otopljeni na 37 °C, a RNA je izolirana sukladno uputama proizvodaca. Koncentracija izolirane
RNA mjerila se na spektrofotometru (Thermo Scientific, NanoDrop ND-1000).

4.8. Analiza proteinskog izrazaja metodom Western blot

Western blot metoda za specifiénu analizu proteinskog izrazaja pocinjala je pripremom 12%-
tnih akrilamidnih gelova sadinjenih od djela za sabijanje te djela za razdvajanje proteina. U
pokusima su koriSteni Stain free gelovi (Bio-Rad, 1610185) pripremljeni prema uputama
proizvodaca u koje su umetnuti ¢esljevi s 10 ili 15 jaZica. Neposredno prije unosa proteinskih
lizata u gel, uzorci su se pripremali otapanjem na ledu, reduciranjem disulfidnih veza koristeci
NuPAGE™ Sample Reducing Agent otopinu (Invitrogen™, NP0009) koja se pomijeSala s
otopinom za uzorke (NuPAGE™ LDS Sample Buffer, Invitrogen™, NP0007). Pripremljena
mjeSavina otopina i1 uzoraka se zatim zagrijavala u termalnom bloku 10 minuta na 70 °C.
Gelovi su se prebacili u kadicu s posebnim kalupom za vertikalnu elektroforezu (Mini
PROTEAN Tera Cell, Bio-Rad), a unos uzoraka je zapocCeo dodavanjem 5 pL proteinskog
standarda s pomocu kojeg se lakse odredila veli¢ina ostalih proteina od interesa. U ostale jazice
dodani su uzorci s 3-5 g proteina. Kadica za vertikalnu elektroforezu bila je do to¢no odredene
razine ispunjena otopinom za razdvajanje proteina sastava: 3 g Trizma baza (Sigma-Aldrich,
T8524), 14.4 g Glicin (Sigma-Aldrich, G8898), 1 g natrijev dodecil sulfat (SDS, Sigma-
Aldrich, L4390) otopljenih u 1 L destilirane vode. Induciranjem napona od 80 V potaknulo se
razdvajanje negativno nabijenih proteina. Kada su proteini prosli dio gela za sabijanje, napon
se pojacao do 120 V. Vrijeme potrebno za razdvajanje proteina variralo je ovisno o jacini
napona te ga je bilo potrebno pazljivo kontrolirati kako bi se osiguralo njihovo potpuno
razdvajanje. Po zavrSetku razdvajanja proteina, gelovi su se isprali u destiliranoj vodi. Prijenos
proteina s gela na membranu zapoCeo je prethodnom aktivacijom PVDF membrane
(poliviniliden fluorid, Merck Millipore, IPVH15150) u metanolu 1 minutu te njenom
kalibracijom u otopini za prijenos 10 minuta. Proteinski prijenos temeljio se na slaganju
posebne konstrukcije koja omogucéava blizak kontakt membrane i gela, a sam prijenos se
odvijao putem elektrotransfera u prethodno ohladenoj otopini za prijenos sastava: 3 g Trizma
base (Sigma-Aldrich, T8524) i 14.4 g Glicina (Sigma-Aldrich, G8898) otopljenih u otopini
sa¢injenoj od 200 mL metanola i 800 mL destilirane vode. Prijenos je trajao 70 minuta uz
koriStenje konstantnog napona od 30 V. Po zavrSetku prijenosa proteina, s ciljem smanjenja
nespecifiénog vezanja, membrana je 2 sata inkubirana u 3-5% mlijeku s niskim udjelom
masnoce (Sigma-Aldrich, 70166) otopljenom u TBST-u (tris-buffered saline + 0.1 % Tween

20 (Sigma-Aldrich, P1379)). Sukladno proizvodac¢evim uputama primarno protutijelo se
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razrijedilo u 3% mlijeku niskog udjela masnoce i nanijelo na blokiranu membranu. Inkubacija
se odvijala preko no¢i, uz laganu tresnju klackalice, na +4 °C. Drugi dan se membrana ispirala
3x10 minuta u TBST-u nakon ¢ega je 1 sat inkubirana u sekundarnom protutijelu razrijedenom
u TBST-u u omjeru 1:200 000. Proteini od interesa su detektirani djelovanjem
kemiluminiscentnog reagensa (Thermo Scientific, 34095) prema uputama proizvodaca na

uredaju ChemiDoc MP (Bio-Rad).

Tablica 1. Primarna protutijela i njihova razrjedenja koriStena u procjeni proteinskog izrazaja metodom

Western blot.
Podrijetlo Protein od interesa | Razrjedenje Proizvodad Kataloski broj
Kunié¢ PINK1 1:1000 Abcam ab23707
Mis Parkin 1:1000 Abcam ab77924
Kunié¢ FUNDC1 1:2500 Novus biologicals NBP1-81063
Kunié BECLIN1 1:1000 Abcam ab207612
Kunié LC3-11 1:1000 Cell signalling #3868
Kunié¢ p62 1:15 000 Abcam ab109012

Tablica 2. Sekundarna protutijela i njihova razrjedenja koristena u procjeni proteinskog izrazaja metodom
Western blot.

Podrijetlo Razrjedenje Proizvodad

1:200 000

Kataloski broj
ab6728

Kuni¢ anti - mi§ Abcam
lgG H&L
(HRP)

Koza anti -
kunié 1gG H&L

(HRP)

1:200 000 Abcam ab6721

4.9. Analiza proteinskog izrazaja metodom imunocitokemije

Imunocitokemijska metoda zapocela je permeabilizacijom fiksiranih stanica u otopini 0.2%
Tritona (Sigma Aldrich, T8787) u PBS-u kroz 10 minuta. Stanice su se zatim ispirale 3x10
minuta u PBS-u te blokirale 2 sata na sobnoj temperaturi u 500 puL 3% kozjeg seruma (Thermo
Fisher Scientific, 16210064). Po zavrsetku blokiranja, stakalca sa stanicama su se inkubirala
preko noc¢i na +4 °C u 90 pL specificnog primarnog protutijela. Iduéi dan, stanice su se ispirale

u PBS-u 3x10 min te potom inkubirale u otopini 3% kozjeg mlijeka u PBS-u i odgovaraju¢ih

24



sekundarnih protutijela. Inkubacija je trajala 2 sata na sobnoj temperaturi, a stanice su bile
zaStiene od svjetla. Po zavrSetku inkubacije, viSak sekundarnog protutijela se ispirao 3x10
minuta u PBS-u. S ciljem vizualizacije stani¢nih jezgara, stanice su se 10 min bojale otopinom
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole, Roche, 10236276001) koncentracije 0.1 pg/mL. Stanice
su se zatim ponovno ispirale 3x10 minuta u PBS-u, a stakalca sa stanicama su se koriStenjem
otopine za uklapanje fluorescentnih preparata (Dako Fluorescent Mounting Medium, Agilent
S3023) uklopila na mikroskopska stakalca. Nakon §to se medij za uklapanje osusSio na sobnoj

temperaturi, stakalca sa stanicama su se zastitila od svjetla te dugoro¢no pohranila na +4 °C.

Tablica 3. Primarna protutijela i njihova razrjedenja koriStena u procjeni proteinskog izrazaja metodom
imunocitokemije.

Podrijetlo Protein od interesa | Razrjedenje Proizvodad Kataloski broj
Kunié SOX2 1:200 Cell Signalling #23064S

Mis Nestin 1:200 Milipore MAB353

Pile GFAP 1:1000 Abcam ab4674

Pile MAP2 1:10 000 Abcam ab5392
Kuni¢ TOMM20 1:250 Abcam ab186735

Tablica 4. Sekundarna protutijela i njihova razrjedenja koriStena u procjeni proteinskog izrazaja
metodom imunocitokemije.

Podrijetlo Razrjedenje Proizvodad Kataloski broj
Alexa Fluor 488 koza 1:1000 Invitrogen A28175
anti - mi§ 1gG (H+L)

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

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

4.10. Analizaizrazaja mRNA

Kako bismo procijenili genski izrazaj, RNA molekule izolirane iz uzoraka su se s pomocu
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor Kit-a (Applied
Biosystems, 4374966) pocetno prepisala u cDNA. U istraZivanju su koriStene specificne
TagMan Gene Expression probe i pocetnice. Koncentracija uzoraka cDNA iznosila je 25
ng/uL, a ukupna reakcijska smjesa bila je volumena 20 pL te je ukljucivala 1 pL TagMan
kombinacije proba i pocetnica, 10 pl. TagMan™ Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems™, 4369016) te jednaku koncentraciju cDNA razrijedenu u DEPC vodi bez
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nukleaza. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu odradena je prema uputama
proizvodaca u uredaju 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Uzorci su
pipetirani u triplikatima, a analiza genskog izrazaja se odredivala tako §to se pocetno od
vrijednosti CT-a (threshold cycle) specifi¢nog gena oduzela CT vrijednost endogene kontrole
¢ime se dobila vrijednost ACT. Zaklju¢no, ACT gena od interesa nakon tretmana se oduzimao
s ACT-om istog gena u kontrolnom uvjetu pri ¢emu se dobivaju vrijednosti AACT. Kao

endogena kontrola koriSten je beta aktin, a rezultati su prikazani pomo¢u formule 2° 44¢T,

Tablica 5. Popis specifi¢nih kombinacija proba i po¢etnica koriStenih za analizu genskog izrazaja metodom
RT-PCR.

Kombinacija proba i pocetnica (assay) Kataloski broj

Nestin Mm00450205_m1
Gfap Mm01253033_m1
Map?2 Mm00485230_m1
Fundcl Mm00511132_m1

4.11. Odredivanje intenziteta stani¢ne smrti mjerenjem oslobodene laktat
dehidrogenaze

S ciljem odredivanja postotka staniéne smrti koristio se LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay
(Promega, J2380) prema uputama proizvodaca. Ukratko, stanice su u triplikatima bile nasadene
u plocici s 96 bunaric¢a iz kojih se za analizu uzelo 5 uL medija. Medij se pomijesao s 95 pL
otopine za pohranu (200mM Tris-HCI (pH 7.3), 10% Glicerol, 1% BSA) te pohranio na -20 °C
do analize. Na dan analize, uzorak se u omjeru 1:1 pomijeSao s LDH detekcijskim reagensom
te se po zavrsetku inkubacije u trajanju 45-50 minuta mjerila luminiscencija. Postotak stani¢ne
citotoksi¢nosti mjerio se prema formuli: 100 * (eksperimentalno otpustanje LDH — LDH iz
medija bez stanica) / (maksimalno otpustanje LDH — LDH iz medija bez stanica), pri cemu
eksperimentalno otpustanje LDH opisuje razinu LDH iz stani¢nog medija nakon tretmana, dok
je maksimalno otpustanje LDH mjera za razinu LDH nakon $to se u novi triplikat stanica kroz
15 minuta dodao Triton X-100 u finalnoj koncentraciji od 10%. Tako se induciralo stani¢no
oStecenje 1 osigurao najveci stanicni izlazak LDH. Kako bi iskljucili moguénost interferencije
LDH iz medija s dobivenim rezultatima, u formuli se koristila i razina LDH isklju¢ivo iz medija

bez stanica.
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4.12. Analiza strukture i metabolizma mitohondrija
4.12.1. Morfoloske promjene mitohondrija

Strukturna analiza mitohondrija i mitohondrijske mreze analizirala se metodom
imunocitokemije opisanom u poglavlju 4.9.. U ispitivanju je koristeno anti-TOMM20
protutijelo specificno za vanjsku membranu mitohondrija. Prikupljene slike obradene su u
ImageJ/Fiji programu (NIH, engl. National Institutes of Health, SAD) na temelju kojeg su
dobivene vrijednosti o ukupnoj povrSini, duljini te razgranatosti mitohondrijske mreze.
Dobiveni rezultati normalizirani su prema ukupnom broju stanica. Za potrebe klasifikacije
mitohondrija, koristila se poluautomatska kvantifikacija s pomoéu Lusca (Simunié¢ i sur.)
makro-a u ImageJ/Fiji programu na temelju koje su se mitohondriji, s obzirom na njihovu
cirkularnost razvrstavali u 3 Kkategorije: tubularni filamenti (cirkularnost od 0-0.33),
intermedijarni filamenti (cirkularnost od 0.34-0.66) te fragmentirani filamenti (cirkularnost od
0.67-1). Rezultati specifi¢cnih mitohondrijskih oblika dobiveni su normalizacijom prema

ukupnoj povrSini mitohondrija.
4.12.2. Detekcija mitohondrijskih slobodnih kisikovih radikala

Superoksidni anioni predstavljaju vrstu slobodnih kisikovih radikala koji nastaju kada
elektroni izlaze¢i iz elektronskog transportnog sustava reduciraju molekule kisika. Specifi¢ni
su za mitohondrije, a detektiraju su koristenjem kit-a MitoSOX red (ThermoFisher, M36008).
Ulaskom u stanice, fluorescentna boja MitoSOX red se djelovanjem superoksidnih aniona
oksidira Sto rezultira fluorescentnim signalom. Ukratko, u medij zivih stanica dodala se
fluorescentna boja razrijedena u HBSS-u do finalne koncentracije od 500 nM. Inkubacija je
trajala 15 minuta nakon ¢ega Su se stanice 2 puta lagano ispirale ugrijanom otopinom HBSS.
Koristenjem Olympus FV3000 konfokalnog mikroskopa signal se detektirao na 580 nm.

