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Ishemijski mozdani udar, te posljedi¢ne tkivna hipoksija i ishemija, uzrokuju znacajno
ostecenje mozdanog tkiva. Jedan od pristupa u potrazi za pronalaskom uspjeSne obnove
ostecenog tkiva ukljucuje primjenu matiénih stanica. U ovom istrazivanju osnovni cilj bio je
istraziti kako transplantacija zZiv€éanih mati¢nih stanica u mozak misa zahvacen ishemijskim
mozdanim udarom utjece na ekspresiju gena ukljucenih u programiranu stani¢nu smrt. Istrazili
smo stani¢nu smrt posredovanu proteinom AIF (Aifm1), nekroptozu (Ripk1, Ripk3, Mikl) te
apoptozu (Casp3). Nakon s$to je mozdani udar induciran privremenom okluzijom lijeve srednje
mozdane arterije, Ziv€ane maticne stanice su transplantirane u striatum zahvaéene polutke
(lijeve, ipsilateralne) mozga 24 h nakon mozdanog udara. MiSevi su Zrtvovani 15 dana nakon
induciranja mozdanog udara te su za analizu ekspresije navedenih gena koriStene obje polutke
mozga. Transplantacija zivéanih mati¢nih stanica u mozak miSeva zahvaéenih mozdanim
udarom znacajno je smanjila ekspresiju gena Aifm1 i Casp3 koji poticu stani¢nu smrt.
Istovremeno, ekspresija gena uklju¢enih u nekroptozu (Ripk1, Ripk3, Mlkl) znacajno je
povisena nakon moZdanog udara, dok injiciranje medija nakon moZdanog udara smanjuje
njihovu ekspresiju. Nalaz da transplantacija Zivéanih mati¢nih stanica odrzava visoku
ekspresiju gena Ripk3 te MIkl moZe se objasniti njihovom novootkrivenom ulogom u prometu
stani¢nih vezikula.
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1. UVOD

Mozdani udar

Mozdani udar je, uz infarkt srca, najveéi zdravstveni problem danasnjice. Prema
podacima od prije nekoliko godina, incidencija moZzdanog udara je 95 do 290 slu¢aja na 100
000 stanovnika, od c¢ega je smrtnost unutar prvih mjesec dana izmedu 13 i 35 % (1). Vise od
milijun stanovnika Europe zahvaceno je mozdanim udarom svake godine, a zbog demografskih
promjena ocekuje se kako ¢e taj broj do 2025. premasiti 1.5 milijun (2). U 55-90% slucajeva
rije¢ je o ishemijskom mozdanom udaru, koji je predmet ovog istraZivanja, dok je u 10-25%
slucajeva rije¢ o hemoragijskom mozdanom udaru mozdanog udara (1). Ishemijski mozdani
udar nastaje uslijed prestanka protoka krvi kroz krvnu Zilu u mozgu, prilikom ¢ega dolazi do
prestanka opskrbe kisikom i hranjivim tvarima zahvaéenog dijela moZdanog tkiva, te
posljedi¢nog osteéenja i odumiranja mozdanog tkiva. Do hemoragijskog mozdanog udara
dolazi uslijed puknuca krvne Zile u mozgu prilikom ¢ega dolazi do izlijevanja krvi u mozdani

parenhim.

S obzirom na razmjer zahvacenosti tkiva smanjenim protokom krvi, kod ishemijskog
mozdanog udara razlikujemo dva podrucja osteéenog tkiva, a to su jezgra mozidanog udara
(engl., infarct core) i penumbra. Jezgra mozdanog udara predstavlja tkivo koje je najvise
zahvaéeno smanjenim protokom krvi, pa se stanice koje se tu nalaze vise ne mogu spasiti. S
druge strane, penumbra je manje zahvacena ishemijom zato jer dobiva dio krvi iz okolnih
kolateralnih Zila, pa je to dio tkiva koji se nastoji spasiti terapijskim intervencijama (3). Za sada
je intravenozna administracija rekombinantnog tkivnog plazminogen aktivatora (r-tPA) jedini
odobreni farmakoloski pristup u lijecenju ishemijskog mozdanog udara, a kako je on primjenjiv
u vrlo malom postotku pacijenata (4), potrebni su novi pristupi u lijeCenju bolesti mozga

uzrokovanih ishemijom.

Mati¢ne stanice u istrazivanju ishemijskog mozdanog udara

Maticne stanice postoje u svim tkivima i organima, a predstavljaju populaciju stanica
koje su i nakon zavrsenog razvitka zadrzale sposobnost samoobnove i diferencijacije u razli¢ite
vrste stanica. Uloga maticnih stanica je zamjena odumrlih stanica i regeneracija tkiva. Dok je
kod manjih ostec¢enja to mogudée, kod veéih ostecenja postojanje endogenih mati¢nih stanica

nije dovoljno. Takva ostecenja, a posebno u organima koji inace nemaju obilnu populaciju



endogenih maticnih stanica (mozak), predmet su istraZivanja regenerativne medicine. Razli¢iti
tipovi multipotentnih mati¢nih stanica mogu se dobiti izolacijom iz razlicitih tkiva, tako su npr.
neki od izvora mezenhimalnih mati¢nih stanica koStana srz, periferna krv i adipozno tkivo (5).
Medutim, mati¢ne stanice mogu se dobiti i reprogramiranjem iz vec¢ diferenciranih stanica, a
takve stanice nazivaju se inducirane pluripotentne maticne stanice (iPSC) (6). Otkri¢em iPSC
smanjena je potreba za pluripotentnim embrionalnim mati¢nim stanicama ¢ija je upotreba

eticki upitna.

Brojna istrazivanja na pretklinickoj i klinickoj razini pokazala su pozitivan utjecaj
transplantacije matic¢nih stanica nakon ishemijskog moZzdanog udara. Embrionalne Ziv€éane
matic¢ne stanice transplantirane u mozak Stakora koji su pretrpjeli ishemijski mozdani udar
migrirale su na mjesto ishemijske ozljede, diferencirale se u neurone, astrocite i mikrogliju, te
su poboljsale senzomotorne funkcije eksperimentalnih Zivotinja (7). Nadalje, transplantacija
mezenhimalnih mati¢nih stanica u Zivotinjske modele ishemijskog mozdanog udara poboljsala
je senzomotorne funkcije, potaknula sinaptogenezu te stimulirala regeneraciju Zivaca (7). Sto
se ti¢e klini¢kih istrazivanja, Kalladka i sur. pokazali su da transplantacija imortalizirane
staniéne linije Ziv€anih mati¢nih stanica CTXOEO3 u putamen 13 pacijenata koji su pretrpjeli
mozdani udar, nije imala nikakvih nuspojava te je kod pacijenata zabiljezena poboljsana
neuroloska funkcija (8). Chen i sur., u metaanalizi koja je ukljucivala 16 studija, objavili su da
transplantacija mati¢nih stanica znacajno poboljSava neuroloske i motorne funkcije te
funkcionalnu neovisnost, ali istovremeno istiCu potrebu za novim veéim studijama koje bi

potvrdile navedene rezultate (9).

