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POPIS KRATICA

ATP — adenozin trifosfat

DAPI — boja za jezgru (4', 6-Diamidino-2-fenilindol)

DMEM/F-12 - Dulbecco modificirani hranjivi medij (eng. Dulbecco Modified Eagle Medium)
EFG — epidermalni faktor rasta (eng. Recombinant Mouse Epidermal Growth Factor)

FGFb — fibroblastni faktor rasta (engl. Recombinant Mouse Fibroblast Growth Factor-basic)
FSB — fetalni serum (eng. Fetal Bovine Serum)

GFAP — glijalni fibrilarni Kiseli protein (eng. glial fibrillary acidic protein)

IF — intermedijarni filamenti

IgG — imunoglobulin G

PBS — otopina puferirana fosfatima (eng. Phosphate Buffer Saline)

PDL — poli-D-lizin (eng. Poly-D-lysine hydrobromide)

PFA - paraformaldehid

ROS — reaktivne kisikove skupine (eng. reactive oxygen species)

SZS — sredinji Zivéani sustav

NSC — ziv¢ane mati¢ne stanice (eng. neural stem cells)



1. UVOD

1.1. Ziv&ani sustav

Ziv&ani sustav sisavaca sastoji se od dvije glavne vrste stanica: neurona i glija stanica. Rije¢ je
o kompleksnoj strukturi u kojoj neuroni i glija stanice medusobno komuniciraju i organiziraju mrezu za
izvodenje slozenih funkcija. Uloga Ziv€anog sustava se primarno ogleda u podraZljivosti i provodenju
impulsa i signala koji upravljaju cijelim tijelom. Prekusori neurona i glija stanica se razvijaju iz
neuroepitelnih stanica neuralne cijevi (Baba i sur. 1997). Neuroni su glavna strukturna i funkcijska
jedinica ziv€éanog sustava, ¢ija je primarna uloga stvaranje, provodenje i primanje Ziv¢anog signala.
Glija stanice su zastupljenije od neurona, ¢ine 90 % stanica u ljudskom mozgu, a obavljaju niz funkcija
koje omogucuju aktivnost neurona (He i Sun 2007). Postoje Cetiri osnovne vrste glija stanica u
sredi$njem Ziv€anom sustavu: astrociti, oligodendrociti, mikroglije i ependimske stanice. Zajedno, ove
stanice obavljaju razne uloge koje su bitne za razvoj Ziv€anog sustava, od imunoloS§ke (mikroglija),
preko trofi¢ke podrske neuronima (astrociti) do omatanja aksona kako bi se omogucilo brzo provodenje
zivéanog impulsa (oligodendrociti). Takoder, ove stanice sudjeluju u moduliranju sinapticke
povezanosti i u¢inkovitosti (astrociti) (Freeman 2010). Nedavno su istrazivanja pokazala kako glija
stanice mogu takoder funkcionirati kao Zivéane mati¢ne stanice i pridonijeti neurogenezi il

neuroregeneraciji kod odraslih (Tan i sur. 2017).

Astrociti su najzastupljenije glijalne stanice s nepravilnim stani¢nim tijelima u obliku zvijezde.
Oni intenzivno komuniciraju s neuronima i pruzaju im strukturnu i metaboli¢ku podrsku (He i Sun
2007). Vrse funkcije na stani¢noj razini, poput stvaranja, sazrijevanja i uklanjanja sinapsi, odrzavanja
ionske homeostaze, ¢iS¢enja neurotransmitera, regulacije izvanstani¢nog prostora i modulacije
sinapticke aktivnosti i plasticnosti. Jedna od vaznijih funkcija astrocita je opskrba neurona energijom
pomocu laktatnog okidaca astrocit-neuron (Siracusa i sur. 2019). Pokazalo se da su astrociti ukljuéeni u
dugoro¢no potenciranje $to je vazno za sinapticku plasti¢nost, uéenje i paméenje (Hol i Pekny 2015).
Isto tako, vaznost astrocita je i u tome $to se pokazalo da igraju vaznu ulogu u brojnim bolestima,
ukljucujuci traume mozga, ishemiju i neurodegeneraciju. Tako npr. u amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi
astrociti utje¢u na sinapticki glutamat, krvno-mozdanu barijeru i metaboli¢ku i trofi¢ku potporu (Peri¢ i
Mitreci¢ 2017). Bududi da astrociti sisavaca sadrzavaju intermedijarne filamentne (IF) proteine: nestin,
vimentin i glijalni fibrilarni kiseli protein (engl. glial fibrillary acidic protein, GFAP) (Thomsen i sur.
2013), a ti proteini imaju cijeli niz vaznih uloga, osnovni cilj ovog rada je bio istraziti kako se mijenja

prisutnost proteina GFAP i nestina u stanjima hipoksije.