Dobivene slike zivih stanica su se analizirale u Imaris 9.9 programu.
4.12.3. Kvantifikacija membranskog potencijala mitohondrija

Membranski  potencijal mitohondrija  kvantificirao se koriStenjem kita TMRE
(tetramethylrhodamine, ethyl ester) (abcam,113852) prema uputama proizvodaca pri ¢emu
pozitivno nabijena boja kita specificno veze negativno nabijenu membranu mitohondrija.
Ukratko, boja se razrijedila direktno u mediju do finalne koncentracije od 200 nM te se sa
stanicama inkubirala 20 minuta. Po isteku inkubacije, stanice su se 2 puta lagano ispirale s

prethodno ugrijanim PBS-om nakon ¢ega je signal detektiran na 575 nm. Slikanje zivih stanica
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provodilo se koristenjem Olympus FV3000 konfokalnog mikroskopa, a obrada slika u Imaris
9.9 (Oxford Instruments) programu.

4.13. Kolokalizacija izmedu LC3/GFP i Lysotracker-a

S ciljem potvrde aktivnosti autofagije, u istrazivanju je analizirana kolokalizacija izmedu GFP-
om obiljezenih autofagosoma te lizosoma obiljezenih komercijalnim kitom LysoTracker Deep
Red (ThermoFisher, L12492) prema uputama proizvodaca. Ukratko, obiljezavanje zrelih
autofagosoma provodilo se koristenjem kita Premo Autophagy sensor (ThermoFisher, P36235)
temeljenog na ne-replikativnoj, stabilnoj BacMAM (Baculovirus posredovana genska
transdukcija stanica sisavaca) virusnoj tehnologiji kojom nastaje himera LC3B-GFP. Virusi su
uz MOI=20 (engl. multiplicity of infection) direktno dodani u medij sa Zivim stanicama te
inkubirani preko no¢i u inkubatoru s kontroliranim uvjetima. Sljede¢eg dana, stanicama je
direktno u medij dodan LysoTracker Deep Red do finalne koncentracije od 50 nM koji je
inkubiran 30 minuta. Po zavrsetku inkubacije, stanice su se jednom njezno isprale s ugrijanim
medijem te su slikane koriste¢i Olympus FV3000 konfokalni mikroskop. Signal LC3/GFP
himere detektiran je na 488 nm, a LysoTracker Deep Red-a na 633 nm. Analiza kolokalizacije

provodila se mjerenjem Pearsonova koeficijenta korelacije u programu Imaris 9.9.
4.14. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata temeljila se na podacima prikupljenim provedbom 3 neovisna
eksperimentalna ponavljanja pokusa. Za prvi dio rezultata, gdje se ispitivao samo utjecaj OGD-
a, pod pretpostavkom normalne distribucije podataka, koristio se Studentov T-test gdje se p <
0.05 smatrao statisticki znac¢ajnim (*), p < 0.01 statisticki iznimno znacajnim (**),a p > 0.05
statisti¢ki beznac¢ajnim (ns). Za rezultate dobivene u drugom djelu ispitivanja gdje se pratio
utjecaj perioda reoksigenacije te tretmana ZMS-a, kao i egzosoma na stanice oSteéene
ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom koriStena je jednosmjerna ANOVA uz viSestruku
usporedbu parova te post hoc analiza prema Benjamini Hochberg-u gdje se p < 0.05 smatrao
statisticki znac¢ajnim (*), a p < 0.01 statisti¢ki iznimno znacajnim (**). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost £ SD (standardna devijacija). Statisticka analiza 1 graficki prikazi
napravljeni su u programu GraphPad Prism verzija 9.4.1. (GraphPad program, San Diego,
California, SAD).
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5. Rezultati doktorske disertacije

5.1. Primijenjen protokol dovodi do izolacije homogene populacije Ziv¢éanih
matic¢nih stanica

ZMS izolirane su i kultivirane sukladno protokolu opisanom u poglavlju 4.2.1. Rast i
proliferacija se odvijala u sterilnoj posudi za rast stanica T75 uz dodavanje faktora rasta. ZMS
su prisutne u suspenziji gdje se grupiraju i tvore specificne strukture nazvane neurosfere.
Diferencijacija pojedinac¢nih stanica bila je potaknuta njihovim nasadivanjem na sterilne
plocice sastavljene od bunari¢a presvucenih s PDL-om i lamininom te koriStenjem medija za
diferencijaciju (Slika 4). U prvom danu diferencijacije, imunocitokemijskom se metodom
koriStenjem biljega SOX2 i Nestina potvrdila njihova mati¢nost gdje je bilo pozitivno vise od

90% stanica (Slika 5).

(a) (b) (c)
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Slika 4. Izolacija i kultivacija ZMS-a. ZMS izolirane su iz telencephalona migjih embrija (a). Nakon izolacije

|
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nasadene su u sterilnu posudu za uzgoj stanica gdje formiraju strukture nazivane neurosfere (b). Nasadivanjem
pojedinacénih stanica u mediju za diferencijaciju zapoc¢inje proces diferencijacije u populaciju zrelih neurona i

astrocita (c).
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Slika 5. Populacija mati¢nih stanica pozitivnih na biljege mati¢nosti Nestin (zeleno) i SOX2 (tamno plavo).

DAPI (svijetloplavo) je koristen za obiljezavanje jezgara. Slikano konfokalnim mikroskopom povecanja 20x.

Mjerna skala iznosi 50 um.

5.2. Primijenjen protokol diferencijacije zivéanih mati¢nih stanica dovodi do
nastanka veceg broja astrocita i manjeg broja neurona

Nasadene pojedinaéne ZMS su diferencirale kroz 14 dana, a analiza se provodila na stanicama
prvog (D1), sedmog (D7) te Cetrnaestog (D14) dana diferencijacije. U svakoj od navedenih
vremenskih toCaka pratila se prisutnost nezrelih stanica (billjeg Nestin) te zrele populacije
astrocita (biljeg GFAP) i neurona (biljeg MAP2). Dobiveni rezultati sugeriraju kako su stanice
u D1 dominantno mati¢ne, pozitivne na Nestin, s tek ponekim pozitivnim stanicama na biljege
astrocita i neurona. Zanimljivo, u D7 je bio vidljiv stabilan izrazaj Nestina te populacija stanica
sa¢injena od astrocita i neurona. U zadnjoj diferencijacijskoj to¢ci od interesa, D14, detektirani
su gotovo iskljucivo astrociti. Takoder, iako stanice poprimaju obiljezja 1 morfologiju zrelih
stanica, biljeg Nestin je i dalje prisutan u velikoj vecini stanica. Dobiveni rezultati ukazuju
kako se koriStenjem medija za diferencijaciju uz dodatak FBS-a primarno potice nastanak
populacije astrocita. Takoder, odabrane tocke od interesa ukazuju na razli¢it stupanj zrelosti
stanica ziv€anog sustava, Sto ovaj model ¢ini pogodnim u istrazivanjima u kojima se zele

usporediti stanice na razli¢itim diferencijacijskim stupnjevima.
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5.3. Akutni nedostatak kisika i glukoze rezultira poveéanim brojem odumrlih
stanica te utjece na diferencijaciju

In vitro model ishemijske ozljede (OGD model) induciran je tako da se stanicama u trajanju od
24 h uskratila glukoza te smanjila razina kisika na 1% (Slika 6).
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Slika 6. Shematski prikaz izazivanja ishemijske ozlijede. Ishemijska ozljeda inducirana je kada se stanicama

tijekom 24h uskratila glukoza te smanjenjila razina kisika na 1%. Analizirane su stanice prvog (D1), sedmog (D7)

i Cetrnaestog (D14) dana diferencijacije. Slika je izradena u programu BioRender.com.

Citotoksi¢nost koriStenog modela se ispitivala analizom otpustanja LDH iz medija. Stani¢no
otpustanje LDH izravno korelira sa stupnjem membranskog ostecenja $to u konacnici rezultira
stanicnom smréu. Dobiveni rezultati su pokazali kako je razina LDH u vremenskoj to¢ci D1
bila 35% u kontrolnoj te 75% u OGD-om tretiranoj skupini. Razina otpustenog LDH se u
kontrolnoj grupi stanica D7 smanjivala te je iznosila 30% dok je u OGD-om tretiranoj grupi
ostala sli¢na D1 1 iznosila je oko 75% (p = 0.023). U D14 detektiran je daljnji pad otpustenog
LDH kontrolne skupine gdje je iznosio nesto manje od 30% usporedno s OGD-om tretirane
grupe gdje je ponovno izmjereno otpustanje iznosilo oko 75% (p = 0.004). Nesto visi LDH
kontrolne skupine u D1 u odnosu na D7 i D14 mozZe se pripisati stani¢nom stresu nastalom kao

posljedica djelovanja akutaze i nasadivanja (Slika 7).
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Slika 7. Postotak citotoksi¢nosti kontrolnih i OGD-om osteéenih ZMS-a u diferencijaciji dobiven

mjerenjem razine otpustenog LDH.