Programirana stanicna smrt nakon ishemijskog mozdanog udara

Programirana stani¢na smrt je vazno zbivanje u razvoju organizma, ali i kasnije u
odrzavanju homeostaze odrasle jedinke. Njeno postojanje nuzno je za uklanjanje nepotrebnih
stanica, npr., u razvoju prstiju ruke i noge, ali i stanica koje imaju tumorigeni potencijal.
Istovremeno, procesi programirane stani¢ne smrti mogu izmaknuti kontroli, Sto dovodi do
patoloskih stanja — u tumorima su stanice promijenjene tako da izbjegavaju smrt (10), dok u
nekim drugim bolestima kao Sto su mozdani i sréani udar, postoji upravo suprotan problem
prekomjerne staniéne smrti. Prema tome, ¢ini se kako je upravo razumijevanje puteva
programirane stani¢ne smrti jedan od preduvjeta za lijeCenje najceséih bolesti modernog

doba.



Stani¢na smrt se do nedavno dijelila na programiranu stani¢nu smrt ili apoptozu, koju
karakterizira fagocitoza umirudih stanica, te neorganiziranu i sluajnu (11) stani¢nu smrt ili
nekrozu koju karakterizira izlijevanje stani¢nog sadrzaja i upala. Danas znamo kako uz
apoptozu postoji vise razlicitih tipova programirane stani¢ne smrti, od kojih su neki obiljezeni
nekrotickom morfologijom. Berghe i sur. su objavili pregledni rad u kojem opisuju razlic¢ite
tipove programirane tj., regulirane nekroze: parthanatozu (engl., parthanatos), nekroptozu
(engl., necroptosis), oksitozu (engl., oxytosis), feroptozu (engl., ferroptosis), NETozu (engl.,
NETosis), pironekrozu (engl., pyronecrosis) i piroptozu (engl., pyroptosis) (12). Navedeni tipovi
stani¢ne smrti se razlikuju u molekulama kojima su posredovani, a zajedni¢ko im je da u svim
slu¢ajevima dolazi do smrti stanice koja je popraéena izlijevanjem stanicnog sadrzaja u
izvanstanicni prostor. Pojava stani¢nog sadrzaja u medustani¢nom prostoru je pokazana kao
jedan od glavnih okidaca upale. Jo$ jedan tip programirane stani¢ne smrti je i autofagija (13),
za Cije je otkrice 2016. godine dobivena Nobelova nagrada. U ovom istrazivanju fokusirali smo
se na apoptozu, programiranu stani¢nu smrt posredovanu proteinom AIF i nekroptozu -
puteve programirane stani¢ne smrti za koje je pokazano da imaju ulogu u patologiji nakon

ishemijskog mozdanog udara (14-16).

Apoptoza

Apoptoza je tip programirane stani¢ne smrti koja je posredovana kaspazama, a njena
biokemijska obiljezja su fragmentacija DNA, premjesStanje fosfatidilserina u vanjski sloj
stanicne membrane te gubitak mitohondrijskog potencijala (17). Kaspaze su cisteinske
proteaze koje cijepaju proteine na mjestu aspartata, a djeluju u kaskadi. Apoptoza se moze
pokrenuti vanjskim putem posredovanim receptorima smrti ili unutarnjim putem
posredovanim mitohondrijem (Slika 1.). Vanjski put aktivira se vezanjem faktora smrti kao sto
sunpr., FasL (engl., First apoptotic signal ligand), TNF-a (engl., Tumor necrosis factor-a) i TRAIL
(engl., TNF-related apoptosis-inducing ligand), na odgovarajuci receptor smrti. Taj dogadaj
uzrokuje procesiranje prokaspaze 8 u aktivnu kaspazu 8. Unutarnji ili mitohondrijski put, koji
se aktivira unutarstaniénim stresom, posredovan je vezanjem proapoptitickih i
antiapoptitickih ¢lanova bcl proteinske obitelji na membranu mitohondrija. Antiapoptiticki
¢imbenici, npr., bcl-2, inhibiraju oslobadanje citokroma C iz mitohondrija, dok proapoptoticki,
npr., bax i bid, djeluju suprotno, poticuci oslobadanje citokroma C. Oslobodeni citokrom C

veze se na APAF-1 (engl.,, apoptotic protease activating factor) formirajuéi heptamerni



kompleks koji djeluje kao nosac za procesiranje prokaspaze 9 u aktivnu kaspazu 9. Kaspaza 8
koja je aktivirana vanjskim putem te kaspaza 9 koja je aktivirana unutarnjim putem, cijepaju
prokaspazu 3 u aktivnu kapazu 3. Kaspaza 3 jedna je od glavnih egzekucijskih kaspaza. Ona je
odgovorna za cijepanje vise od 1300 stani¢nih supstrata, pa tako npr., cijepa ICAD (engl.,
inhibitor of caspase-activated DNase) oslobadajuéi CAD (engl., caspase-activated DNase) koji
sudjeluje u apoptotickoj DNA fragmentaciji, cijepanjem ATP11A/C i XKR8 (engl., XK Related 8)
uzrokuje premjestanje fosfatidilserina u vanjski sloj citoplazmatske membrane, dok
cijepanjem ROCK1 (engl., Rho-associated protein kinase 1) uzrokuje apoptoti¢ko ,pupanje”
membrane (17). Fosfatidilserin u vanjskom sloju plazma membrane signal je makrofazima koji
fagocitiraju apoptoticke stanice u procesu eferocitoze (engl., efferocytosis) koji je toliko

ucinkovit da je in vivo teSko pronadi apoptoticke stanice ¢ak i u tkivima u kojima veliki broj

stanica umire apoptozom (17).
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Slika 1. Shematski prikaz apoptoze. Apoptoza se moZe manifestirati kroz vanjski (engl., extrinsic
pathway) ili unutarnji (engl., intrinsic pathway) put. Vanjski put pokreée se vezanjem liganda na
specificni receptor smrti Sto uzrokuje cijepanje prokaspaze 8 u kaspazu 8. Kaspaza 8 inducira apoptozu
direktno aktivirajuéi kaspazu 3 ili cijepajuci bid (BH3 interacting domain death agonist) $to uzrokuje
oslobadanje citokroma C iz mitohondrija i aktivaciju kaspaze 9 i 3. Djelovanje kaspaze 3 odgovorno je
za fragmentaciju DNA i stani¢nu smrt u brojnim tkivima. Unutarnji ili mitohondrijski put je posredovan
vezanjem proapoptitickih i antiapoptitickih ¢lanova bcl proteinske obitelji na membranu mitohondrija.
Antiapoptiticki ¢lanovi, npr bcl-2, inhibiraju oslobadanje citokroma ¢ iz mitohondrija, dok
proapoptoticki, npr., bax i bid, djeluju suprotno poti¢u¢i oslobadanje citokroma C. Oslobodeni
citokrom C veZe se na APAF-1 (apoptotic protease activating factor) formiraju¢i multimerni kompleks
koji regrutira i aktivira kaspazu 9 koja zatim aktivira kaspazu 3 $to rezultura stanicnom smréu. Preuzeto
iz Loreto i sur. (18).