1.2. Mozdani udar

Mozdani udar je uz srani udar najvazniji uzrok smrti u Covjeka. Jedna je od najceséih
neuroloskih bolesti Sirom svijeta koja izaziva invalidnost i smrt. Oko milijun stanovnika Europe dozivi
mozdani udar svake godine, a smatra se kako ¢e do 2025. godine premasiti brojku od milijun i pol
stanovnika. Ucestalost mozdanog udara je svakih 90-300 sluc¢ajeva na 100 000 stanovnika, a smrtnost
prvih mjeseci je 15-35% (Feigin i sur. 2009). Mozdani udar se definira kao brzi razvoj Zari$nog
neuroloskog deficita uzrokovan poremecajem opskrbe krvlju odgovarajucih podrucja mozga. Postoje
dvije vrste moZzdanog udara: ishemijski koji je uéestaliji i javlja se u 87% slucajeva i hemoragijski koji
se javlja u ostalih 23% (Grysiewicz i sur. 2008). Ishemijski mozdani udar je rezultat zacepljenja krvnih
zila embolom ili trombom. Smanjeni ili blokirani dotok krvi uzrukuje gubitak kisika i glukoze, a samim
time i sintezu ATP-a. Takvi uvjeti dovode do ekscitotoksi¢nosti i aktivacije reaktivnih astrocita koji se
nalaze u zari$nim lezijama i uzrukuju neuroinflamaciju, gijalne oziljke i aktivaciju protuupalnih citokina
(Siracusa i sur. 2019). Astrociti su ukljuceni u odrzavanje stani¢nih funkcija mozga u fizioloskim i
patoloskim uvjetima, uklanjaju reaktivne kisikove vrste (eng. reactive oxygen species, ROS) i upravljaju
transportnim mehanizmima kroz krvno—-mozdanu barijeru. Nakon aktivacije, reaktivni astrociti
podlijezu morfoloskim i funkcionalnim promjenama. Funkcionalni fenotip aktiviranih astrocita moze
biti Stetan ili imati zaStitnu ulogu. Proupalni astrociti gube sposobnost odrzavanja neurona, rasta,
sinaptogeneze i fagocitoze, ali isto tako mogu potaknuti regeneraciju aksona i plasti¢nosti neurona
(Ranjbar Taklimie i sur. 2019).

1.3. Hipoksija

Hipoksija je medicinski termin za stanje smanjene razine kisika u krvi. Kako bi ispravno
funkcionirao, na$ organizam treba stalnu razinu kisika u krvi koja teCe do stanica i tkiva. Kada razina
kisika padne ispod odredene granice, javlja se hipoksija. FizioloSka razina kisika u organizmu je znatno
niza od koncentracije kisika u okolini (21%) i varira u razli¢itim tkivima kako bi se prilagodila
zahtjevima potro$nje kisika razligitih tipova stanica. Zivéane mati¢ne stanice (eng. neural stem cells,
NSC) su glavni izvori iz kojih nastaju neuroni i glija stanice srediSnjeg Zivéanog sustava tijekom
embrionalnog i postnatalnog razvoja i odrzavaju se u specifi¢nim regijama tijekom odrasle dobi. One
doprinose regeneraciji zivéanog tkiva nakon akutne ozljede mozga ili ledne mozdine. Budu¢i da je
poznato da blaga hipoksija poti¢e Sirenje NSC-a, teSka hipoksija u patolo§kim stanjima ima obrnuti
ucinak (Yan i sur. 2019). Neurogene niSe, koje predstavljaju mikro okruzenje za samoobnovu i
diferencijaciju NSC-a, sadrze relativno Sirok raspon koncentracije kisika od < 1 do 8% (Mohyeldin i
sur. 2010). Blaga hipoksija znacajno potice proliferaciju NSC-a, a teSka hipoksija suzbija njihov rast i
odrzava ih u statusu mirovanja. Osim toga, razli¢it stupanj tezine hipoksije moZe imati i suprotne uéinke
na diferencijaciju i neurogenezu. Stoga, precizna kontrola hipoksi¢nog okruzenja je kriti¢na za

regulaciju aktiviranja NSC-a, njihov izlazak iz neurogene nise, te za regulaciju njihove diferencijacije.
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Tradicionalno u laboratorijima standardna koncentracija kisika za stani¢nu kulturu (ukljucujuéi NSC

kulturu) in vitro iznosi 21% (Yan i sur. 2019).