Osim stani¢ne citotoksi¢nosti, metodama RT-PCR-a i imunocitokemije ispitivao se ucinak
ishemijske ozljede na pojedine stani¢ne populacije. Deskriptivna imunocitokemijska analiza
Nestina ukazuje na njegov pad u sve 3 diferencijacijske toc¢ke od interesa u OGD-om oste¢enim
skupinama (Slika 8 (a)). Kvantitativna analiza rezultata dobivenih metodom RT-PCR
potvrduje smanjen izrazaj ovog biljega u OGD-om tretiranim skupinama u odnosu na kontrolnu
skupinu (27 24€T) yz statisti¢ku znacajnost prisutnu u D1 (p = 0.012) i D7 (p = 0.005) (Slika 8
(b)).
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Slika 8. Utjecaj OGD-a na proteinski (a) i genski (b) izrazaj Nestina. Slike dobivene koristenjem konfokalne
mikroskopije prikazuju mati¢ne stanice (zeleno) te jezgre stanica (svijetloplavo). Upotrijebljeno je 20X povecanja,
a mjerna skala iznosi 50 um. Rezultati promjene genskog izrazaja OGD-om tretiranih stanica u odnosu na

kontrolnu (2 24€T) prikazani su kao srednja vrijednost + SD.
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Zanimljivo, imunocitokemijska analiza otkriva prisutnost prezasi¢enih piksela u OGD-om
tretiranih astrocita sto upucuje na strukturno sabijanje stanica kao i prisutnost astroglioze (Slika
9 (a)). Kvantifikacija genskog izrazaja astrocitnog biljega ukazuje na porast razine mRNA u
D1 te statisti¢ki znac¢ajan pad u D7 (p = 0.020) i D14 (p = 0.017) OGD-om osteéenih skupina
(Slika 9 (b)).
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Slika 9. Utjecaj OGD-a na proteinski (a) i genski (b) izrazaj astrocitnog biljega (GFAP). Slike dobivene
koristenjem konfokalne mikroskopije prikazuju astrocite (crveno) te jezgre stanica (svijetloplavo). Upotrijebljeno
je 20x povecanja, a mjerna skala iznosi 50 yum. Rezultati promjene genskog izrazaja OGD-om tretiranih stanica u
odnosu na kontrolnu (2- 22€T) prikazani su kao srednja vrijednost + SD.
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Zavr$no, deskriptivna imunocitokemijska analiza otkriva gotovo potpuno odumiranje stanica
koje su pozitivne na biljege neurona u OGD-om tretiranim skupinama (Slika 10 (a)).
Kvantitativnom analizom genskog izrazaja neurona uocen je statisticki znacajan pad u sve 3
tocke od interesa u skupinama tretiranih OGD-om (u D1 p=0.033,u D7 p=0.037,au D14 p
=0.014) (Slika 10 (b))
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Slika 10. Utjecaj OGD-a na proteinski (a) i genski (b) izrazaj neuronalnog biljega (MAP2). Slike dobivene
koristenjem konfokalne mikroskopije prikazuju neurone (crveno) te jezgre stanica (svijetloplavo). Upotrijebljeno
je 20x povecanja, a mjerna skala iznosi 50 pum. Rezultati promjene genskog izrazaja OGD-om tretiranih stanica u
odnosu na kontrolnu (2- 22€T) prikazani su kao srednja vrijednost + SD.
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5.4 Analiza morfologije i metabolizma mitohondrija

5.4.1. Proces stani¢ne diferencijacije praéen je porastom broja i kompleksnosti

mitohondrija

Proces diferencijacije stanica prac¢en je njihovim strukturnim i metabolickim promjenama.
Kako bi se utvrdile promjene u broju i kompleksnosti mitohondrija u kontrolnim uvjetima
spomenutih toc¢aka od interesa (D1, D7, D14), imunocitokemijskom metodom se analizirao
proteinski izrazaj TOMM20, biljega vanjske membrane mitohondrija. Razvoj mitohondrija
opisivao se kvantifikacijom ukupne povrSine mitohondrija, duljine mitohondrijske mreze te
njihove razgranatosti. Rezultati potvrduju kako se diferencijacijom stanica povecava ukupna
povrsina, duljina te razgranatost mitohondrija. Tako je, usporedno s D1, izmjeren 3.5 puta veci
porast povrsine mitohondrijske mreze na D7 (p = 0.020) odnosno 4 puta veci porast na D14 (p
= 0.039). Takoder, rezultati ukazuju na 4 puta veci porast duljine mitohondrijske mreze u D7

(p = 0.010) te joS ve¢i porast od 5 puta na D14 (p = 0.029). Analiza mitohondrijske

razgranatosti otkriva porast od 3 puta u D7 (p = 0.006) te gotovo 4 puta u D14 u odnosu na D1
(p =0.044) (Slika 11).
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Slika 11. Promjene specifi¢nih parametara mitohondrija tijekom diferencijacije ZMS-a. Slike dobivene
koristenjem konfokalne mikroskopije prikazuju TOMM20 (crveno) prvi (a), sedmi (b) i Cetrnaesti (c) dan
diferencijacije stanica kontrolnih uvjeta te njihove jezgre (svijetloplavo). Upotrijebljeno je 60x povecanja, a
mjerna skala iznosi 50 um. Rezultati povrsine (d), duljine () te razgranatosti mitohondrijske mreze (f) prikazani

su kao srednja vrijednost + SD.
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5.4.2. Akutni manjak kisika i glukoze narusava kompaktnost mitohondrija

S ciljem utvrdivanja utjecaja OGD-a na morfologiju mitohondrija, ispitivani su isti parametri
koriSteni u analizi kontrolnih uvjeta normalizirani prema vrijednostima kontrole. Dobiveni
rezultati ukazuju na smanjenje ukupne povrSine mitohondrija u sve 3 diferencijacijske tocke
od interesa, uz statisticku znacajnost vidljivu u D1 (p = 0.032) i D7 (p = 0.020) (Slika 12 (b)).
Jaci u¢inak OGD-a vidljiv je analizom duljine (u D1 p = 0.010, u D7 p = 0.002, au D14 p
=0.025) 1 razgranatosti mitohondrijske mreze (u D1 p = 0.019, u D7 p= 0.026, a u D14 p =

0.012) gdje je kvantificiran statisti¢ki znac¢ajan pad u svim promatranim to¢kama (Slika 12 (c)

i (d)).
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Slika 12. Reprezentativne slike mitohondrijske mreze (crveno) izmedu kontrolnih i OGD-om tretiranih
skupina (a). Slike dobivene koristenjem konfokalne mikroskopije na 60x povecanju. Mjerna skala iznosi 50pm.
Promjene povrsine (b), duljine (c) i razgranatosti (d) mitohondrijske mreze normalizirane su prema vrijednostima

kontrolne skupine.

5.4.3. Proces stani¢ne diferencijacije i akutni manjak kisika i glukoze uzrokuje promjene
fuzijsko/fisijskih ciklusa mitohondrija

Nakon sto je kvantificirana promjena u broju i razgranatosti mitohondrija, sljede¢i korak bio je
analizirati strukturne promjene oblika mitohondrija te fuzijsko/fisijske procese. U tu svrhu su
se koristenjem makro-a Lusca, mitohondriji, s obzirom na njihovu cirkularnost razvrstali u 3
specifi¢ne kategorije; tubularne filamente, intermedijarne filamente te fragmentirane filamente
(Slika 13). Dobiveni rezultati sugeriraju kako se u kontrolnim (fizioloskim) uvjetima postotak
tubularnih filamenata povecavao tijekom diferencijacije. Suprotno, diferencijacijskim
procesom se postotak fragmentiranih filamenata smanjivao dok je postotak intermedijarnih
filamenata ostajao konstantan (Slika 14 (a)). Uzevsi u obzir parametre mitohondrijske mreZze,
kao 1 postotak specificnih mitohondrijskih filamenata zakljucuje se kako su tijekom
diferencijacije stanica kontrolnih uvjeta izraZeniji fuzijski procesi te kako mitohondriji

formiraju kompaktnu, medusobno povezanu mrezu. Suprotno, u OGD-om tretiranim
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skupinama vidljivo je poveéanje postotka fragmentiranih i intermedijarnih filamenata, kao i
smanjenja tubularnih filamenata ¢ime se zakljucuje kako su aktivniji fisijski procesi i
fragmentacija mitohondrija (Slika 14 (b-e)). Poveéana aktivnost fisijskih procesa potvrdila se
3D analizom sfericiteta mitohondrija gdje je vidljiv porast kod sva 3 diferencijacijska dana u

OGD-om tretiranim skupinama sa statistickom znac¢ajnoscu prisutnom na D7 (p = 0.031) i D14
(p =0.012) (Slika 14 (f)).
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Slika 13. Klasifikacija razli¢itih mitohondrijskih filamenata. Reprezentativna slika mitohondrija (crveno) te

njena kategorizacija prema cirkularnosti filamenata koriste¢i Lusca makro.
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Slika 14. Analiza fuzijsko/fisijskih procesa temeljena na promjenama udjela razli¢itih mitohondrijskih
filamenata izmedu kontrolnih (a) i OGD-om tretiranih skupina (b). Promjena udjela tubularnih (c),
intermedijarnih (d), fragmentiranih (e) filamenata te povecanje sfericiteta (f) mitohondrija izmedu kontrolnih i

OGD-om tretiranih skupina.
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5.4.4. Osteéenje akutnim manjkom kisika i glukoze dovodi do metaboli¢kih promjena
mitohondrija

Nakon utvrdenog narusenog integriteta mitohondrijske morfologije nastale uslijed ishemijske
ozlijede, sljedeci cilj bio je analizirati razinu mitohondrijskog stresa. Procjena mitohondrijskog
metabolizma temeljila se na kvantifikaciji razine mitohondrijskih slobodnih kisikovih radikala
te promjene u membranskom potencijalu mitohondrija. Rezultati sugeriraju kako je razina
slobodnih kisikovih radikala, to¢nije superoksidnih aniona porasla u sve 3 ispitane tocke u
grupama tretiranim OGD oSte¢enjem. Statisticka znacajnost bila je vidljiva u danima D1 (p =
0.020) i D14 (p = 0.003) (Slika 15 (b)). Porast razine superoksidnih aniona bio je pracen
porastom membranskog potencijala mitohondrija takoder u svim ispitanim to¢kama kod OGD-
om tretiranih skupina s prisutnom statistickom znacajnos¢u u D1 (p = 0.042) i D7 (p = 0.040)
(Slika 16 (b)).
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Slika 15. Detekcija superoksidnih aniona (crveno) mjerenih MitoSOX komercijalnim kitom (a). Slike Zivih
stanica (jezgre stanica vidljive svijetloplavim obojenjem) dobivene su koristenjem konfokalne mikroskopije na
60x povecanju. Mjerna skala iznosi 50um. Kvantifikacija srednjih vrijednosti fluorescencije dobivenih signala

tretiranih skupina normaliziranih prema kontrolnim uvjetima (b).
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Slika 16. Detekcija membranskog potencijala mitohondrija (crveno) mjerenog TMRE komercijalnim
kitom (a). Slike zivih stanica (jezgre stanica vidljive svijetloplavim obojenjem) dobivene su Koristenjem
konfokalne mikroskopije na 60x povec¢anju. Kvantifikacija srednjih vrijednosti fluorescencije dobivenih signala

tretiranih skupina normaliziranih prema kontrolnim uvjetima (b).
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5.5. Analiza aktivnosti mitofagije

5.5.1. Analiza aktivnosti od ubikvitina ovisne mitofagije stanica zahvaéenih akutnim
manjkom kisika i glukoze

Nakon opisane povecane fragmentacije, kao 1 narusenog metabolizma mitohondrija, naredni
pokusi bili su usmjereni na analizu aktivnosti mitofagije, oblika autofagije specifi¢nog za
mitohondrije. Sukladno rezultatima porasta razine superoksidnih aniona, kvantificiran je i
porast proteina PINK1 u oba ispitana dana uz statisticku znacajnu razliku vidljivu u D7 (p =
0.045) (Slika 17 (b)). Pouzdana potvrda od ubikvitina ovisne mitofagije analizom
kolokalizacije proteina PINK1 i Parkina nije bila mogucéa zbog nespecifi¢nog vezanja biljega
Parkina (Slike 18 i 19).
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Slika 17. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike PINK1 signala OGD-om tretiranih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu (b).
Rezultati prikazani kao srednja vrijednost + SD.
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Slika 18. Intenzitet kemiluminiscencije biljega Parkina, te vizualizacija ukupnih proteina membrane.

Vidljivo je nespecifi¢no vezanje na proteinski standard s lijeve strane membrane.
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Slika 19. Imunocitokemijska detekcija biljega PINK1 (tamno plavo), te Parkina (zeleno) ukazuje na

nespecifiéno vezanje anti-Parkin protutijela gdje su vidljive nakupine signala u prostoru bez stanica (jezgre
stanica obojane svijetloplavo). Slike uslikane koristenjem konfokalne mikroskopije na 60x povec¢anju, a mjerna
skala iznosi 20 pm.