Programirana stani¢na smrt posredovana proteinom AlF

Susin i sur. 1999. godine identificirali su protein koji mozZe inducirati stani¢nu smrt
neovisnu o kaspazama, a kako je tada apoptoza bila sinonim za programiranu stani¢nu smrt,
nazvali su ga AIF (engl., apoptosis inducing factor) (19). Uloga proteina AIF opisana je u
putevima partanatoze (engl., parthanatos) i oksitoze (engl., oxytosis) u koje je ukljucen i
glutamat koji se prekomjerno oslobada nakon ishemijskog moZzdanog udara (12) (Slika 2.). U
partanatozi, glutamat se veze na NMDA receptore koji se otvaraju i kroz njih u stanicu ulaze
Ca?* ioni $to uzrokuje tzv. ekscitotoksi¢nost. Posljedica ekscitotoksi¢nosti je nakupljanje
reaktivnih kisikovih radikala koji uzrokuju oSteé¢enje DNA Cime se prekomjerno aktivira PARP
(engl., Poly (ADP-ribose) poly-merase). Aktivirani PARP uzrokuje nakupljanje PAR polimera Sto
rezultira oslobadanjem proteina AIF iz vanjske membrane mitohondrija te njegovu
translokaciju u jezgru Sto dovodi do stani¢ne smrti (20). U slu¢aju oksitoze, glutamat inhibira
cistein-glutamat antiporter (Xc-) te time smanjuje razinu unutarstani¢nog glutationa Sto
dovodi do oksidativne toksi¢nosti koja takoder rezultira stanicnom smréu posredovanom
proteinom AIF (21). Do danas su otkriveni mnogi proteini koji sudjeluju u putu stani¢ne smrti
posredovane proteinom AIF. Protein IDUNA (RNF 146, ring finger protein) ima protektivno
djelovanje blokirajuci translokaciju proteina AIF u citoplazmu (22). S druge strane, protein
CYPA (engl.,Cyclophilin A) u citoplazmi stvara kompleks s AlF-om koji se pokazao vaznim za
indukciju stani¢ne smrti (23). Dugo se znalo da translokacija AlF-a u jezgru uzrokuje
degradaciju DNA, ali i da AIF nema nukleaznu aktivnost. Wang i sur. nedavno su otkrili da
protein MIF (engl., Macrophage migration inhibitory factor), koji je inace dobro poznati
protuupalni citokin, zajedno s AlF-om translocira u jezgru te svojom nukleaznom aktivnoscu
degradira DNA (24). lako se AIF najées¢e spominje uz programiranu stani¢nu smrt, on ima

vaznu ulogu u oksidativnoj fosforilaciji te u odrzanju morfologije mitohondrija (14).
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Slika 2. Pojednostavljeni shematski prikaz programirane stani¢ne smrti posredovane proteinom AIlF.
Glutamat, koji se prekomjerno oslobada nakon ishemijskog moZdanog udara, se veie na NMDA
receptore koji se otvaraju i kroz njih u stanicu ulaze Ca? ioni $to uzrokuje tzv. ekscitotoksi¢nost.
Posljedica ekscitotoksicnosti je nakupljanje reaktivnih kisikovih radikala (ROS) koji uzrokuju ostecenje
DNA ¢ime se prekomjerno aktivira PARP (engl., Poly (ADP-ribose) poly-merase) (nije prikazano).
Aktivirani PARP uzrokuje nakupljanje PAR polimera Sto rezultira oslobadanjem proteina AlF iz vanjske
membrane mitohondrija te njegovu translokaciju u jezgru sto dovodi do stani¢ne smrti (20). S druge
strane, u slucaju oksitoze, glutamat inhibira cistein-glutamat antiporter (Xc-) te time smanjuje razinu
unutarstani¢nog glutationa Sto dovodi do oksidativne toksi¢nosti koja takoder rezultira stanicnom
smréu posredovanom proteinom AIF (21).

Nekroptoza

Nekroptoza je programirana stani¢na smrt nekroticke morfologije koja je posredovana
kinazama RIPK1 (engl., Receptor Interaction Protein kinase 1), RIPK3 (engl., Receptor
Interaction Protein kinase 3) te pseudokinazom MLKL (engl., Mixed-lineage kinase domain-like
protein). Put nekroptoze, kao i vanjski put apoptoze, aktivira se vezanjem liganda na raceptore
smrti (Slika 3.). Kada su aktivirani od strane receptora smrti, RIPK1 i RIPK3 udruzuju se u
kompleks koji se zove nekroptosom, fosforiliraju MLKL koji onda oligomerizira, odlazi na

membranu te je permeabilizira (25). RIPK1 i RIPK3 udruzuju se u kompleks preko svojih RHIM



(engl., RIP homotypic interaction motif) domena te dalje polimeriziraju u filamentozne beta-
amiloidne strukture (26). Fosforilirani MLKL tvori kationske kanale na plazma membrani
preferencijalno propusne za Mg?*, ali ne i za Ca?*, te se pretpostavlja da se takvi kanali stvaraju
u pocetnoj fazi nekroptoze, dok se kasnije MLKL organizira u vece pore Sto uzrokuje lizu
membrane a time i stani¢nu smrt (27). Medutim, ukoliko se u stanici u trenutku aktivacije
receptora smrti nalazi dovoljno aktivne kaspaze 8, ona ¢e cijepati neke stani¢ne supstrate

ukljucujuéu RIPK1 i RIPK3 te ¢e tako usmjeriti stanicu u apoptozu (28).
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Slika 3. Pojednostavljeni shematski prikaz puta nekroptoze. Put nekroptoze, kao i vanjski put
apoptoze, aktivira se vezanjem liganda na raceptore smrti. Aktivacija receptora smrti uzrokuje
fosforilaciju RIPK1 koji fosforilira RIPK3, te se s njim udruZuje u kompleks koji se zove nekroptosom.
Nekroptosom zatim uzrokuje fosforiliraju MLKL koji onda oligomerizira, odlazi na membranu te je
permeabilizira (25). Medutim, ukoliko se u stanici u trenutku aktivacije receptora smrti nalazi dovoljno
aktivne kaspaze 8, ona Ce cijepati neke stanicne supstrate uklju¢ujucu RIPK1 i RIPK3 te ¢e tako usmijeriti
stanicu u apoptozu (28).

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi ucinak transplantacije Zivéanih mati¢nih stanica

nakon ishemijskog moZdanog udara na ekspresiju gena ukljuéenih u razli¢ite tipove
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programirane stani¢ne smrti: programiranu smrt posredovanu proteinom AIF (Aifm1),
nekroptozu (Ripk1, Ripk3, Mikl) te apoptozu (Casp3), u ipsilateralnoj (zahvaéenoj mozdanim

udarom) i kontralateralnoj (nazahvacenoj) hemisferi.
Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja bili su:

- Uspostaviti stabilnu kulturu Ziv€anih mati¢nih stanica izolacijom iz telencefali¢kog zida
embrija misa starih 14.5 dana

- Odrediti izrazaj gena Aifm1, Ripk1, Ripk3, Mkl i Casp3, u zahvaéenoj i nezahvaéenoj
hemisferi mozga cetiriju skupina miSeva: (1) zdravi miSevi, (2) miSevi zahvaceni
mozdani udarom, (3) miSevi zahvaéeni mozdanim udarom u koje su transplantirane
Zivéane maticne stanice i (4) miSevi zahvaéeni mozdanim udarom u koje je injiciran

medij koji potice proliferaciju te koji sluZi za uzgoj Ziv€anih mati¢nih stanica

Pretpostavka je da ¢e 15 dana nakon indukcije mozdanog udara ekspresija gena ukljuéenih u
puteve programirane stani¢ne smrti biti povisena u ipsilateralnoj hemisferi mozga, a da ¢e u
kontralateralnoj hemisferi ekspresija ostati nepromijenjena. Istovremeno smo pretpostavili
kako ée transplantacija Ziv€anih matic¢nih stanica u striatum ipsilateralne hemisfere miseva s

vidljivim kortiko-striatalnim mozdanim udarom normalizirati ekspresiju navedenih gena.