1.4. Intermedijarni filamenti, nestin i GFAP

Mehanicka svojstva kraljeznjaka uglavnom su definirana sustavom intermedijarnih filamenata
(IF) koji su sastavni dio stani¢ne strukture veéine zivotinjskih stanica. Sastoje se od jednog ili vise
¢lanova velike porodice visoko netopljivih proteina kodiranih viSestrukim genima (vise od 70 u
covjeka). Podjeljeni su na 5 podtipova (I, Il, 111, 1V, V) u koje spadaju razli¢iti proteini sa izvr$nim
stanicama (Robert i Hookway 2016). Svi proteini IF tipa III su ukljuéeni u strukturu i funkciju
citoskeleta stanice. Najprominentnija uloga tih filamenata je osiguravanje mehanicke podrske membrani
gdje dolazi u kontakt s drugim stanicama ili s izvanstani¢nim matriksom (Middeldorp i Hol 2011). IF u
reaktivnim astrocitima sastoji se od GFAP-a, vimentina, nestina i u dijelu reaktivnih astrocita, prisutan
jeisininmin (Hol i sur. 2015). Nestin i vimentin su glavni IF nezrelih, a GFAP i vimentin zrelih astrocita
(Tamagno i Schiffer 2006 ).

Glijalni fibrilarni kiselinski protein se eksprimira isklju¢ivo u astrocitima u sredi$njem
ziv€anom sustavu (Kassubek i sur. 2017). Glavni je proteinski filament u zrelim astrocitima, ali takoder
je vazna komponenta citoskeleta u astrocita tijekom razvoja gdje odrzava mehanicku ¢vrstocu i oblik
stanice (Middeldorp i Hol 2011). Prvi puta je izoliran iz mozdane lezije bolesnika s multiplom sklerozom
(Pekny i Pekna 2004). Pokazalo se da je GFAP ukljucen u procese regeneracije i sinapticke plasti¢nosti.
Klasi¢ni je marker za astrocite, za koje se zna da se induciraju nakon osSte¢enja mozga ili tijekom
degeneracije SZS-a. Visoko je regulirani protein, ¢ija se ekspresija inducira pomoéu vise faktora kao $to
su ozljeda mozga i bolesti. To¢na dob u kojoj po€inje ekspresija proteina GFAP nije utvrdena no
nekoliko studija je izvijestilo da se GFAP prvo pojavljuje u radijalnoj gliji tijekom gestacijskog
razdoblja (Middeldorp i Hol 2011). Tijekom sazrijevanja stanica prekursora u astrocite dogada se
smanjenje izrazaja vimentina, a porast izrazaja GFAP-a. Istovremeno ekspresija GFAP-a se postupno
povecava sa starenjem u ljudi. Iako se stani¢ni volumen astrocita povecava tijekom starenja, broj
astrocita koji izrazavaju GFAP pokazuje mnogo skromnije promjene. Pojacana ekspresija GFAP
tijekom starenja nastaje zbog povecane transkripcije. Razlike u stupnju ekspresije GFAP-a tijekom
razvoja i starenja mozga ukazuje na razli¢ite funkcije astrocita kao i promjene u funkcijama astrocita
tijekom vremena. Osim toga, promjene u ekspresiji GFAP-a mogu izmijeniti morfologiju astrocita, koji

bi mogli neizravno utjecati na ostale tipove stanica i strukture mozga (Brenner 2014).

Neuroepitelni protein mati¢nih stanica ili nestin, meduprodukt je citoskeleta koji se nalazi u
ziv€anim mati¢nim stanicama gdje je povezan s osnovnim funkcijama, kao $to su regeneracija,
proliferacija, diferencijacija i migracija. Klasificiran je kao IF protein tipa IV te ima glavnu ulogu u

gradi citoskeleta. Smatra se biomarkerom invazivnog fenotipa, a povezan je s infiltriranjem