45



5.5.2. Akutni manjak kisika i glukoze potic¢e receptorima posredovanu mitofagiju sedmog
dana diferencijacije stanica Zivéanog sustava

Analiza receptorima posredovane mitofagije bazirala se na kvantifikaciji proteinskog i genskog
izrazaja biljega vanjske membrane mitohondrija FUNDCI. Dobiveni rezultati ukazuju na
statisticki znacajno smanjenje FUNDC1 u D7 (p = 0.010 za proteinski i p = 0.013 za genski
izrazaj). U D14 zabiljezen je porast proteinske razine te su uocene gotovo jednake vrijednosti
genskog izrazaja (Slika 20 (b)).
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Slika 20. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike proteinskog i genskog izrazaja biljega FUNDC1 OGD-om tretiranih skupina u
odnosu na kontrolnu skupinu (b). Rezultati pokazani kao srednja vrijednost + SD.



5.6. Akutni manjak kisika i glukoze poveéava aktivnost autofagije nezrelih stanica
Zivéanog sustava

Nakon utvrdene povisene aktivnosti mitofagije istrazivala se i generalna razina autofagije. U
tu svrhu kvantificirani su proteinski izrazaji najcesce koristenih biljega autofagije; BECLIN1,
LC3-II te p62. Analiza BECLIN1 nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu grupa
(Slika 21 (b)).
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Slika 21. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike proteinskog izrazaja biljega BECLIN1 OGD-om tretiranih skupina u odnosu na
kontrolnu skupinu (b). Rezultati pokazani kao srednja vrijednost + SD.
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Rezultati kvantifikacije LC3-II ukazuju na statisti¢ki znacajan porast u OGD-om tretiranim
skupinama oba istrazivana dana (u D7 p = 0.023, au D14 p = 0.014) (Slika 22 (b)). Suprotno,
proteinski izrazaj biljega p62 pokazao je statisticki beznacajan pad (Slika 23 (b)).

(a)
kDa
260
140
17kDa s — .
mm—, 70
Kontrola OGD Kontrola OGD
D7 D7 D14 D14

. - .. 50
Kemiluminiscentni signal

40
35

25

15

10

Ukupni proteini

(b)

Kontrola OGD

Kontrola OGD

oh sk oH
8 (@]
4 - 30 *
foo] o]
> >
< 2
= o
-2, S,
N g 20
i o
N N
=2 =)
S £
%) —
2 ] 10
& 2
o o
= =
o o
©
S S
2L @ O0-
£ =
o o
= =
o o

Slika 22. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike proteinskih izrazaja biljega LC3-11 OGD-om tretiranih skupina u odnosu na
kontrolnu skupinu (b). Rezultati pokazani kao srednja vrijednost + SD.
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Slika 23. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike proteinskih izrazaja biljega p62 OGD-om tretiranih skupina u odnosu na kontrolnu
skupinu (b). Rezultati pokazani kao srednja vrijednost + SD.

Uslijed ¢injenice da porast izrazaja biljega LC3-11 moZe ujedno ukazivati na pojacano stvaranje
autofagosoma kao i na poremecaj njegove degradacije, za potvrdu aktivnosti autofagije mjerila
se kolokalizacija izmedu autofagosoma i lizosoma. U oznacavanju autofagosoma se koristila
tehnologija stabilne transdukcije stanica BacMam virusom ¢ime je omogucena produkcija
proteinskog konstrukta LC3B-GFP. Lizosomi su bili oznaceni koriStenjem komercijalno

dostupnog kita za pracenje lizosoma- Lysotracker-a. Dobiveni rezultati ukazuju na povisenu
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kolokalizaciju autofagosoma sa lizosomima OGD-om tretiranih skupina u odnosu na kontrolnu
skupinu s statistickom znacajnoséu vidljivom u D7 i D14 (Slika 24 (b)). Kombiniran porast
razine LC3-1I te pad p62 ukazuje na pojacanu aktivnost autofagije u OGD-om tretiranim

skupinama sa statistickom znacajnos¢u prisutnom u D7 (p = 0.008) i D14 (p = 0.002)
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Slika 24. Kolokalizacija autofagosoma (zeleno) i lizosoma (tamno plavo) detektirana u Zivim stanicama
(jezgre stanica obojane svijetloplavo) koristenjem konfokalnog mikroskopa na 60x povecanju (a). Mjerna
skala iznosi 50um. Rezultati kolokalizacije su prikazani kao srednje vrijednosti £ SD Pearsonova koeficijenta

korelacije izmedu kontrolnih skupina i OGD-om tretiranih skupine.
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5.7. Kvantifikacija i vizualizacija izoliranih egzosoma

Izolirane egzosome smo sukladno protokolu opisanom u poglavlju 4.4. kvantificirali
koristenjem uredaja gQNANO. Analizom rezultata otkriveno je kako je vecina izoliranih cestica
veli¢ine izmedu 60 i 100 nm $to odgovara njihovoj prosje¢noj veli¢ini (Slika 25 (a)) (85). Kako
bi se potvrdila njihova prisutnost u stanicama, bojali su se koristenjem komercijalno dostupne
boje PKH26 sukladno protokolu opisanom u poglavlju 4.4.1. (Slika 25 (b)).
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Slika 25. Kvantifikacija (a) i detekcija (b) egzosoma izoliranih iz stani¢nog medija ZMS-a. Mjerna skala

iznosi 20um.
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5.8. Utjecaj zivéanih mati¢nih stanica i egzosoma na ishemijsko reperfuzijsku
ozljedu stanica Ziv€anog sustava u diferencijaciji

S ciljem analize utjecaja reoksigenacije, kao i moguéeg blagotvornog uéinka tretmana ZMS-
ma i egzosomima, po zavrSetku ishemijske ozlijede, kontrolnim i OGD-om os$te¢enim
stanicama dodan je svjeze pripremljeni medij za diferencijaciju, nakon ¢ega su one izlozene
utjecaju ambijentalnog kisika. Dodatno, OGD-om ostec¢ene skupine su u danima D2, D8 i D15
bile izloZzene tretmanu ZMS-ma i egzosomima te rasporedene u skupine kako je opisano u
poglavlju 4.2.5. Skupine pod nazivom I/R + ZMS te I/R + egzosomi predstavljaju skupine u
kojima su OGD-om ostecene stanice bile tretirane dodanim mati¢nim stanicama pohranjenim
u mediju za proliferaciju ili izoliranim egzosomima otopljenim u otopini ExoR. Skupine
oznacene kao I/R + medij 1 /R + ExoR su skupine u kojima su se oStecene stanice tretirale
samo stani¢nim medijem za proliferaciju i otopinom za izolaciju egzosoma te su koristene kao
kontrolne skupine. Za razliku od egzosoma koji su dodani direktno u medij za diferencijaciju
stanica, tretman ZMS-ma temeljio se na njihovom nasadivanju u stani¢ne inserte te ko-kulturi

s oStecenim stanicama ispod njih (Slika 26).
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Slika 26. Shematski prikaz izazivanja reoksigenacijske ozlijede i tretman ZMS-ma i njihovim egzosomima.
Stanicama se nakon OGD-om inducirane ozljede u trajanju od 24 h promijenio medij te su vracene u uvjete
ambijentalnog kisika gdje se u trajanju od novih 24 h istraZivao utjecaj reoksigenacije te tretmana ZMS-ma ili

njihovim izoliranim egzosomima. Slika izradena u programu BioRender.com

52



5.8.1. Tretman egzosomima smanjuje citotoksi¢nost stanica izlozenih ishemijsko
reperfuzijskoj ozljedi petnaestog dana diferencijacije

Nakon dokazane citotoksi¢nosti OGD modela, sljedeci cilj bio je ispitati utjecaj reoksigenacije
(I/R) u trajanju od 24 h te moguc¢i blagotvorni u¢inak egzosoma izoliranih iz ZMS-a. Uslijed
¢injenice da se citotoksi¢nost mjerila otpuStanjem LDH iz stanica nasadenih u plocice s 96
bunarica, procjena direktnog u¢inka ZMS-a nije bila moguéa. Dobiveni rezultati pokazuju kako
usporedno s kontrolnom skupinom, reoksigenacija dodatno povecava stani¢nu citotoksi¢nost
koja ovisno o diferencijacijskom danu varira izmedu 20 1 40%. Statisticka znacajnost
detektirana je samo u D15 (izmedu kontrolne skupine i skupine tretirane 1/R-om p = 0.004,
izmedu kontrolne i skupine I/R + exoR p = 0.0004 te izmedu skupine I/R + egzosomi i skupine
I/R + exoR p = 0.020). U skupinama tretiranim s egzosomima vidljivo je smanjenje
citotoksi¢nosti od 20% u odnosu na I/R-om tretiranu skupinu u D2 i D15 bez statisticke
znacajnosti. lako je u D2 vidljivo smanjenje postotka stani¢ne citotoksi¢nosti od 20% u I/R +
egzosomi tretiranoj skupini, jos ve¢e smanjenje uoc¢eno je u skupini tretiranoj s otopinom ExoR
¢ime se iskljucuje ucinak egzosoma. Suprotno, u D15 postoji statisticka znacajna razlika u
postotku citotoksicnosti izmedu skupina tretiranih egzosomima i ExoR otopinom §to dovodi
do zakljucka kako egzosomi direktno utjeCu na smanjenje stanic¢ne citotoksi¢nosti spomenutog

dana diferencijacije (Slika 27).
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Slika 27. U¢inak reoksigenacije i tretmana egzosomima na postotak stani¢ne citotoksi¢nosti. Rezultati

prikazani kao srednja vrijednost % citotoksi¢nosti + SD.
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5.8.2 Egzosomi uzrokuju smanjenje razine superoksidnih aniona u I/R-om ostecenih
stanica drugog dana diferencijacije

Nakon potvrde poveéane stani¢ne citotoksiCnosti u reoksigenaciji, kao i djelomi¢nog
blagotvornog ucinka egzosoma istrazivalo se dolazi li do metabolickih promjena u
mitohondrijima I/R-om tretiranih skupina te mogu li egzosomi smanjiti razinu njihova
oksidativnog stresa. Ponovno, zbog koristenja posebnih Petrijevih zdjelica sa staklenim dnom,
kao i ¢injenice da se provodila analiza zivih stanica, direktan tretman ZMS-ma nije bio mogué.
Dobiveni rezultati ukazuju na dodatno povecanje koli¢ine superoksidnih aniona u I/R-om
tretiranih skupina svih ispitanih dana diferencijacije sa statistickom zna¢ajno$¢u prisutnom u
D15 (p = 0.003). Skupine tretirane egzosomima usporedno s I/R-om tretiranih skupina ukazuju
na povecanje razine superoksidnih aniona u D8 te njthovo smanjenje u D2 1 D15, s uo¢enom
statistiCkom znacajnos¢u D15 (p = 0.013). S obzirom na to da je u D15 jo§ vece smanjenje
razine superoksidnih aniona vidljivo u skupini tretiranoj otopinom ExoR iskljucuje se direktan

blagotvoran u¢inak egzosoma u toj ispitanoj tocci (p = 0.005) (Slika 28 (b)).