3. MATERUALI'T METODE

Izolacija ziv€anih matic¢nih stanica te uspostava stani¢ne kulture

Za izolaciju Ziv€éanih maticnih stanica koriSten je soj miseva B6.Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J.
Zivéane mati¢ne stanice izolirane su iz telencefalickog zida embrija starih 14.5 dana kako je
opisano (30). Ukratko, 14.5. dana skotnosti Zenke su eutanazirane cervikalnom dislokacijom.
Abdomen im je dezinficiran 70% etanolom. Iz abdominalne Supljine izvadena su oba roga
maternice s embrijima te su stavljeni u petrijevu posudicu u kojoj se nalazio hladni 1xPBS
pufer. Embriji su izolirani iz maternice te su prebaceni u ¢istu petrijevu posudicu s 1xPBS-om.
Glava je odvojena na mjestu vratne ledne mozdine. Napravljen je sagitalni rez kroz kozu i
lubanju, te je izoliran mozak i stavljen u Cisti 1xPBS. Izolirani mozgovi prenijeti su pipetom,
¢ijem je nastavku odrezan vrh u Cisti 1xPBS u petrijevoj posudici. U jednu petrijevu posudicu
stavljeno je 4-5 izoliranih mozgova embrija koji su zatim usitnjeni Skaricama. Usitnjeno tkivo
prebaceno je u epruveti 50 ml uz pomo¢ pipete Cijem je nastavku odrezan vrh. Visak 1xPBS-a
usisan je pipetom. Dodano je 5 ml enzima akutaze te je sadrZaj epruvete zagrijavan u vodenoj
kupelji 20 min na 37 °C. Nakon 10 minuta, sadrzaj u epruveti lagano je promijesan pipetom
(nastavak bez vrha) te je epruveta vraéena u vodenu kupelj na jo§ 10 minuta. Nakon ukupno
20 minuta u vodenoj kupelji, sadrzaj epruvete jos jednom je promijesan i pusten da se istalozi.
Mutna tekucina koja je sadrzavala stanice, pipetom je prebaéena u novu epruvetu pazedi da
se ne pokupe komadiéi nerazgradenog tkiva koji su pali na dno. U epruvetu je dodano 10 ml
medija DMEM/F-12 (Gibco, Life Technologies, 31331-028) te je sadrzaj epruvete centrifugiran
na 400 g/6 min (2070 o/min). Za vrijeme centrifugiranja, pripremljen je medij za rast Ziv€anih
maticnih stanica: 22 ml medija DMEM/F-12, 220 ul N-2 suplement (Gibco, Life Technologies,
17502-048), 220 pl Penicillin/Streptomycin (Gibco, Life Technologies, 15070-063), 440 ul B-27
suplementa (Gibco, Life Technologies, 17504-044), 44 ul EGF (engl. Recombinant Mouse
Epidermal Growth Factor, PMG8041), 44 ul FGFb (engl. Recombinant Mouse Fibroblast Growth
Factor-basic, PMG0035). Navedeni volumeni dovoljni su za jednu posudu za uzgoj stanica u
koju idu stanice dobivene iz 4-5 mozgova embrija miSa. Nakon centrifugiranja supernatant je
odstranjen pipetom te je u talog stanica dodano 2 ml pripremljenog medija za rast. Sadrzaj
epruvete lagano je promijeSan uz pomo¢ pipete kako bi se talog resuspendirao. Suspenzija
stanica prebacena je u ostatak pripremljenog medija (20 ml) za rast. Suspenzija stanica u

mediju za rast nasadena je pipetom u posudu za uzgoj stanica lagano ispustajuci sadrzaj po
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dnu posude kako se ne bi stvorili mjehuri¢i. Nasadene stanice pogledane su pod mikroskopom
te su posude za uzgoj stanica stavljene u inkubator na 37 °C, 5% CO,.

Stanice su odrzavane u kulturi tako da su se presadivale treci ili Cetvrti dan kada su bile vidljive
nakupine Zivéanih mati¢nih stanica (neurosfere) promjera 150-200 pm. Zivéane mati¢ne
stanice presadene su na nacin da je sadrzaj posude za uzgoj stanica pipetom prebacen u
epruvetu 50 ml te centrifugiran na 400 g/6 min. Supernatant je odliven i u talog stanica je
dodano 3 ml temperirane akutaze. Epruveta je stavljena u vodenu kupelj na 37 °C na ukupno
10 min. Nakon 5 min, sadrzZaj je resuspendiran 20ak puta te je epruveta vracena u vodenu
kupelj na jos 5 min. Nakon ukupno 10 min u vodenoj kupelji, sadrzaj je ponovno resuspendiran
pomocu pipete te je zatim prebacen u Cistu epruvetu u koju je prethodno dodano 9 ml
temperiranog medija DMEM/F-12 kako bi se neutralizirala akutaza. SadrZaj epruvete lagano
je resuspendiran te ponovno centrifugiran na 400 g/6 min. U meduvremenu je pripremiljen
medij za rast prema vec¢ opisanom postupku. Nakon centrifugiranja, supernatant je pazljivo
odliven te je u talog dodano 2 ml medija za rast. Talog je lagano resuspendiran pomocu pipete
i prebacen u posudu za uzgoj stanica u koju je prethodno dodano 20 ml medija za rast.

Postupak je ponovljen nakon 3-4 dana kada su se pojavile neurosfere.

Reverzna transkripcija i lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

U ovom istrazivanju koristeni su uzorci RNA koja je izolirana iz obiju hemisfera mozga
Cetiri skupine Zivotinja: zdravi miSevi [H, engl. Healthy] (n=3), miSevi zahvaéeni mozZdanim
udarom [S, engl. Stroke] (n=4), miSevi zahvaceni mozdanim udarom u koje su transplantirane
zivéane mati¢ne stanice [S+C, engl. Stroke + Cells] (n=4-7) te miSevi zahvaceni mozdanim
udarom u koje je injiciran medij koji sluzi za uzgoj ziv€éanih mati¢nih stanica [S+M, engl. Stroke
+ Medium] (n=4-5). MiSevi iz Cijih je hemisfera mozga izolirana RNA koja je koristena u ovom
istrazivanju prosli su sljedece postupke: indukcija mozdanog udara metodom privremene
okluzije srednje lijeve mozdane arterije, stereotakticka injekcija Ziv€éanih mati¢nih stanica ili
samo medija u striatum ipislateralne hemisfere 24 h nakon induciranja mozZdanog udara,
izolacija ipsilateralne (lijeve, zahvaéene mozdanim udarom) i kontralateralne (desne,
nezahvacene mozdanim udarom) hemisfere 14 dana nakon stereotakticke injekcije te izolacija
ukupne RNA iz obiju hemisfera. Misevi kojima je induciran mozidani udar bili su soja
C57BI/6NCrl koji je na istoj genetickoj podlozi kao i soj B6.Cg-Tg(Thy1l-YFP)16Jrs/J iz kojeg su
izolirane Zivéane mati¢ne stanice te se radilo o muzjacima starim 3 mjeseca. Zivotinje su bile
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uzgajane u nastambi za Zivotinje Hrvatskog instituta za istraZivanje mozga na temperaturi 22
+ 2 9C, sa 55% * 10% vlage te ciklusom od 12h svjetla i 12h mraka. Voda i suha hrana bile su
im dostupne ad libitum.