glioblastoma, angiogenezom u brojnim malignim bolestima i §irenjem neepitelnog i epitelnog tumora,
a opéenito se smatra markerom ziv¢anih mati¢nih stanica (Bernal i Arranz 2018, Thomsen i sur. 2013,
Cho i sur. 2013). Stanje u kojem su stanice sposobne diferencirati se iz nezrelog u zreli oblik, najéesce
po potrebi (npr. nakon ozljede) se definira kao mati¢nost. Ekspresija nestina je zapaZzena kod radijalnih
glija stanica u embrionalnom mozgu, ali ga malo sadrzavaju i zreli astrociti. Smanjivanje ekspresije
nestina u astrocitima se zbiva paralelno s porastom ekspresije GFAP-a. U odraslom mozgu, nestin se
znacajno izrazava samo u astroglijalnim zivéanim mati¢énim stanicama u dvije neurogene regije za koje
se vjeruje da nastavljaju neurogenezu nakon rodenja: subventrikularna zona lateralnih komora i
subgranularna zona hipokampusa. Takoder je pokazano kako se nestin pojavljuje u reaktivnim

astrocitima nakon neuropatoloskih poremecaja, ukljuéujuéi ishemiju mozga (Tamagno i Schiffer 2006).

1.5. Poluautomatizirani programi za analizu slika: Cell profiler i Fiji

Racunalni programi za analizu slika u ovom istrazivanju su bili Cell profiler i Fiji. Oba
programa pruzaju automatsku analizu velikog broja slika. Jednom kada se predmeti prepoznaju na
slikama, racunalo izravno prepoznaje i kvantificira njihova svojstva kao §to su oblik, veliina i
fluorescencija. Postoje dva osnovna pristupa segmentaciji: ruc¢ni i automatski. Ako postoji samo
ogranicen broj slika koje se mogu analizirati, korisnik tada objekte moze ru¢no prepoznati. Ako se mora
analizirati veliki broj slika, kao $to je to Cesto slucaj pri koristenju slika za bioloSke analize, bitno je
koristiti poluautomatske ili potpuno automatizirane protokol segmentacije. Stanice jednoli¢nog
intenziteta i dobro odvojene jedna od druge mogu se razdvojiti jednostavnim algoritmima praga ili sliva.
Takvi algoritmi mogu biti uspjesni na stanicama uzgojenim u kulturi, ali opéenito djeluju slabo na
stanicama u tkivu jer stanice mogu imati neujednacen intenzitet. Cesto je lakSe segmentirati stani¢ne
jezgre, a ne cijele stanice jer su jezgre uglavnom jednoli¢nijeg oblika i manje se prividno preklapaju sa
susjednim stanicama, no segmentacija cijelih stanica je potrebna za mnoge eksperimente kao $to je

kvantificiranje oblika stanica ili ukupna fluorescencija (Megason i Fraser 2007).

Fiji program je napredna verzija popularnog softvera ImageJ-a usredotofenog na analizu
bioloske slike. Odrzava kompatibilnost s ImageJ-om i dopunjuje ga u funkcionalnosti te ukljuéuje veliku
raznolikost organiziranih knjiznica i dodataka koji su relevantni za bioloska istrazivanja (Megason i
Fraser 2007).

Cell profiler je zamisljen kao program koji se koristi u biomedicinskim istrazivanjima kako bi
se smanjila subjektivna pristranost i omogucila kvantifikacija pri radu s miroskopskim slikama. Rijec je
o relativno novom programu, objavljenom 2005. godine. Dizajniran je za dobivanje informacija sa
visokim sadrzajem za svaku stanicu ili neki drugi predmet od interesa. Sam program nudi napredne
algoritme za analizu slika, organizirane kao pojedina¢ni moduli koji se mogu smjestiti u redoslijedu

kako bi formirali tzv. pipeline ili hodogram (McQuin i sur. 2018). Tipi¢an hodogram se sastoji od



ucitavanja slika, ispravljanja neujednacenog osvjetljenja, identifikacije objekta i mjerenja na tim
objektima. Ti moduli se lako mogu dodati, otkloniti ili preurediti te se onda koristiti za prepoznavanje i

mjerenje stanica ili drugih bioloskih predmeta i njihovih morfoloskih znacajka (Lamprecht i sur. 2007).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je prouciti prisutnost markera GFAP i nestina u astrocitima u uvjetima
normoksije (21% kisika) i hipoksije (1% kisika).