54



(a)

D2 D8 D15

I/R+ eqzosomi IR Kontrole

IR+ ExoR

(b)
D2 D8 D15
& ©
o 1]
= 2.0q = 2.0q *%
g W Kontrola g M Kontrola E fk
£ = IR £ = £204 —
é 1.5 . = 1.5 IR . g ki) B Kontrola
g B2 |/R + egzosomi g B2 IR + egzosomi € = IR
2 O3 IR + exoR 2 0 IR+ 7157
s 104 : 1.04 VR + exoR é B /R + egzosomi
B c £ 104 =3 I/R + exoR
9 0.5] 8 0.5 5
@ ® 2
© o 5
s & 3 059
£0.0- £0.0- o
o o g
* €& " & £ oo
éo é‘" d\ o s
¢ j & ¢ £ : & ¢
& O
& et

Slika 28. Detekcija mitohondrijskih superoksidnih aniona (crveno) mjerenih MitoSOX komercijalnim
kitom (a). Slike zivih stanica (jezgre stanica obojane svijetloplavo) dobivene su koriStenjem 60x poveéanja na
konfokalnom mikroskopu. Mjerna skala iznosi 20 pm. Kvantifikacija srednjih vrijednosti fluorescencijom
dobivenih signala tretiranih skupina normaliziranih prema kontrolnim uvjetima (b).
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5.9. Analiza mitofagije

59.1. Analiza od ubikvitina ovisne mitofagije na stanice oSteéene ishemijsko
reperfuzijskom ozljedom nakon tretmana Ziv€anim mati¢nim stanicama i egzosomima

Procjena od ubikvitina ovisne mitofagije temeljila se na kvantifikaciji proteinskog izrazaja
biljega PINK1. Dobiveni rezultati u D8 pokazuju statisticki znac¢ajno smanjen izrazaj proteina
PINK1 u I/R-om tretiranoj skupini (p = 0.020) i skupini tretiranoj s I/R + medij (p = 0.029)
usporedno s kontrolnom skupinom. U odnosu na I/R-om tretiranu skupinu vidljiv je dvostruko
veéi porast proteinskog izrazaja biljega PINK1 u skupinama tretiranim s ZMS-ma i
egzosomima ali bez statisticki znaCajne razlike. Usporedno s kontrolnom skupinom, D15
karakterizira statistiCki znaCajan pad izrazaja proteina PINKI1 u svim ostalim tretiranim
skupinama bez znacajne razlike medu njima (Slika 29 (b)). Ovime mozemo zakljuciti kako
ishemijsko reperfuzijska ozljeda smanjuje aktivnost od ubikvitina ovisne mitofagije u oba
ispitana dana usporedno s kontrolnim uvjetima. Usporedno s I/R-om tretirane skupine, u D8 je
vidljivo kako tretmani ZMS-ma i izoliranim egzosomima poti¢u aktivnost od ubikvitina ovisne

mitofagije.
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Slika 29. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike proteinskih izrazaja biljega PINK1 razli¢itih uvjeta u odnosu na kontrolnu skupinu
(b). Rezultati su pokazani kao srednja vrijednost + SD.
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5.9.2. Tretman zivéanim mati¢nim stanicama povefava receptorima posredovanu
mitofagiju u stanicama oSteenim ishemijsko reperfuzijskom ozljedom osmog dana
diferencijacije

Aktivnost receptorima posredovane mitofagije analizirala se koriStenjem biljega FUNDCI1. U
oba ispitana dana je usporedno s kontrolnom skupinom uocen pad proteinskog izrazaja biljega
FUNDCI1 u svim ispitanim skupinama sa statistickom znacajno$cu prisutnom u DIS5.
Zanimljivo, u D8, u skupinama tretiranim ZMS-ma i egzosomima, usporedno s I/R-om
tretirane skupine, detektiran je 2.5 puta veéi izrazaj spomenutog biljega. Usporedno s skupinom
tretiranom ZMS-ma, u skupini I/R + medij zabiljeZen je suprotan uéinak $to potvrduje kako
mati¢ne stanice direktno utjecu na porast razine biljega FUNDCI. Sli¢an u¢inak nije primijec¢en
izmedu skupina tretiranih egzosomima i otopinom ExoR. Izmedu I/R-om tretirane skupine i
skupine tretirane s I/R +ZMS u D15 uodeno je blago smanjenje proteinskog izrazaja dok se u
skupini I/R + egzosomi ucinak bitnije ne razlikuje (Slika 30 (b)). Ovime mozemo zakljuciti
kako ishemijsko reperfuzijska ozljeda usporedno s kontrolnom skupinom stimulira receptorima
posredovanu mitofagiju u oba promatrana dana. U D8, usporedno s I/R-om tretirane skupine,
tretman ZMS-ma vijerojatno dodatno poti¢e fragmentaciju mitohondrija koji se zatim ponovno

degradiraju procesom mitofagije.
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Slika 30. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike proteinskih izrazaja biljega FUNDCI1 razlic¢itih uvjeta u odnosu na kontrolnu

skupinu (b). Rezultati su pokazani kao srednja vrijednost + SD.

5.10. Tretman Zivéanim mati¢nim stanicama i egzosomima djelomi¢no utjece na
aktivnost autofagije u stanicama o$tecenima ishemijsko reperfuzijskom ozljedom

Nakon dokazane povisene aktivnosti autofagije u OGD-om tretiranim skupinama, koriste¢i iste
proteinske biljege istrazivali smo utjedu li reoksigenacija te tretmani ZMS-ma i egzosomima
na njenu aktivnost. Razina proteinskog izrazaja BECLIN1 biljezi pad u svim ispitanim
skupinama u D8 i D15 u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost vidljiva je u D15
kod svih ispitanih skupina izuzev skupine tretirane I/R + medij. Kada se usporeduju rezultati
skupina tretiranih 1/R-om s tretmanima ZMS-ma moZe se uoéiti porast proteinskog izrazaja
BECLIN1 u D8 te njegov pad u D15. U¢inak ZMS-a oba ispitana dana neovisan je o u¢inku

medija. Takoder, usprkos ¢injenici da tretman egzosomima povecava izrazaj istraZivanog
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biljega u D8, gotovo jednake vrijednosti prisutne su i u skupini tretiranoj otopinom ExoR.
Utjecaj egzosoma nije vidljiv u D15 (Slika 31 (b)).
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Slika 31. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te
kvantifikacija razlike proteinskih izrazaja biljega BECLIN1 razli¢itih uvjeta u odnosu na kontrolnu
skupinu (b). Rezultati su pokazani kao srednja vrijednost + SD.

Analizirajuci proteinski izrazaj biljega LC3-11 vidljivo je kako je kvantificiran njegov pad u
svim tretiranim skupinama u D8 u odnosu na kontrolnu. Takoder, u odnosu na I/R-om tretiranu
skupinu, tretman ZMS-ma poveéava izrazaj spomenutog biljega, dok tretman egzosomima nije
rezultirao promjenom izrazaja. Posto je jo§ veéi porast detektiran u I/R + medij tretiranoj
skupini iskljuéuje se izravan u¢inak ZMS-a. Suprotno, u D15 kvantificiran je porast izrazaja
LC3-Il u I/R-om i ZMS-ma tretiranim skupinama usporedno s kontrolnom. Tretman
egzosomima nije rezultirao vidljivim promjenama. Usporedno s I/R-om tretirane skupine,
t r(eatym an ZMS-ma uzrokuije porast izrazaja LC3-11 koji je ponovno pracen gotovo jednakim
porastom u I/R + medij tretiranoj skupini. Tretman egzosomima rezultira padom izrazaja
spomenutog biljega (Slika 32 (b)).

60



O —

17kDa |

Kemiluminiscentni signal

Ukupni proteini

(b)
g D8 g D15
- 207 3 6
= Hl Kontrola > Hl Kontrola
TE 154 = IR 3 =R
3, ' ¥ 8 -
,g = /R +ZMS ,g 44 = I/R + ZMS
T 0] = IR + medij N = IR + medij
[=2]
% B |/R + egzosomi % o] B I/R + egzosomi
g 0.5 = I/R + exoR % B3 I/R + exoR
s s
© ©
8 00- 8 0+
€ . £
<) & \\ \ S \’b & \\ Q-
£ o o ;@\\ b £ N 1}&«&6 é_o
)
A \\Q. \\Q’ e‘) \\Q' € \\Q' \\Q~ e}) \\?*
& &

Slika 32. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a), te
kvantifikacija razlike proteinskih izrazaja biljega LC3-11 razli¢itih uvjeta u odnosu na kontrolnu skupinu
(b). Rezultati su pokazani kao srednja vrijednost + SD.

Zavr$no, mjerio se proteinski izrazaj biljega p62 gdje je u D8 vidljiv statisti¢ki beznacajan
porast spomenutog proteina u svim ispitanim skupinama u odnosu na kontrolnu, uz najvecu
razliku vidljivu u skupini tretiranoj egzosomima. Usporedno s I/R-om tretirane grupe, tretman
ZMS-ma blago smanjuje izrazaj p62. Suprotno, tretmani kontrolnim medijem i egzosomima
rezultiraju porastom izrazaja ispitanog proteina. Analiziraju¢i D15 vidljiv je porast biljega p62
u svim ispitanim skupinama izuzev tretmana ZMS-ma u odnosu na kontrolnu skupinu.
Takoder, jedino za skupinu tretiranu ZMS-ma karakteristian je statisticki beznaGajan pad
proteinskog izrazaja ispitanog biljega usporedno s I/R-om tretirane skupine (Slika 33 (b)).
Analizom sva 3 biljega, moZe se zakljuéiti kako u D8, tretman ZMS-ma usporedno s I/R-om
tretirane skupine inducira autofagiju.
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Slika 33. Intenzitet kemiluminiscencije, normalizacija prema ukupnim proteinima membrane (a) te

kvantifikacija razlike proteinskih izrazaja biljega p62 razli¢itih uvjeta u odnosu na kontrolnu skupinu (b).

Rezultati su pokazani kao srednja vrijednost + SD.
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6. Rasprava

6.1. Primjena in vitro modela postupne diferencijacije zivéanih mati¢nih u
istrazivanju zbivanja tijekom razvoja zivcanog sustava

U ovom istrazivanju koristio se model multipotentnih ZMS-a koje se postepeno diferenciraju
prema zrelim oblicima stanica Zzivéanog sustava. Proces diferencijacije karakteriziraju
strukturne i metabolicke promjene stanica koje nastaju kao rezultat aktivacije i interakcije
razli¢itih transkripcijskih faktora, signalnih puteva i molekula (51, 99, 100). Uspostavom i
optimizacijom in vitro modela stani¢nih kultura ZMS-a omoguéeno je istrazivanje
embrionalnog razvoja, neuro/gliogeneze, njihova diferencijacijskog potencijala te utjecaja
raznih patoloSkih stanja kao 1 razvoj potencijalnih terapijskih pristupa u lijeCenju
neurodegenerativnih bolesti. Iako postoje razlike u ponaSanju stanica prisutnih unutar
organizma (in vivo) i nasadenih u plo¢icu s medijem (in vitro), in vitro metodama omogucena
je jednostavnija analiza 1 manipulacija signalnim putevima. To pak omogucuje brzu,

jednostavniju, a time i efikasniju prvu fazu razvoja potencijalnih terapijskih molekula.