RNA je prepisana u cDNA uz pomo¢ komercijalno dostupnog kita: high capacity RNA-
to-cDNA Kit (Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, Kalifornija. 94404, SAD)
prema uputama proizvodaca te u uredaju 27020 Thermal Cycler (Applied Biosystems).
Kombinacije proba i pocetnica (engl., assays) koristene u ovom istraZivanju prikazane su u
tablici 1, dok je ekspresija gena analizirana s obzirom na endogenu kontrolu beta aktin (ACTB
MGB 4352933E) (TagMan Gene Expression Assays). Svi uzorci radeni su u duplikatima sa 1 ug
cDNA u ukupnom volumenu 20 uL, a lan¢ana reakcija pomilerazom u stvarnom vremenu
napravljena je prema uputama proizvodaca u uredaju Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR

System.

Tablica 1. Popis TagMan® kombinacija proba i pocetnica (engl., assays), zajedno s njihovim
kataloSkim brojevima, koriStene u ovom istrazivanju (izvor: Applied Biosystems).

Kombinacija
Kataloski broj
proba i pocetnica

Aifm1 Mm00442548 m1
Ripk1 Mm00436354_m1
Ripk3 Mm00444947 m1

Mikl Mm01244222 m1l
Casp3 Mm01195085_m1

Mehanizam djelovanja Applied Biosystems™ TagMan® real-time PCR kombinacija
proba i pocetnica prikazan je na slici 4. Kombinacije proba i poéetnica (engl., assays) sadrze:
par neobiljezenih pocetnica specifi¢nih za gen te probe sa FAM™ ili VIC™ fluorogenim bojama
na 5' kraju, dok je na 3' kraju molekula koja se veze na mali utor u DNA (engl., minor groove
binder, MGB) i nefluorescentna molekula koja hvata signal fluorescentih boja (engl.,
nonfluorescent quencher, NFQ). Na pocetku lancane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu, podigne se temperatura kako bi se denaturirala dvolanéana cDNA. Tijekom prvog
koraka, signal iz fluorescentne boje na 5' kraju probe hvata NFQ na 3' kraju pa se signal ne

moze detektirati. U sljedeéem koraku, reakcijska temperatura se snizi kako bi se omogucilo
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vezanje pocetnica i probe na komplementarne sljedove u cDNA. Tag DNA polimeraza
sintetizira nove lance DNA koriste¢i neoznafene pocetnice. Kada polimeraza dode do
obiljezene probe, njena 5' nukleazna aktivnost razgraduje probu odvajajuci boju od molekule
koja hvata signal boje. Sa svakim ciklusom lan¢ane reakcije polimerazom, oslobada se sve vise
boje, Sto rezultira povecanjem intenziteta fluorescencije koje je proporcionalno sintetiziranom

amplikonu.
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Slika 4. Prikaz djelovanja TagMan® Gene Expression kombinacija proba i pocetnica (engl., assays).
Kombinacije proba i pocetnica (engl., assays) sadrie: uzvodne (engl., Forward primers) i nizvodne
(engl., Reverse primers) neobiljeZzene pocetnice specificne za gen te probe sa FAM™ ili VIC™
fluorogenim bojama na 5' kraju, dok je na 3' kraju molekula koja se veZe na mali utor u DNA (engl.,
Minor groove binder, MGB) i nefluorescentna molekula koja hvata signal fluorescentih boja (engl.,
nonfluorescent quencher, NFQ).

1. Na pocetku lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu, podigne se temperatura kako bi se
denaturirala dvolancana cDNA. Tijekom prvog koraka, signal iz fluorescentne boje na 5' kraju probe
hvata NFQ na 3' kraju pa se signal ne moZze detektirati.

2. U sljedeéem koraku, reakcijska temperatura se snizi kako bi se omogucilo vezanje pocetnica i probe
na komplementarne sljedove u cDNA.

3. Tag DNA polimeraza sintetizira nove lance DNA koriste¢i neoznacene pocetnice. Kada polimeraza
dode do obiljeZzene probe, njena 5' nukleazna aktivnost razgraduje probu odvajajuéi boju od molekule
koja hvata signal boje.

(izvor: sluzbena web stranica tvrtke ThermoFisher Scientific)
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Uredaj mijeri intenzitet fluorescencije u svakom ciklusu prilikom c¢ega nastaje
amplifikacijska krivulja (Slika 5.). Na amplifikacijskoj krivulji postoji grani¢na vrijednost signala
(engl., threshold) koja predstavlja vrijednost intenziteta fluorescencije na kojoj signal dobiven
amplifikacijom Zeljenog gena preraste pocetnu buku. Za analizu ekspresije gena uzima se broj
ciklusa (Cr, threshold cycle) koji se nalazi u dijelu amplifikacijske krivulje izmedu grani¢ne
vrijednosti signala te platoa koji nastaje kada se reagensi potrose, tj., nema vise amplifikacije
gena pa je intenzitet fluorescencije na konstantnoj vrijednosti. Analiza ekspresije gena
napravljena je na nacin da je od Crvrijednosti za odredeni gen oduzeta Cr vrijednost endogene
kontrole (beta aktin) te je tako dobivena ACt vrijednost. Relativna ekspresija gena dobivena je
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Slika 5. Primjer amplifikacijske krivulje. Os y oznacava intenzitet izmjerene fluorescencije, dok
je na x osi broj ciklusa. Razli¢ite boje krivulja predstavljaju razlicite uzorke radene u
duplikatima. Grani¢na vrijednost signala (engl., threshold) je vrijednost intenziteta
fluorescencije na kojoj signal dobiven amplifikacijom Zeljenog gena preraste pocéetnu buku.
Dio amplifikacijske krivulje u kojem se uzima broj ciklusa za analizu (Ct — threshold cycle) je
onaj izmedu graniéne vrijednosti signala te platoa koji nastaje kada se reagensi potrose, tj.,
nema vise amplifikacije gena pa je intenzitet fluorescencije na konstantnoj vrijednosti.
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Statistic¢ka analiza

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost * standardna pogreska (engl., standard
error, SE). Usporedba medu grupama napravljena je koristeé¢i one-way ANOVA s post-hoc
Tukey testom koji omogucava usporedbu skupina s razli¢itim brojem clanova. Statisticka
analiza napravljena je u programu GraphPad Prism. Razlike medu grupama smatrane su

znacajnimas P<0,05; P<0,01iP <0,001.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju analizirana je ekspresija gena uklju¢enih u puteve programirane
stani¢ne smrti: stani¢nu smrt posredovanu proteinom AIF (Aifm1), nekroptozu (Ripk1, Ripk3,
Mikl) te apoptozu (Casp3) nakon mozdanog udara. U istrazivanje su bile ukljuene cetiri
skupine Zivotinja: zdravi miSevi [H, engl. Healthy], miSevi zahvaéeni mozdani udarom [S, engl.
Stroke], misevi zahvaceni mozdanim udarom u ¢iji su striatum transplantirane Ziv€ane maticne
stanice [S+C, engl. Stroke + Cells] te miSevi zahvaceni mozdanim udarom u ¢iji je striatum
injiciran medij koji poti¢e proliferaciju te koji sluzi za uzgoj ziv€anih maticnih stanica [S+M,
engl. Stroke + Medium]. Zivéane mati¢ne stanice ili samo medij injicirani su 24 h nakon
induciranja mozdanog udara, a miSevi su Zrtvovani 14 dana nakon injiciranja Ziv€anih mati¢nih
stanica, tj. medija. Analiza ekspresije gena napravljena je na ipsilateralnoj (lijevoj, LH) te

kontralateralnoj (desnoj, DH).
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Ekspresijski obrazac gena ukljucenog u stanicnu smrt posredovanju proteinom AlF
(Aifm1)