Kako bi se ostvario glavni zadani cilj, odredeni su specificni ciljevi:
1. uspostaviti kulturu astrocita miSa dobivenu diferencijacijom ziv€anih mati¢nih stanica
2. vizualizirati izrazaj biljega astrocita (GFAP) i mati¢nosti (nestin)

3. uspostaviti dvije razli¢ite metode kvantifikacije imunohistokemijskog signala pomoc¢u programa za

poluautomatsku analizu te usporediti dobivene rezultate.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uspostava stani¢ne kulture Zivéanih mati¢nih stanica

U ovom istraZivanju KoriStene SU Zziv€ane mati¢ne stanice Koje Su usmjerene prema
diferencijaciji u astrocite. Koristena kultura ziv€anih mati¢nih stanica je ve¢ postojala zamrznuta tako
da je za potrebe ovog istrazivanja bila odmrznuta i kultura ponovno uspostavljena. Koristene odmrznute
zivéane mati¢ne stanice dobivene su izolacijom iz telencefalona embrija misa soja C57BL6 Albino
starih 14 dana, kako je opisano (Ali¢ i sur. 2016) te smrznute u pasazi 1 (P1). Stanice su se odmrznule,
a za istrazivanje su bile koriStene stanice izmedu pasaza jedan (P1) i pasaza pet (P5) koje su se odrzavale
u mediju za rast koji se sastojao od Dulbecco modificiranog hranjivog medija (eng. Dulbecco Modified
Eagle Medium, DMEM/F-12) uz dodatak Glutamax™ (dipeptid L-alanine-L-glutamine), 1x N2 (Gibco,
Life Technologies, 17502-048, 100x), 1x B27 (Gibco, Life Technologies, 17504-044, 50x), 1x otopine
antibiotia i antimikotika Penicilin/Streptomicin (Gibco, Life Technologies, 15070-063, 100x), 20 ng/ml
rekombinatnog misjeg epidermalnog faktora rasta (eng. Recombinant Mouse Epidermal Growth Factor,
EFG, PMG8041), 10 ng/ml rekombinatnog misjeg fibroblastnog faktora rasta (eng. Recombinant Mouse
Fibroblast Growth Factor-basic, FGFb, PMG0035). Radi se 0 kombinaciji medija za stani¢ne kulture i
¢imbenika rasta koji su dobro poznati i redovito korsteni u biomedicinskim istrazivanjima (Ali¢ i sur.
2016). Stanice su odmrznute na sobnoj temperaturi, a nakon toga prebacene u epruvetu od 15 ml gdje
se ve¢ nalazilo 9 ml medija za rast. Centrifugirane su 5 minuta pri 200xg. Supernatant je bio pazljivo
maknut pomocu pipete, a istaloZene stanice njezno resuspendirane s 2 ml medija za rast. Stanice su rasle
u suspenziji i kako su se dijelile ostajale su zajedno i stvarale kuglaste nakupine neurosfere. Kada su
neurosfere dosegnule veli¢inu izmedu 150 i 200 um, morale su se disocirati, tj. bile su razbijene na
pojedinacne stanice jer u protivnom daljnjim rastom neurosfere, stanice u sredini ne bi imale pristup
kisiku i hranjivim tvarima. Suspenzija stanica je bila prebacena u epruvetu i stavljena na centrifugiranje
pri 400xg tijekom 6 minuta. Supernatant je bio odliven, a istalozenim stanicama dodano 3 ml
temperirane akutaze (StemPro Acutase Cell Dissociation Reagent, Gibco by life Technologies) pomoc¢u
koje je bila obavljena disocijacija. Koncentracija enzima je bila 5%. Epruvete su se zatim stavljale u
vodenu kupelj na 37°C na ukupno 10 minuta. Nakon 5 minuta sadrzaj epruvete je bio lagano
resuspendiran pomocu pipete 15-tak puta i vraéen ponovno u kupelj na 5 minuta. Nakon provedenih 10
minuta u kupelji, sadrzaj epruvete je bio ponovno resuspendiran i prebacen u ¢istu epruvetu. Kako bi se
neutralizirala akutaza, bilo je dodano 9 ml medija DMEM/F-12 i epruvete su stavljene na centrifugiranje
pri 400xg tijekom 6 minuta. Za vrijeme centrifugiranja, pripreman je medij za rast ziv¢éanih stanica: 22
ml medija DMEM/F-12, 220 ul N2, 220 pl otopine antibiotika i antimikotika Penicilin/Streptomicin,
440 pl B-27, 44 ul EFG, 44 ul FGFb. Nakon centrifugiranja, supernatant je odliven, a talog

resuspendiran s 2 ml medija za rast. Za daljnu pasazu, stanice su nasadene u koncentraciji 50 000 stanica



po mililitru medija za rast u 20 ml medija u posudi za uzgoj stanica T75. Stanice su uzgajane u
inkubatoru pri 37°C, u 5% ugljikova (IV) oksida.