U pocetku su stanice nasadene u mediju za diferencijaciju, gdje je koriStenjem biljega
neuroepitelnih stanica SOX2 i Nestina potvrdena prisutnost nezrelih stanica. SOX2 (engl. Sex
determining region Y-box 2) naziv je za transkripcijski faktor koji je s faktorima OCT4 (engl.
Octamer-binding transcription factor 4) i NANOG (engl. Homeobox Transcription Factor
Nanog) klju¢an u odrzavanju mati¢nosti stanica (99). Transkripcijski faktori iz skupine SOXB1
koja ukljuéuje SOX1-3 suraduju u odrzavanju proliferativnih svojstava ZMS-a, a svoju ulogu
temelje na vezanju za specificne sekvence DNA prisutne uz promotore ¢ija je uloga pojacano
prepisivanja odredenih gena (99, 101). Istrazivanja pokazuju kako mutacije gena SOX2 dovode
do nastanka poremecaja SZS-a (101). Takoder, odredeni proneuronalni faktori mogu smanyjiti
izrazaj SOX2 ¢ime stimuliraju neuronalnu diferencijaciju (99). Zanimljivo je napomenuti kako,
iako klju¢an u odrzavanju proliferativnih svojstava stanica, SOX2 je i dalje prisutan tijekom
diferencijacije gdje u post-migracijskim neuronima sudjeluje u uspostavi talamokortikalnih
projekcija (101). Biljeg Nestin specifi¢an je biljeg citoskeletnih intermedijarnih filamenata tipa
VI prisutnih u neuroepitelnim i prekursorskim stanicama (102). Usprkos ¢injenici da
mehanizam s pomocu kojeg Nestin sudjeluje u odrZzavanju mati¢nosti nije u potpunosti jasan,
poznato je kako reguliraju¢i molekulu Cdk5 (engl. Cyclin-dependent kinase 5) izaziva
antiapoptotska svojstva (102—104). lako se izrazaj Nestina tijekom diferencijacije smanjuje, i

dalje je prisutan u velikom broju stanica s$to se djelomi¢no moze objasniti rezultatima
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istrazivanja dobivenih od Bott i sur. koje sugerira kako Nestin ima vaznu ulogu u neuronima,
gdje se vezuc¢i na p35 aktivira kinazu Cdk5 koja fosforilira biljeg Doublecortin, (protein koji
je izrazen u ranim neuronima) te ga navodi prema mjestima izrastanja aksona (105). Suprotno
situaciji u D1, gdje su gotovo isklju¢ivo prisutne mati¢ne stanice, u D7 i D14 ocigledan je
porast broja astrocita i neurona. Kako diferencijacija napreduje vidljiva je dominacija
astrocitne populacije sto se moze pripisati utjecaju FBS-a. Nepoznat sastav FBS-a kao i razlike
izmedu proizvodnih serija smanjuju pouzdanost protokola u kojima bi se optimizarala njegova

koncentracija.

6.2. Utjecaj akutnog oSte¢enja izazvanog manjkom kisika i glukoze na
diferencijaciju stanica

Mnoge bolesti poput ishemijskog mozdanog udara i perinatalne ozljede mozga nastaju kao
posljedica otezane ili u potpunosti zaustavljene cirkulacije, §to u konacnici rezultira
smanjenom dostavom kisika i hranjivih tvari u stanice i tkiva. lako se u perinatalnu ozljedu
mozga ubraja nekoliko patoloSkih stanja poput hipoksijsko-ishemijske encefalopatije,
periventrikularne  leukomalacije, perinatalnog ishemijskog mozdanog wudara te
intraventrikularnog krvarenja, u osnovi svih stanja je nedostatak glukoze i kisika (106).
Navedeni poremecaji izazivaju teSke posljedice za organizam koje ovisno o intenzitetu i
trajanju uzrokuju napadaje, motorna i kognitivna oStecenja, cerebralnu paralizu te smrt (75, 76,
106, 107). Incidencijom od 1.5 do 3 na 1000 rodene djece u razvijenim te 10-20 na 1000 rodene
djece u nerazvijenim zemljama, HIE predstavlja veliki globalni problem s teskim posljedicama
za pojedinca i drustvo (74). U stani¢noj osnovi oStecenja nastalog kao posljedica djelovanja
HIE utvrden je primarni i sekundarni energetski deficit nastao kao posljedica oStecenja
mitohondrija, porasta razine slobodnih radikala, kao i ekscitacijskih i proupalnih molekula. To

sve u konacnici dovodi do apoptoticke i nekroti¢ke smrti stanice (75-77).

OGD model predstavlja zlatni standard u istrazivanju ishemijske ozlijede in vitro. Intenzitet
kao i trajanje ozlijede varira ovisno o tipu stanica te za neurone i astrocite uglavnom iznosi
manje od 1 h do 8 h u anoksi¢nim (0% Oz) te od 6 h do 24 h u hipoksi¢nim uvjetima (1% O2)
(108-113). S obzirom na to da se u ovom istrazivanom modelu, ovisno o ispitanom danu
koristila mjeSovita populacija mati¢nih stanica, neurona i astrocita, koriSten je model OGD-a
u hipoksi¢nim uvjetima 1 trajanju od 24 h. Prvi cilj istraZivanja bio je analizirati postotak
citotoksi¢nosti kao 1 izrazaj specifi¢nih biljega stanicne diferencijacije nakon OGD-om
inducirane ozlijede. Razina citotoksi¢nosti kontrolnih uvjeta je u odnosu na D1, gdje je

kvantificiran postotak citotoksi¢nosti od 35% biljezila pad u preostala dva ispitivana dana te je
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iznosila 30% 1 25%. U OGD-om ostecenim stanicama biljezila je konstantnih 75%. Nesto visi
postotak citotoksi¢nosti u kontrolnim uvjetima D1 vjerojatno je prisutan kao rezultat
enzimatskog djelovanja akutaze kao i stanicnog stresa nastalog uslijed nasadivanja. Iako
smanjenja u D7 i D14 u odnosu na D1, u mijeSanim stani¢nim kulturama, citotoksi¢nost je u
odredenoj mjeri uvijek prisutna u kontrolnim uvjetima (114—116). Statisticki znacajan porast
postotaka citotoksi¢nosti u OGD-om tretiranim skupinama D7 i D14 koristila se kao potvrda
koriStenog modela izazivanja ishemijske ozlijede. Kada se promatrao utjecaj OGD-a na
pojedine stani¢ne biljege, izuzev razine astrocitnog biljega GFAP u DI gdje je detektiran
porast, pronaden je pad izrazaja biljega Nestina, GFAP i MAP2 u svim to¢kama diferencijacije.
kako energiju osiguravaju procesom oksidativne fosforilacije te da su metabolicki iznimno

aktivni, ne iznenaduje (45).

6.3. Utjecaj stani¢ne diferencijacije i akutnog nedostatka kisika i glukoze na
strukturne promjene mitohondrija

Uzevsi U obzir ¢injenicu kako su mitohondriji glavni proizvodaci stani¢ne energije te da imaju
vaznu ulogu u molekularnoj signalizaciji, proliferaciji, diferencijaciji te opstanku stanica,
odlucili smo analizirati i razumjeti promjene u strukturi mitohondrija tijekom diferencijacije
zdravih stanica te posebice nakon OGD-om izazvanog ostecenja (117). Razvoj mitohondrijske
citoarhitekture vrlo je dinamican proces ovisan o fuzijsko/fisijskim ciklusima temeljenim na
aktivnosti fuzijskih proteina OPA1 te MFNI1 12 i fisijskih proteina medu kojima je najvazniji
DRP1 (118). U nediferenciranim ZMS-ma odrZava se niska metabolicka aktivnost pracena
niskom potrosnjom kisika, fragmentacije i glikolize (118, 119). Spomenuta hipoteza potvrdena
je 1 u nasim stanicama gdje su u kontrolnim uvjetima D1 prisutne isklju¢ivo nezrele, SOX2 i
Nestin pozitivne stanice sa slabo razvijenim mitohondrijskim TOMM20 signalom. Usporedno
s DI, analiziraju¢i odredene parametre mitohondrijske mreze tijekom diferencijacije,
zabiljeZen je porast vrijednosti povrSine, duljine te razgranatosti u oba preostala ispitana dana
(D7 i D14) kontrolnih uvjeta. Porast svih ispitanih parametra ukazuje na postupan razvoj
stanica pracen povecanim metaboli¢kim zahtjevima te izrazenijim fuzijsko/fisijskim procesima
(63). Normalizacijom prema kontrolnim uvjetima, nakon tretmana OGD-om uocen je pad
proucavanih parametera mitohondrija u svim diferencijacijskim to¢kama od interesa. Rezultati
ukazuju na jasno mjerljiv i kvanitificiran stani¢ni i mitohondrijski stres. Nakon izlaganja OGD-
u, mitohondriji astrocita prolaze kroz promjene u fuzijsko-fisijskoj dinamici s uocenom

povecanom aktivnoscu fisije ¢ime dolazi do mitohondrijske redistribucije, povecanja u broju
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fragmentiranih mitohondrija, smanjenja njihove duzine i prisutnosti mitohondrija u astrocitnim
nastavcima (120, 121).

Za potrebe klasifikacije specifi¢nih oblika mitohondrija, nas tim je razvio poseban ImageJ/Fiji
makro za poluautomatsku kvantifikaciju temeljenu na strojnom ucenju. Tako je omoguéena
veca objektivnost analize te smanjen utjecaj ljudske pogreske. Mitohondriji su se s obzirom na
njihovu cirkularnost podijelili u 3 kategorije filamenata prema kojoj su fragmentirani imali
najvisi stupanj cirkularnosti, intermedijarni srednju, a tubularni filamenti najmanju razinu
cirkularnosti. Tubularni filamenti predstavljaju zdrave mitohondrije povezane u gustu mrezu,
dok su fragmentirani filamenti okarakterizirani kao osteceni fragmenti nastali procesom fisije.
Sli¢an princip klasifikacije primijenjen je u radovima od Nair i sur. te Ahmad i sur. gdje se
analiza temeljila na razlici u veli¢ini, pri kojoj su mitohondriji manji od 1 pm kategorizirani
kao fragmentirani, 1-3 um kao tubularni te ve¢i od 3 um kao izduzeni (6, 122). Takoder su
prema intenzitetu fluorescencije bili podijeljeni na izduzene, nalik krafni (engl. donut shape)
te grudaste (122). Promatraju¢i postotke pojedine klase mitohondrija vidljivo je kako u
kontrolnim uvjetima udio tubularnih filamenata biljezi rast, a fragmentiranih filamenata pad
tijekom diferencijacije. Dobiveni rezultati potvrduju veéu aktivnost fuzijskih procesa,
populaciju mitohondrija s primjerenijim fizioloSkim izgledom S§to se podudaralo s porastom
povrsine, duljine i razgranatosti mitohondrijske mreZze. Nakon tretmana OGD-om uocen je
porast udjela fragmentiranih te pad tubularnih filamenata ¢ime je potvrdena povecana aktivnost
fisije. Dobiveni rezultati su u suglasnosti s rezultatima objavljenim od Demarest i sur. koji
takoder potvrduju povecanu fragmentiranost i aktivnost mitofagije nastalom kao posljedica
ishemijske ozlijede (123). Uz povecanu fragmentaciju, 3D analizom slika Zivih stanica utvrden
je i porast sfericiteta mitohondrija §to vjerojatno korelira s njihovim ote¢enim i sferi¢nim
oblikom prikazanim koriStenjem elektronske mikroskopije (124). Takav porast postotka
fragmentiranih mitohondrija objasnjava se mehanizmom kojim stanica, uklanjajuci oStecene

mitohondrije, povecava moguénost prezivljenja (125).