Ekspresija gena Aifm1 je povec¢ana nakon mozdanog udara dok transplantacija ziv€éanih
maticnih stanica normalizira ekspresiju navedenog gena

MoZdani udar uzrokovao je znacajno povecanje ekspresije gena Aifm1 u ipsilateralnoj
(lijevoj, LH), ali ne i u kontralateralnoj (desnoj, DH) hemisferi (Slika 5.). Transplantacija Ziv€anih
maticnih stanica nakon ishemijskog moZdanog udara u ipsilateralnoj hemisferi smanjila je
ekspresiju navedenog gena na razinu slicnu onoj zabiljeZzenoj kod zdravih miseva. S druge
strane, injekcija medija nije imala pozitivan u¢inak na ekspresiju navedenog gena. Stovise,
medij je uzrokovao dodatno povedéanje ekspresije gena Aifm1 Sto je zabiljezeno i u
kontralateralnoj (desnoj) hemisferi (Slika 6.). MoZdani udar nije uzrokovao povecanje
ekspresije gena Aifm1 u kontralateralnoj hemisferi, dok je u toj hemisferi u grupi Zivotinja u
koje su transplantirane matic¢ne stanice, ekspresija gena Aifm1 bila zna¢ajno snizena u odnosu

na ostale tri skupine.
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Slika 6. Relativna razina ekspresije gena Aifm1 u ipsilateralnoj (lijevoj, LH) i kontralateralnoj (desnoj,
DH) hemisferi. Ukljuene grupe: zdravi misevi [H, engl. Healthy], miSevi zahvaceni mozdani udarom [S,
engl. Stroke], misevi zahvaceni mozdanim udarom u Ciji su striatum transplantirane Ziv€éane maticne
stanice [S+C, engl. Stroke + Cells] te miSevi zahvaceni moZdanim udarom u ¢iji je striatum injiciran medij
koji potice proliferaciju te koji sluzi za uzgoj ziv€anih maticnih stanica [S+M, engl. Stroke + Medium).
Razine mRNA svakog gena pokazane su kao postotak beta-aktina (endogene kontrole). Razlike medu
grupama smatrane su znacajnima uz P < 0,05 (*); P < 0,01 (**) i P < 0.001 (***).
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Ekspresijski obrazac gena uklju¢enih u nekroptozu (Ripk1, Ripk3, Mikl)

Ekspresija gena Ripkl povecana je nakon mozdanog udara, a Zivcane matic¢ne stanice i samo
medij normaliziraju razinu ekspresije

U ipsilateralnoj hemisferi, ekspresija gena Ripkl znacajno je povecéana nakon
mozdanog udara, a transplantacija Ziv€anih mati¢nih stanica ili samo medija smanjuju razinu
ekspresije navedenog gena na razinu sli¢cnu onoj izmjerenoj u zdravih miseva (Slika 7.). S druge
strane, u kontralateralnoj hemisferi nema statisticki znacajnih razlika medu grupama u razini

ekspresije gena Ripk1 (Slika 7.)
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Slika 7. Relativna razina ekspresije gena Ripk1 u ipsilateralnoj (lijevoj, LH) i kontralateralnoj (desnoj,
DH) hemisferi. Ukljucene grupe: zdravi misevi [H, engl. Healthy], miSevi zahvaceni mozdani udarom (S,
engl. Stroke], misevi zahvaceni mozdanim udarom u ¢iji su striatum transplantirane Zivéane maticne
stanice [S+C, engl. Stroke + Cells] te miSevi zahvaceni moZdanim udarom u ¢iji je striatum injiciran medij
koji potice proliferaciju te koji sluzi za uzgoj ziv€anih maticnih stanica [S+M, engl. Stroke + Medium)].
Razine mRNA svakog gena pokazane su kao postotak beta-aktina (endogene kontrole). Razlike medu
grupama smatrane su znacajnima uz P < 0,05 (*); P < 0,01 (**) i P < 0.001 (***).
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Ekspresija gena Ripk3 i MIkl povecana je nakon mozdanog udara, a njihova visoka ekspresija
odrzana je i nakon tranplantacije Zivéanih mati¢nih stanica

Geni Ripk3 i Mlkl imali su isti obrazac ekspresije u ipsilateraloj hemisferi: povedana
razina ekspresije nakon mozdanog udara koja je normalizirana injekcijom samog medija, ali ne
i transplantacijom Ziv€anih mati¢nih stanica (Slika 8. i 9.). U kontralateralnoj hemisferi,
ekspresija gena Mlkl u Zivotinja koje su pretrpjele mozdani udar i u koje je transplantiran medij
znacajno je manja u usporedbi s ostale tri skupine Zivotinja (Slika 9.), dok je u slucaju gena
Ripk3 ekspresija u Zivotinja koje su pretrpjele moZzdani udar i u koje je transplantiran medij
znacajno manja u odnosu na skupinu Zivotinja koje su pretrpjele mozdani udar i u koje su

transplantirane Zivéane mati¢ne stanice (Slika 8.).
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Slika 8. Relativna razina ekspresije gena Ripk3 u ipsilateralnoj (lijevoj, LH) i kontralateralnoj (desnoj,
DH) hemisferi. Ukljuene grupe: zdravi misevi [H, engl. Healthy], miSevi zahvac¢eni mozdani udarom [S,
engl. Stroke], misevi zahvaceni mozdanim udarom u Ciji su striatum transplantirane Ziv€éane maticne
stanice [S+C, engl. Stroke + Cells] te miSevi zahvaceni moZdanim udarom u Ciji je striatum injiciran medij
koji potice proliferaciju te koji sluzi za uzgoj ziv€anih maticnih stanica [S+M, engl. Stroke + Medium)].
Razine mRNA svakog gena pokazane su kao postotak beta-aktina (endogene kontrole). Razlike medu
grupama smatrane su znacajnima uz P < 0,05 (*); P < 0,01 (**) i P < 0.001 (***).
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Slika 9. Relativna razina ekspresije gena MIkl u ipsilateralnoj (lijevoj, LH) i kontralateralnoj (desnoj,
DH) hemisferi. Ukljuene grupe: zdravi misevi [H, engl. Healthy], misevi zahvac¢eni mozdani udarom [S,
engl. Stroke], misevi zahvac¢eni mozdanim udarom u ciji su striatum transplantirane zivéane maticne
stanice [S+C, engl. Stroke + Cells] te miSevi zahvaceni moZdanim udarom u €iji je striatum injiciran medij
koji potice proliferaciju te koji sluzi za uzgoj Ziv€anih mati¢nih stanica [S+M, engl. Stroke + Medium].
Razine mRNA svakog gena pokazane su kao postotak beta-aktina (endogene kontrole). Razlike medu
grupama smatrane su znacajnima uz P < 0,05 (*); P < 0,01 (**) i P < 0.001 (***).
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Ekspresijski obrazac gena uklju¢enog u apoptozu (Casp3)