3.2. Diferencijacija zivéanih mati¢nih stanica u astrocite

Kako bi diferencijacija stanica bila usmjerena prema astrocitima, pojedina¢ne stanice su Se
nakon disocijacije nasadile na sterilna staklaca promjera 12 mm, prekrivena poli-D-lizinom (eng. Poly-
D-lysine hydrobromide, PDL, SIGMA) smjestena u ploci sa 24 bazenci¢a u mediju za diferencijaciju
kojeg ¢ini DMEM/F12, 5% FSB (fetalni serum), 1% otopina antibiotika i antimikotika
Penicilin/Streptomicin. Okrugla pokrovna mikroskopska staklaca bilo je potrebno sterilizirati pa su
stoga namocena u 70% etanol i pomocu sterilne pincente provucena kroz plamenik. Nakon $to su se
ohladila, stakalca su bila postavljena u bazenci¢e. Dodano je 400 pl poli-D-lizina (10 pg/ml u vodi) u
bazencice te stavljeno na inkubaciju preko noci na sobnoj temperaturi. PDL je bio ispran 3x5 minuta s
500 pl sterilne vode, dodano je 400 ul laminina koji potiée rast stanica (10 pg/ml u otopini puferiranoj
fosfatima (eng. Phosphate Buffer Saline- PBS, pH 7.4, sterilan; Sigma Aldrich) te je stavljeno na
inkubaciju 1 sat na 4°C . Ponovno se ispiralo 2x5 minuta s 500 ul DMEM/F-12. U jednom bazenci¢u
bilo je 30 000 stanica u 600 pul medija za diferencijaciju. Svaka 3-4 dana pola medija je zamjenjeno sa
novim medijem. Stani¢ne kulture su se svakodnevno pregledavale pod mikroskopom kako bi se vidio
njihov napredak u diferencijaciji. Nakon 8 dana diferencijacije pod mikroskopom su utvrdeni zreli
razgranati astrociti stoga je jedna plo¢a sa stanicama je bila premjestena u inkubator sa 1% kisika
(hipoksija) na 24 sata, dok je druga ploca ostavljena u inkubatoru na ambijetalnoj koncentraciji kisika
kao kontrola. Nakon 24 sata provedena u inkubatoru, stanice su bile fiksirane 4% paraformaldhidom

(PFA) na 15 minuta te isprane 3x5 minuta s 500 ul PBS-a. Pokus je ponovljen dva puta.

3.3. Imunohistokemija

Fiksirane i isprane stanice bile su permeabilizirane s 500 pl 0.2% deterdentom Tritonom (Triton,
Sigma; 44 ul u 22 ml PBS-a) na 10 minuta. Permeabilizacija je ucinjena kako bi membrana postala
propusna i omogucila ulazak protutijela. Nakon 10 minuta, stanice su se ponovno ispirale 3x5 minuta s
500 pl PBS-a. Stanice su bile blokirane u 3% kozjem serumu (Sigma) kroz 2 sata kako bi nespecifi¢no
vezanje protutijela bilo sprijeceno te su isprane PBS-om. Kori$tena primarna protutijela su bila nestin
(iz misa, Milipore, MAB353) razrijeden u omjeru 1:200 i GFAP (iz kokosi, abcam, ab4674) razrijeden
1:100. Inkubacija je bila obavljena pri 4 °C preko no¢i. Iduceg dana, stanice su bile isprane PBS-om 3x5
minuta i inkubirane sa sekundarnim protutijelima: za nestin (Alexa Fluor 488 kozje protutijelo protiv
misjih protutijela IgG (LifeTechologies, A11001)) i za GFAP (Alexa Fluor 546 kozje protutijelo 1gG

protiv mi§jih protutijela (LifeTechologies, A11040)) koja su bila razrijedena u omjeru 1:500 te stavljena
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na inkubaciju na ukupno 2 sata. Ponovno su bila isprane PBS-om i inkubirala 10 minuta s
fluorescentnom bojom za jezgru DAPI (4", 6-diamidino-2-fenilindol) koncentracije 2 pg/ml. Stanice su
isprane nakon 10 minuta, a staklaca postavljena na predmetnicu pomoé¢u Dako medija za fluorescentno
preklapanje (Dako Fluorescent Mounting Medium, S3023). Na jednu predmetnicu su postavljena dva
stakalca jer je odraden dvostruko ponovljeni pokus, a radi jednostavnosti su smjeStena na istu
predmetnicu. Preparati su bili ostavljeni na susenje u hladnjaku pri 4 °C. Imunohistokemija je radena 1.,

5.1 8. dan diferencijacije.