Utjecaj OGD-a na metabolizam mitohondrija dodatno smo potvrdili analizom razine
superoksidnih aniona te membranskog potencijala. Disbalans u oksidativnom statusu nastaje
kada razina proizvedenih slobodnih radikala premasuje antioksidativna svojstva stanica §to
rezultira strukturnim promjenama proteina, peroksidacijom lipida, stani¢nom citotoksi¢noscu,
genomskom nestabilnoS¢u 1 otvaranjem mPTP-ova (engl. Mitochondrial permeability
transition pores) (126, 127). Mitohondriji kao kljucni stani¢ni organeli u proizvodnji ATP-a

glavni su izvor slobodnih kisikovih radikala koji najcesc¢e nastaju tijekom procesa oksidativne
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fosforilacije kada elektroni prolazeci elektronskim transportnim sustavom spontano izlaze
izvan njega te reagiraju s atomima kisika. Superoksidni anioni predstavljaju najzastupljeniju
populaciju mitohondrijskih ROS-ova (126, 128). Opisane strukturne promjene mitohondrija
pracene su i njihovim metabolickim stresom gdje je dokazana poviSena razina superoksidnih
aniona svih dana diferencijacije. Nedostatak statisticke znacajnosti u D7 objasnjava se
¢injenicom kako je upravo u toj tocki kontrolnih uvjeta prisutan najveci broj neurona koji
suprotno astrocitima energiju proizvode procesom oksidativne fosforilacije, a koji nakon
izlaganja tretmanu OGD-a umiru (45). lako je poznato kako ishemijska ozljeda uzrokuje
depolarizaciju mitohondrijske membrane astrocita i neurona, kvantificirani rezultati TMRE
signala ukazuju na hiperpolarizaciju njihove membrane u svim ispitanim danima
diferencijacije (129, 130). Dobiveni rezultati mogu se objasniti tako da se nakon tretmana
OGD-om stanice strukturno zbiju $to posljedi¢no dovodi i do akumulacije mitohondrija i
njihova intenziteta. Slican zakljucak vidljiv je u istrazivanju od Agarwal 1 sur. koje sugerira
kako odredeni stani¢ni stresori poput ishemijske ozlijede, poviSene temperature te povecane
proizvodnje slobodnih kisikovih radikala rezultiraju aktivacijom stani¢nog odgovora na
toplinski Sok (engl. Heat shock). To pak uzrokuje njihovo nakupljanje u podrucju oko jezgre
te porast intenziteta fluorescencije osStecenih mitohondrija (131). Takoder, dokazanim
porastom razine slobodnih kisikovih radikala, dobivena hiperpolarizacija moze se objasniti i
RIRR fenomenom (engl. ROS induced ROS released): to je zbivanje u kojem dolazi do
otvaranja pora na mitohondrijskoj unutarnjoj membrani (mPTP) $to je u vrlo kratkom periodu
praceno hiperpolarizacijom (126). Istrazivanje od Ward 1 sur. sugerira kako je odgodena smrt
neurona apoptozom pocetno karakterizirana razdobljem depolarizacije praceno
hiperpolarizacijom mitohondrijske membrane (132). Zavrsno, Korenic i sur. su takoder utvrdili
kako se tijekom produZene ishemijske ozlijede astrocita moze kvantificirati hiperpolarizacija

mitohondrijske membrane (133).

6.4. Ispitivanje utjecaja akutnog manjka kisika i glukoze na autofagiju i mitofagiju
nezrelih stanica Zivéanog sustava

Autofagija je proces degradacije ostecenih stani¢nih proteina i organela te odredenih patogena
Sto doprinosi odrZavanju stani¢nog integriteta i homeostaze. Iako prisutna i u fizioloskim
uvjetima, njena aktivnost izrazenija je u raznim patoloskim stanjima gdje posjeduje obrambene
mehanizme protiv patogena te osigurava nutrijente nuZne za opstanak stanica (134).
Disfunkcija autofagije je povezana s razvojem raznih patoloskih stanja poput

neurodegeneracije, tumora i ubrzanog starenja (13). Aktivnost ponajvise ovisi 0 djelovanju
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proteinskih kinaza mTOR (engl. Mammalian target of rapamycin) te AMPK (engl. Adenosine
monophosphate-activated protein kinase) (135). U stanju nutritivnog obilja, kada je dostupnost
energije i aminokiselina visoka, mTOR fosforilira ULK i ATG13 te inhibira autofagiju.
Suprotno, nedostatak nutrijenata, djelovanje rapamicina ili pojacana aktivnost AMPK inhibira
mTOR te stimulira proces autofagije. AMPK stimulira autofagiju direktnom fosforilacijom
ULK1, regulacijom PI3K kompleksa te inhibiranjem mTOR-a (134, 135). Kvantificirano
povecanje proteinskog izrazaja LC3-II, njegova povecana kolokalizacija s lizosomima te pad
proteinskog izrazaja p62 ukazuju na povecanu aktivnost autofagije ili poremecaj autofagijskog
fluksa u skupinama izlozenim OGD tretmanu (136). Generalni u¢inak autofagije na OGD-om
ostecene stanice SZS-a je kompleksan, dvojak te ovisi o intenzitetu i trajanju osteéenja.
Rezultati vrlo vaznog istrazivanja u kojem je stani¢na linija hipokampalnih neurona bila
izloZzena ishemijsko reperfuzijskoj ozlijedi sugeriraju kako poviSena aktivnost autofagije
(stimulirana rapamicinom) 1 signalnog puta AMPK smanjuje stani¢no oste¢enje (109).
Istrazivanje od Papadakis i sur. u kojem je stani¢na kultura hipokampalnih neurona bila
izloZena trosatnoj ishemijskoj ozlijedi u anoksi¢nim uvjetima pra¢enoj 24 h reoksigenacijom
identificirala je neuroprotektivan ucinak proteina hamartina (137). Naime, prekomjerni izrazaj
hamartina inhibira mTOR signalni put te povecava aktivnost autofagijskog fluksa §to je u
konac¢nici rezultiralo kvantificiranim smanjenjem stani¢ne smrti (137). Suprotno, istrazivanje
od Wang i sur. ukazuje kako povisena aktivnost autofagije u ishemijsko reperfuzijskoj ozlijedi
u trajanju od 6 h pri razini kisika od 1% uzrokuje pove¢anu smrt PC12 stani¢ne linije neurona
(138). Stani¢ni tretman Sizandrinom, spojem izoliranim iz kineske Sizandre (Schisandra
chinensis) koji je prethodio ozlijedi, rezultirao je povecanim stani¢nim prezivljenjem te
smanjenim proteinskim izrazajem biljega BECLIN1 i LC3-II. Sizandrin dokazano reducira
formiranje autofagosoma, blokira AMPK te stimulira mTOR signalni put i smanjuje Stetno
djelovanje autofagije na stanice oSte¢ene ishemijsko reperfuzijskom ozlijedom (138). Sli¢ni
rezultati prikazani su u istrazivanju od Zhang i sur. u kojem su stani¢ne linije neuroblastoma,
glioma te mikrovaskularnih endotelnih stanica Stakora izloZili razli¢itoj duZini trajanja OGD
oSteCenja pri ¢emu su utvrdili kako kod kratkotrajnog (30 minuta) OGD oStecenja,
rapamicinom aktivirana autofagija djeluje blagotvorno na stanice neurona (139). Suprotno,
dugotrajno izlaganje stanica OGD modelu djeluje Stetno na stanice astrocita i neurona gdje je
vidljiva poviSena autofagijska aktivnost koja dodatno stimulira apoptozu i stani¢nu smrt.
Zanimljivo, tretman autofagijskim inhibitorom 3-MA (engl. 3-Methyladenine) smanjuje

aktivnost apoptoze (139).
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Specifi¢an oblik autofagije usmjeren na uklanjanje dotrajalih ili oste¢enih mitohondrija naziva
se mitofagija (2, 7, 140). S obzirom na mehanizam djelovanja razlikujemo od ubikvitina ovisnu
mitofagiju te receptorima posredovanu mitofagiju (25, 140). Analiza od ubikvitina ovisne
mitofagije temelji se na aktivnosti proteina PINK1 i Parkina. PINK1 naziv je za mitohondrijsku
serin/treonin protein kinazu koja je izmedu ostaloga vazan dio sustava za njegovu kontrolu
kvalitete. U fizioloskim se uvjetima premjesta u membranski prostor mitohondrija gdje se
djelovanjem MPP-a (engl. Matrix processing peptidase) i PARL (engl. Presenilin-associated
rhomboid like) degradira (4, 28). Uslijed mitohondrijskog oSteCenja akumulira se na vanjskoj
membrani mitohondrija gdje specificno fosforilira ubikvitin 1 E3 ubikvitin ligazu Parkin.
Fosforilirani Parkin se zatim veze na mitohondrijski ubikvitin gdje potiCe formiranje
poliubikvitinskih lanaca na proteinima vanjske membrane mitohondrija koji su predodredeni
za degradaciju (4, 28, 140, 141). Specifi¢nost mitofagije osigurana je djelovanjem adaptorskih
proteina p62, NDP52, optineurina (OPTN) te NIX-a koji svojim domenama prepoznaju
ubikvitinirane proteine vanjske membrane s jedne strane te LC3 (ATG8) autofagosoma s druge
(4, 28, 141). lako s obzirom na nespecificno vezanje anti-Parkin protutijela potpuna analiza od
ubikvitina ovisne mitofagije nije bila moguca, dobiveno povecanje biljega PINK1 u suglasnosti
je s radom objavljenim od Ding i sur. u kojem su koristenjem CCCP-a (Carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone) kao kemijskog induktora hipoksije potvrdili nuznost akumulacije

PINKI1 proteina za povecanu aktivnost mitofagije posredovane djelovanjem Parkina (142).

Analiza receptorima posredovane mitofagije temeljila se na kvantifikaciji genskog i
proteinskog izrazaja membranskog biljega FUNDCL1 koji svojom LIR domenom posjeduje
mogucnost efikasnog vezanja autofagosoma (25, 140). Smanjen genski i1 proteinski izrazaj
biljega FUNDCL vidljiv u D7 odgovara rezultatima objavljenim od Liu i sur. koji navode kako
hipoksijsko ostecenje inducira mitofagiju pra¢enu njegovim smanjenim izrazajem (143).
Suprotno, takoder kao rezultat hipoksijskog oStecenja, dolazi do povecanog nakupljanja
proteina FUNDC1 na mjestima interakcije mitohondrija i endoplazmatskog retikuluma
(MAM- Mitochondria-associated membranes) gdje u pocetnim fazama veze kalneksin. Kako
hipoksija napreduje i povecava se aktivnost mitofagije, FUNDCI se odvaja od kalneksina te
veze DRP1 koji stimulira fragmentaciju mitohondrija koja je preduvjet uspjeSne mitofagije
(144).

S obzirom na to da je u ovom istrazivanju dokazana povecéana stani¢na citotoksi¢nost pracena
mitohondrijskim oStecenjem u svim ispitanim danima diferencijacije te na ¢injenicu kako se

kvantitativnom i kvalitatitvnom analizom genskog i proteinskog izrazaja potvrdilo umiranje
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astrocita i neurona, zakljucuje se kako povisena aktivnost autofagije vjerojatno doprinosi

povecanoj smrti stanica apoptozom.

6.5. Uc¢inak Ziv¢anih mati¢nih stanica i egzosoma na ishemijsko reperfuzijsku
ozljedu stanica srediSnjeg Zivéanog sustava

Tkivni aktivator plazminogena (tPA) predstavlja zlatni standard te je trenutno jedini terapijski
pristup odobren od strane FDA u lijeCenju ishemijsko reperfuzijske ozlijede mozga (145).
Uslijed vrlo ograni¢enog perioda za djelovanje (unutar 4.5 h) kao 1 zbog mogucih nuspojava,
veliki napori se ulazu ka razvoju dodatnih pristupa lijecenju. Novi terapijski pristupi usmjereni
su prema odrzavanju integriteta krvno-moZzdane barijere, smanjenju zahvacenog podrucja,
razine slobodnih kisikovih radikala i djelovanja matriks metaloproteinaza (MMP9) te poticanju
neovaskularizacije (145). LijeCenje HIE, oblika moZdanog oStecenja takoder nastalog kao
posljedica ishemijske ozlijede, najcesc¢e se temelji na koriStenju terapije hipotermijom. Ostali
terapijski pristupi uklju¢uju koriStenje eritropoetina, ksenona, antiepileptika, DHA te
kanaboidnih agonista ¢ime se pokuSava smanjiti Stetni u¢inka oksidativnog stresa i glutamata

(75). U lijeCenju oba spomenuta stanja, sve ve¢i broj znanstvenih istrazivanja usmjeren je u
ispitivanje moguceg direktnog ili indirektnog terapijskog potencijala mati¢nih stanica. U nizu
radova je zaista pokazano kako primjene ZMS-a i MMS-a stanica stimuliraju neuroprotektivna,

protuupalna i antiapopototska svojstva (94, 96, 97, 146-148).