Transplantacija Ziv€anih maticnih stanica nakon mozdanog udara znacajno je smanijila
ekspresiju gena Casp3 u odnosu na zdravu kontrolu

lako je na prvi pogled u ipsilataralnoj hemisferi ekspresija gena Casp3 niza u tri grupe
usporedujuéi sa zdravom kontrolom, statistic¢ki znacajna razlika postoji samo usporedujudi
zdravu kontrolu sa skupinom koja je pretrpjela moZdani udar i u koju su transplantirane
Zivéane maticne stanice (Slika 10.). U kontralateralnoj hemisferi nema statisticki znacajne

razlike medu grupama.
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Slika 10. Relativna razina ekspresije gena Casp3 u ipsilateralnoj (lijevoj, LH) i kontralateralnoj
(desnoj, DH) hemisferi. Ukljuene grupe: zdravi misevi [H, engl. Healthy], misevi zahvaceni moZzdani
udarom [S, engl. Stroke], miSevi zahvaceni mozdanim udarom u ¢iji su striatum transplantirane Zivéane
mati¢ne stanice [S+C, engl. Stroke + Cells] te miSevi zahvaéeni moZdanim udarom u ¢iji je striatum
injiciran medij koji potice proliferaciju te koji sluzi za uzgoj Zivéanih matic¢nih stanica [S+M, engl. Stroke
+ Medium]. Razine mRNA svakog gena pokazane su kao postotak beta-aktina (endogene kontrole).
Razlike medu grupama smatrane su znacajnima uz P < 0,05 (*); P < 0,01 (**) i P < 0.001 (***).
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5. RASPRAVA

U ovom radu analizirana je ekspresija gena uklju¢enih u puteve programirane stani¢ne
smrti: stanicnu smrt posredovanu proteinom AIF (Aifm1), nekroptozu (Ripk1, Ripk3, Mikl) i
apoptozu (Casp3), za koje je pokazano da imaju vaznu ulogu u patologiji nakon ishemijskog
mozdanog udara (14-16). Ocekivano, 15 dana nakon ishemijskog moZdanog udara, ekspresija
vecine analiziranih gena (Aifm1, Ripkl1, Ripk3, Mikl), uklju€enih u propagaciju programirane
stani¢ne smrti je bila povecana u hemisferi zahvaéenoj moZzdanim udarom. S druge strane,
znacajna promjena ekspresije istrazivanih gena nakon ishemijskog mozdanog udara, nije

zabiljeZzena i u kontralateralnoj hemisferi.

Drugo pitanje na koje smo Zeljeli odgovoriti ovim istrazivanjem je potencijalni utjecaj
transplantacije Ziv€anih mati¢nih stanica na regeneraciju tkiva nakon ishemijskog mozdanog
udara. Kako se svakim danom usavrsavaju protokoli za izolaciju i kultivaciju mati¢nih stanica iz
razli¢itih izvora, njihova transplantacija postala je jedan od najkoriStenijih pristupa u
istrazivanju regeneracije mozga. lako su neka istrazivanja opisala mehanizme odgovorne za
pozitivan efekt transplantacije mati¢nih stanica, ukljucujuéi utjecaj na transplantirane stanice
(31,32), vedina istrazivanja navodi kako se pozitivan utjecaj oCituje u smanjenju volumena
tkiva zahvacenog oStecenjem te ubrzanom funkcionalnom oporavku (33,34). Ipak, mehanizmi
koji su u pozadini tih efekata su ostali nerazjasnjeni. Vecina istrazivanja koja se bavila analizom
staniéne smrti u mozdanom tkivu nakon transplantacije maticnih stanica, fokusirala se

uglavnom na klasi¢ni put apoptoze (35-37).

Kako se protein AIF (engl., Apoptosis inducing factor) pokazao kao jedna od klju¢nih
molekula u staniénoj smrti nakon ishemijskog moZdanog udara, analizirana je ekspresija gena
Aifm1 koji kodira za navedeni protein. AIF se povezuje sa toksicnos¢u uzrokovanom
glutamatom. Naime, glutamat, ¢ija je koncentracija u izvanstaniénom prostoru poveéana
nakon mozdanog udara, ali i u mnogim drugim neuroloskim oboljenjima, veze se na NMDA
receptore, koji su ujedno i ionski kanali, te se otvaraju i kroz njih u stanicu ulaze Ca?* ioni $to
uzrokuje tzv. ekscitotoksiénost. Uz to, glutamat mozZe inhibirati cistein-glutamat antiporter
(Xc-) te time smanjuje razinu unutarstani¢nog glutationa Sto dovodi do oksidativne toksi¢nosti
koja se u literaturi jo$ naziva i oksitoza. Ekscitotoksi¢nost i oksitoza uzrokuju oslobadanje
proteina AIF iz vanjske membrane mitohondrija te njegovu translokaciju u jezgru Sto dovodi

do staniéne smrti. Cini se kako je gen koji kodira za protein AIF jedan od gena za generalnu
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kontrolu programirane stani¢ne smrti jer njegova razina ekspresije moze biti smanjena, Sto
dovodi do povecanog prezivljenja stanica koje je zabiljezeno u nekim ljudskim tumorima (14),
ili njegova ekspresija moze biti povecana nakon hipoksije sto smo ovdje pokazali. Nasi rezultati
koji pokazuju da je razina ekspresije gena Aifm1 u ipsilateralnoj hemisferi nakon mozdanog
udara povecana, dok transplantacija Ziv€anih stanica znacajno smanjuje njegovu ekspresiju,
ukazuju na protektivan efekt transplantacije Ziv€anih mati¢nih stanica koji se ocituje i u
smanjenju ekspresije gena Casp3 u odnosu na zdravu kontrolu. Medutim, neobi¢an nalaz koji
treba dodatno istraZiti je znacajno povecanje ekspresije gena Aifm1 uzrokovano injekcijom

samog medija nakon ishemijskog mozdanog udara.

Odabravsi 15. dan nakon indukcije ishemijskog mozZzdanog udara za analizu rezultata,
ciljan je period prijelaza iz sub-akutne u kroni¢nu fazu mozdanog udara koji uklju€uje procese
regeneracije, ali i uklanjanja oSteéenog tkiva. Prema tome, moramo si postaviti pitanje: je li
razlog povecanija ili smanjenja ekspresije odredenog gena posljedica patoloskog stanja, tj., je
li ona negativna, ili je upravo suprotno, promjena ekspresije odredenog gena posljedica
procesa regeneracije? Uzimajuc¢i u obzir prirodnu ulogu i moguénosti mati¢nih stanica,
pretpostavljamo da promjene ekspresije gena nakon transplantacije Zivéanih matiénih stanica
ukazuju na prisutnost procesa vaznih za regeneraciju tkiva Sto je pokazano brojnim
publikacijama (33,34,38). Uzimajuéi to u obzir, zanimljivi su obrasci ekspresije gena, u
ipsilateralnoj hemisferi, ukljucenih u put nekroptoze: Ripk1, Ripk3, Mikl. Dok transplantacija
Ziv€anih matiénih stanica i injekcija samog medija smanjuju ekspresiju gena Ripk1, opazeni
efekt za gene Ripk3 i MIkl je drukgiji. Naime, injekcija medija smanjuje ekspresiju gena Ripk3 i
Mikl, dok s druge strane, transplantacija Zivéanih mati¢nih stanica podrzava visoku ekspresiju
tih dvaju gena. Prijasnji radovi pokazali su da administracija molekula koje inhibiraju pojedine
komponente nekroptotickog puta, djeluje protektivno u slucaju ishemijskog mozdanog udara.
Naime, Degterev i sur. pokazali su da administracija nekrostatina-1, male molekule koja
inhibira RIPK1 (39), netom prije ili netom nakon indukcije mozdanog udara u misa, smanjuje
volumen osteéenog tkiva nakon 2, 4 i 6 sati (40). Zhou i sur. pokazali da administracija
Nekrosulfonamida (NSA), molekule koja potice degradaciju proteina MLKL, 4h nakon indukcije
mozdanog udara smanjuje volumen ostecenog tkiva dok administracija nakon 6h nema
neuroprotektivan efekt Sto upucuje na ograniceni vremenski okvir djelovanja navedene