3.4. Fotografiranje preparata

Nakon S$to su se fiksirani preparati osuSili, bili su spremni za fotografiranje pomocu
fluorescentnog mikroskopa (Zeiss, Axio Observer 7). Preparati su bili fotografirani pri povecanju 10x,
a vrijeme ekspozicije je bilo 800 milisekunda. Ovi parametri su svugdje bili isti kako bi kasnije slike
mogle biti usporedivane u intenzitetima jer oni direktno utjeCu na jadinu signala. Preparati su bili

fotografirani na ukupno 120 vidnih polja.

3.5. Analiza slika pomo¢u racunalnih programa: Cell profiler i Fiji
Za analizu imunohistokemijskog signala dobivenog slikanjem preparata koristeni su racunalni

program za analizu slika Cell profiler (preuzeto: https://cellprofiler.org/releases/) i Fiji (preuzeto:

https://imagej.net/Fiji/Downloads ). Oba programa omogucuju analizu velikog broja slika. Analizirano

je ukupno 120 setova slika pri ¢emu jedan set ¢ine 3 slike (DAPI, nestin, GFAP). DAPI je predstavljen

plavom bojom, nestin zelenom, a GFAP crvenom bojom.

Fiji programom je bilo analizirano ukupno 20 setova slika kako bi posluZile za usporedbu sa

Cell profilerom, dok je drugim programom bilo analizirano 120 setova slika zbog velike brzine analize.

Kod Fiji programa, bilo je potrebno analizirati jednu po jednu sliku i za svaku je bio drugadiji
protokol. Prilikom analize prve slike od tri u setu, za odredivanje broja jezgra obojanih DAPI bojom za
jezgre bilo je potrebno prvo namjestiti da slika bude 8 bit-na. Nakon toga bilo je potrebno namjestiti
prag (eng. treshold). Prag je grani¢na vrijednost koja kaze da ¢e svi intenziteti piksela iznad tog praga
biti brojani kao signal, a svi ispod ¢e biti odbaceni kao pozadina. Nakon mnogo testiranja razlicitih
algoritama za odredivanje praga, odabran je onaj po Otsu. Nakon $to je racunalo odredilo minimalni i
maksimalni prag inteziteta signala, dodatno je jo$ ru¢no podesen. Kada je na slici bio odreden prag,
vrsila se analiza Cestica (eng. analyze particles) gdje je beskonacnost (eng. infinity) najbolje odrediti
izmedu 10 i 100, a u ovom istrazivanju koristen je svugdje broj 50 te je bila namjestena opcija
opcrtavanja (eng. outlines) stanica na slici. Rac¢unalo je izbacivalo srednje vrijednosti inteziteta za svaku

stanicu i ta tablica je bila ru¢no spremljena.


https://cellprofiler.org/releases/
https://imagej.net/Fiji/Downloads

Prilikom analize slika za nestin i GFAP bilo je vazno da su pragovi svih slika stanica koje su
se nalazile u uvjetima normoksije (21%) i pragovi svih slika stanica koje su se nalazile u uvjetima
hipoksije (1%) za promatrani biljeg nestin bili isti kako bi bila mogué¢a usporedna analiza. To je isto
tako vrijedilo za biljeg GFAP. Zbog toga je prag kod analize slike stanica za nestina bio namjesten na
20, a kod analize slike stanica za GFAP na 24. Prilikom analize, sve je bilo isto kao i za DAPI te je jo$
dodatno vrSena analiza mjerenja (eng. mesure). Prvo je u setu mjera (eng. set mesurements) podeseno
da se trazila analiza podrucja (eng. area), analiza minimuma i maksimuma, analiza vrijednosti sivog
inteziteta (eng. gray value) te srednja ili prosjecna vrijednost sivog inteziteta (eng. mean gray indensity).

Program je izbacivao tablicu s vrijednostima koja je bila ru¢no spremljena.