Kako bi istrazili direktan i indirektan uéinak ZMS-a na ishemijsko reperfuzijsku ozljedu stanica
SZS-a u diferencijaciji, pratio se utjecaj egzosoma izoliranih iz ZMS-a na postotak stani¢ne
citotoksi¢nosti. U ovom slucaju je vidljiv njihov blagotvoran ucinak samo na astrocitnu
populaciju u D15. Sli¢ni rezultati vidljivi su i u istrazivanju od Sun i sur. u kojem su OGD-om
oste¢ene primarne kulture astrocita i neurona tretirali s egzosomima izoliranim iz migjih ZMS-
a 1 ljudskih induciranih kardiomiocita §to je dovelo do statistiCcki znaCajnog smanjenja
astrocitne i neuronalne stani¢ne smrti. Takoder, u in vivo modelu ishemijske ozlijede mozga
potvrdili su blagotvorni u¢inak egzosoma izoliranih iz misjih ZMS-a ¢ime Se otvara moguénost
njihova koriStenja u terapijske svrhe (149). lako mehanizam kojim egzosomi poticu
blagotvoran u¢inak nije u potpunosti jasan, istrazivanje od Xin i sur. ukazuje na vaznost njihove
miRNA (engl. microRNA) u posredovanju smanjenja stani¢nog ostecenja. Intra-arterijski unos
populacije miR-133b obogacenih egzosoma izoliranih iz mezenhimskih mati¢nih stanica
stimulira neuroplasti¢nost i oporavak stakora izlozenih ishemijskoj ozlijedi mozga. Zanimljivo,
izolirani egzosomi iniciraju oporavak djelovanjem na oSteCene astrocite gdje izazivaju

sekundarno otpustanje egzosoma (150).
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S obzirom na prethodno dobivene rezultate koji potvrduju kako tretman OGD-om uzrokuje
ostecenje mitohondrija i oksidativni stres stanica u svim ispitanim toCkama diferencijacije,
tretmanom egzosomima pokusala su se utvrditi njihova antioksidativna svojstva. Zanimljivo,
u ovom istrazivanju pokazalo se kako izolirani egzosomi blago smanjuju razinu superoksidnih
aniona samo u D2. Mehanizam kojim se smanjuje razina superoksidnih aniona vjerojatno se
moze pripisati utjecaju mitohondrijskog prijenosa. Naime, rad od Peruzzotti-Jametti i sur.
otkriva kako egzosomi izolirani iz ZMS-a posjeduju moguénost medustaniénog prijenosa
mitohondrija ¢ime utjecu na metabolizam stanice domacina (151). U radu su istrazivali utjecaj
egzosoma izoliranih iz ZMS-a na proupalne makrofage gdje su otkrili kako mitohondriji iz
egzosoma imaju mogucnost integracije u postoje¢u mitohondrijsku mrezu domacina i

smanjenja proupalnog odgovora (151).

Posto su u provedenom istrazivanju u D1 prisutne gotovo iskljucivo nezrele stanice sa slabo
razvijenom mitohondrijskom mreZzom, moguce je da transfer zdravih mitohondrija uspijeva

djelomi¢no smanjiti razinu superoksidnih aniona.

Analiza utjecaja ZMS-a i egzosoma na aktivnost mitofagije u I/R-om ostec¢enih stanica ukazuje
na porast izrazaja proteinskih biljega PINK1 i FUNDCI1 u DS, S§to vjerojatno ukazuje na
povecan proces fisije 1 fragmentacije oStecenih mitohondrija, nakon ¢ega se oni uklanjaju
mitofagijom (144, 152). S obzirom na to kako je vidljivo jo§ veée povecanje izrazaja FUNDC1
u skupini tretiranoj otopinom ExoR moze se zakljuciti kako egzosomi nemaju utjecaj na
aktivnost mitofagije. Suprotno, u D15, nije pronadena veca razlika proteinskog izrazaja oba
spomenuta biljega izmedu tretiranih skupina u odnosu na I/R-om oStecenu skupinu, ¢ime se

iskljucuje njihov ucinak na stanice spomenutog dana diferencijacije.

Zavr$no, kvantificiranjem izrazaja proteinskih biljega BECLIN1, LC3-1l i p62 utvrdio se
utjecaj tretmana ZMS-ma i egzosomima na razinu autofagije u I/R-om oste¢enoj skupini. U D8
je vidljivo kako tretman ZMS-ma uzrokuije porast proteinskih izrazaja biljega BECLIN1 i LC3-
II te pad biljega p62 ¢ime je potvrdena povecana aktivnost autofagije. lako je porast LC3-1l
vidljiv i u skupini tretiranoj medijem za proliferaciju, porast BECLIN1 te pad p62 ide u prilog
induciranoj autofagiji. Tretman egzosomima uzrokovao je porast svih istrazivanih biljega no s
obzirom na ¢injenicu da je porast takoder uoc¢en u skupini tretiranoj otopinom ExoR iskljuc¢uje
se njihov direktan ucinak. Aktivirana autofagija u D8 sa rezultatima povecane stanine
citotoksi¢nosti i razine superoksidnih aniona u skupini tretiranoj egzosomima ukazuje kako

ona doprinosi stanicnom os$te¢enju. Analiziraju¢i D15 uocen je blago smanjen izrazaj
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BECLIN1 i p62 te porast LC3-II u skupini tretiranoj ZMS-ma usporedno s I/R-om osteéene
skupine. Utvrdena kontradiktornost u izrazajima biljega autofagije u ovom se slucaju zbog
koriStenja stani¢nih inserata nije mogla provjeriti metodom snimanja zivih stanica zbog ¢ega
je izrazito nezahvalno procijeniti njenu aktivnost. U skupini tretiranoj egzosomima vidljivo je
smanjenje izrazaja BECLIN1 i LC3-I1 te porast izrazaja p62 sto ukazuje na smanjenu aktivnost
autofagije. Dodatno, skupina tretirana ExoR otopinom takoder izaziva smanjenu aktivnost
autofagije Sto iskljucuje ulogu egzosoma na spomenuti proces. U¢inak egzosoma i otopine
ExoR ovisno o diferencijacijskom danu smanjuje postotak stani¢ne citotoksi¢nosti, razinu
superoksidnih aniona te aktivnosti autofagije ¢ime vjerojatno djeluju blagotvorno na ostecene

stanice.
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7. Zakljucci

1. Zivéane mati¢ne stanice, analizirane nakon jednog, sedam i etrnaest dana diferencijacije
postizu razli¢it stupanj zrelosti, Sto predstavlja pogodan model u in vitro istrazivanju ishemijske

ozlijede.

2. Morfoloske i metabolicke promjene stanica tijekom diferencijacije prac¢ene su poveéanjem
povrSine, duljine i razgranatosti mitohondrijske mreze iz ¢ega zaklju¢ujemo kako stanice

postupno poprimaju zreli oblik s izrazenijim metabolickim potrebama.

3. Akutni manjak kisika i glukoze u trajanju od 24 h uzrokuje poveéanu stani¢nu Smrt, narusava
fuzijsko/fisijske cikluse mitohondrija, Stetno djeluje na parametre mitohondrijske mreze i

metabolizam mitohondrija te inducira mitofagiju.

4. lIzlaganje stanica akutnom manjku kisika i glukoze dovodi do povecanog nakupljanja
autofagosoma i njihove kolokalizacije s lizosomima, $to ukazuje na povecanu aktivnost

autofagije, ali 1 na njenu poremecenu dinamiku.

5. Egzosomi izolirani iz ZMS-a iskazuju djelomi¢no blagotvoran u¢inak na stanice osteéene
ishemijsko reperfuzijskom ozljedom tako $to smanjuju razinu superoksidnih aniona drugog

dana diferencijacije te stanicnu smrt petnaestog dana diferencijacije.

6. Ucinak egzogeno dodanih ZMS-a i njenih egzosoma na stanice ostecene ishemijsko
reperfuzijskom ozljedom rezultira pove¢anom aktivno$¢u autofagije i mitofagije osmog dana
diferencijacije, takoder pracenu pove¢anom razinom superoksidnih aniona i stanicnom smréu
iz Cega zakljucujemo kako tretmani djeluju Stetno na oSte¢ene stanice spomenute tocke

diferencijacije.

7. Egzosomi i otopina ExoR izazivaju blagotvoran uc¢inak smanjenjem aktivnosti autofagije u

stanicama oStecenim ishemijsko reperfuzijskom ozljedom petnaestog dana diferencijacije.
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8. Sazetak

Jedan od najcesc¢ih uzroka invalidnosti u ljudskoj populaciji je nagli manjak kisika i glukoze
koji je posebice Stetan tijekom perinatalnog perioda, a naziva se hipoksijsko ishemijska
rada dovodi do niza negativnih posljedica na stanicu, a ¢esto i do stani¢ne smrti. Stoga Se 0vo
istrazivanje fokusiralo na utjecaj hipoksijsko-ishemijske ozljede na strukturu i metabolizam
mitohondrija te na aktivnost autofagije 1 mitofagije u nezrelim stanicama ziv€anog sustava.
Nakon uspostave in vitro modela HIE, sto je ukljuéilo ianalizu akutne citotoksi¢nosti, pokazali
smo kako nagli manjak kisika i1 glukoze negativno djeluje na povrSinu, duljinu i razgranatost
mitohondrija. Takoder, koriStenje vlastitog razvijenog algoritma omogucilo nam je
kvantifikaciju fragmentacije mitohondrija, za koju je pokazano kako ovisi 0 stupnju
diferencijacije stanica Ziv€anog sustava. Istovremeno smo uocili poveane razine
superoksidnih aniona, hiperpolarizaciju membrane mitohondrija te pove¢anu mitofagiju. S
ciljem pronalaZzenja novih terapijskih pristupa, nezrele stanice Ziv€anog sustava oStecene
akutnim manjkom Kisika i glukoze su bile tretirane zivéanim mati¢nim stanicama ili njihovim
egzosomima gdje je uoceno smanjene razine superoksidnih aniona drugog dana diferencijacije,
kao i stani¢ne smrti i autofagije petnaestog dana diferencijacije. 1z rada se zakljucuje kako ZMS

i njeni egzosomi djeluje protektivno na zrelije stanice SZS-a.
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9. Summary

Role of neural stem cells on mitophagy regulation after ishemic damage of cells of the
neural tissue

Denis Jageci¢, mag.biol.exp., 2024.

One of the most common causes of disability is a sudden lack of oxygen and glucose that causes
hypoxic ischemic encephalopathy which is particulary harmful for the organism during
perinatal development. Mitochondria are in the center of this event, whose malfunction leads
to a series of negative consequences and cell death. This research focused on the influence of
hypoxic-ischemic injury (HIE) on the structure and metabolism of mitochondria, and on
autophagy and mitophagy in immature cells of CNS. After the establishment of an in vitro
model of HIE, which included the analysis of acute cytotoxicity, we found that lack of oxygen
and glucose has a negative effect on the surface, length and branching of mitochondria. Our
own developed algorithm enabled us to quantify mitochondrial fragmentation, which is
depended on the degree of cell differentiation. We also observed an increased level of
superoxide anions, hyperpolarization of the mitochondrial membrane, and increased
mitophagy. With the aim of finding new therapeutic approaches, immature cells of CNS
damaged by HIE were treated with NSCs or their exosomes after which reduced level of
superoxide anions on the second and cell death and autophagy on the fifteenth day of
differentiation was detected. This research indicates that NSCs and its exosomes acts

protective on more matured cells of CNS.
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