molekule (41). S druge strane, zanimljivo je kako RIPK3 deficijentni miSevi nisu imali manje
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lezije u usporedbi s divljim tipom istog soja 24 h nakon ishemijskog moZdanog udara (42). lako
je nedvojbeno pokazano da RIPK1, RIPK3 i MLKL sudjeluju u putu programirane stani¢ne smrti
nazvanom nekroptoza te se blokiranje nekih komponenti tog puta u ranim fazama ili
neposredno prije mozdanog udara u pretklini¢kim studijama pokazalo protektivnim, nedavna
istrazivanja pokazala su kako RIPK3 i MLKL sudjeluju u drugim procesima nevezanim uz
stani¢nu smrt. Naime, Yoon i sur. pokazali su da MLKL regulira endosomalni transport dok
RIPK3 potice oslobadanje vezikula, Sto zajedno zadrzava stani¢nu smrt (43). S druge strane,
Zargarian i sur. pokazali su da se MLKL nalazi u takozvanim nekroptotickim tjelescima (engl.,
necroptotic bodies) koja mogu biti fagocitirana (44), ¢ime se sprjecava istjecanje stani¢nog
sadrZaja u izvanstanicni prostor, a time i upala. Prema tome, Cini se da povecana ekspresija
Ripk3 i Mlkl ne mora nuzno biti Stetna kako se prije mislilo. Mogudée je da je u ranim fazama
ishemijskog mozdanog udara aktivan put nekroptoze s nekrotickom morfologijom stani¢ne
smrti koji potic¢e upalu, a u kasnijim fazama RIPK3 i MLKL moZda su uklju¢eni u druge procese
koji su bitni u odstranjivanju osteéenih stanica te regeneraciji tkiva. Medutim, potrebna su

istrazivanja koja bi potvrdila navedenu hipotezu.

lako u kontralateralnoj hemisferi nakon mozdanog udara nije zabiljeZzena promijenjena
ekspresija istrazivanih gena, za neke gene promjene su zabiljeZzene nakon
transplantacije/injekcije Ziv€anih maticnih stanica i/ili samog medija, a zanimljivo je kako su te
promjene slicne onima zabiljeZzenim i u ipsilateralnoj hemisferi. Naime, zabiljeZzeno je znacajno
povecanje ekspresije gena Aifm1 uzrokovano injekcijom samog medija nakon ishemijskog
mozdanog udara, dok je transplantacija Ziv€anih mati¢nih stanica nakon ishemijskog
mozdanog udara uzrokovala znaéajno smanjenje ekspresije u usporedbi s ostalim grupama.
Nadalje, injekcija medija nakon moZzdanog udara smanjila je ekspresiju gena Ripk3 i Mikl: u
slucaju Ripk3 samo u usporedbi sa skupinom u koju su transplantirane Zivéane mati¢ne stanice,

a u slucaju Mikl u usporedbi sa sve tri preostale skupine.

U ovom istrazivanju, analizirana je ekspresija gena u cijeloj hemisferi Sto predstavlja
ograniéenje jer ne mozemo reéi u kojem staniénom tipu ili regiji mozga dolazi do najznacajnije
promjene u ekspresiji odredenog gena. lako je usporedujuéi neke grupe za pojedine gene
razina ekspresije otprilike jednaka, npr. transplantacija Ziv€anih mati¢nih stanica i samog
medija smanjuju ekspresiju Ripk1 na otprilike jednaku razinu, ne moze se iskljuciti moguénost

postojanja razlika u pojedinim regijama mozga ili vrstama stanica, a one nisu uocljive upravo
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zbog toga jer je analiza ekspresije gena radena na cijeloj hemisferi. Drugo ogranicenje ovog
istrazivanja je Cinjenica da je analiza radena na razini mRNA $to znaci da ne moZzemo sa
sigurnoséu reci da su promjene u razini mRNA praéene promjenama na proteinskoj razini.
Prema tome, potrebno je napraviti dodatna istraZivanja kako bi se utvrdilo u kojoj regiji mozga,
tj., u kojoj vrsti stanica dolazi do znacajne promjene ekspresije istrazivanih gena te je li

promjena razine ekspresije mRNA pracena i promjenom razine odgovarajuceg proteina.
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6. ZAKLJUCAK

Ovim istrazivanjem pokazano je kako je ekspresija gena Aifm1, Ripk1, Ripk3 i MIKkI,
povecana u ipsilateralnoj hemisferi 15 dana nakon indukcije moZdanog udara u miseva.
Pozitivan utjecaj transplantacije zivéanih mati¢nih stanica ocituje se u smanjenju ekspresije
gena Aifm1, koja se spusta na razinu sli¢nu zabiljeZenoj u zdravoj kontroli, te u smanjenju
ekspresije gena Casp3, Sto upuéuje na smanjenje programirane stanicne smrti nakon
transplantacije. Transplantacija Ziv€anih mati¢nih stanica i injekcija samog medija koji je sluZio
za uzgoj stanica, smanijila je ekspresiju gena Ripk1, Sto upucuje na to da i samo medij obogacen
faktorima rasta moZe imati pozitivan utjecaj na smanjenje nekroptoze. Injekcija medija
smanjila je ekspresiju gena Ripk3 i Mlkl, dok je transplantacija Ziv€anih mati¢nih stanica odrzala
ekspresiju navedenih gena na visokoj razini. Ipak, nedavno objavljeni radovi pokazali su da
protein MLKL sudjeluje u stvaranju vezikula, dok RIPK3 poti¢e njihovo oslobadanje, te da se
MLKL moze nadi i u vezikulama koje se mogu fagocitirati. Stoga zaklju¢ujemo kako RIPK3 i
MLKL ne moraju nuzno sudjelovati samo u stani¢noj smrti nekroticke morfologije, te
pretpostavljamo kako je odrzanje visoke ekspresije gena Ripk3 i Mlkl nakon transplantacije
Ziv€anih matic¢nih stanica jedan od mehanizama ukljuéenih u regeneraciju tkiva. Iduce studije
¢e pokazati u kojim to¢no regijama ili stanicama dolazi do promjene u ekspresiji promatranih
gena, jesu li te promjene praéene i na proteinskoj razini, te jesu li RIPK3 i MLKL u tranziciji iz

sub-akutne u kroni¢nu fazu moZzdanog udara vazni za regeneraciju tkiva.
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