Cell profiler je program za koji nije bila potrebna zasebna analiza svake slike, nego se mogao
analizirati cijeli set ili svi setovi odjednom. Prilikom analize, ovisno je li bila rije¢ o slikama dobivenim
slikanjem stanica u normoksiji ili hipoksiji za svaku je postojao hodogram. On je bio sastavljen od
sljede¢ih modula: sive boje (eng. color to gray), mjerenja kolokalizacije (eng. measure colocalization),
mjerenja inteziteta objekta (eng. measure object intensity), mjerenja inteziteta slike (eng. measure image
intensity), brojanja jezgri (eng. nuclei objects), brojanja stanica koje eksprimiraju nestin (eng. nestin
objects), brojanja stanica koje eksprimiraju GFAP (eng. GFAP object). Dobiveni rezultati su bili

spremani ruéno i kasnije koristeni u statistickoj obradi.

Statisticka obrada podataka napravljena je Mann-Whitney U testom u programu GrfaphPad
Prism. Rije¢ je o neparametrijskom testu koji omoguéuje usporedbu dviju skupina ili uvjeta ili tretmana
bez pretpostavke da su vrijednosti normalno rasporedene. Ovim testom je bila napravljena usporedba
srednjih vrijednosti inteziteta (eng. mean intensity) GFAP-a u normoksiji i hipoksiji za 60 mjerenja te
kod nestina u normoksiji i hipoksiji za 60 mjerenja. KoriStene su P vrijednosti koje su dobivene
navedenim testom. One predstavljaju opazenu razinu znacajnosti za neku testnu hipotezu. Za svaku
promatranu vrijednost je pretpostavka modela da je ona bila to¢na, ukljucujuci i testnu hipotezu.
Dobivanjem P vrijednosti manje od 0.05 uo¢avamo da postoji statisticki zna¢ajna razlika u promatranim
vrijednostima, a P vrijednost veca od 0.05 ukazuje na to da statisticki podaci nisu razli¢iti prema
statistickom modelu. Prema tome imamo sljedece vrijednosti i oznake: ns- statisticki nije znacajno, p >
0.05 (eng. not significant), * statisti¢ki znacajno, p < 0.05 (eng. statistical significance), ** statisti¢ki
velika znacajnost, p < 0.01 (eng. statistical significance), *** statisticki ekstremna znacajnost, p < 0.001
(eng. extreme statistical significance) i **** statisticki ekstremna znacajnost, p < 0.0001 (eng. extreme

statistical significance).
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4. REZULTATI

4.1. Zivéane mati¢ne stanice se mogu uspjesno diferencirati u astrocite

Zivéane mati¢ne stanice koje su kori§tene u ovom istraZivanju uspjesno su diferencirane u
astrocite. Stanice dobivene iz telencefalona embrija miSa soja C57BL6 starih 14 dana bile su prvotno
smrznute, a zatim odmrznute te koriStene za uspostavljanje kulture astrocita. Porastom broja stanica,
nastajale su kuglaste nakupine — neurosfere koje je bilo potrebno disocirati kada dosegnu veli¢inu
izmedu 150 i 200 pum jer daljnim rastom stanice u sredini ne bi imale dovoljno hranjivih tvari i kisika.
Disocijacija je bila provedena uz pomo¢ enzima akutaze §to se pokazalo jako vaznim zbog osjetljivosti
astrocita. Drugi enzimi, npr. tripsin su dovodili do mnogo ve¢eg odumiranja stanica. Za diferencijaciju
stanica prema astrocitima, pojedina¢ne stanice su bile nasadene na sterilna stakalca na podlozi
presvucenoj poli-D-lizinom te je diferencijacija bila pracena 1., 5. i 8. dan. Nakon 8 dana diferencijacije

su iz nediferenciranih, nestin-pozitivnih stanica (slika 1) dobiveni zreli, razgranati astrociti (slika 2 i 3).

Slika 1. Imunohistokemijski prikaz nediferenciranih nestin-pozitivnih stanica 1. dana diferencijacije
pokazuje duguljaste stanice tipi¢ne za nediferencirani stadij jer je jo$ uvijek rije¢ o Ziv€éanim maticnim
stanicama. Stanice su nakon fiksacije oznacene specificnim protutijelima za protein nestin te su na

slici obojene zeleno dok plavo obojenje dobiveno fluorescentnom bojom DAPI prikazuje jezgre.
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Slika 2. Imunohistokemijski prikaz stanica sa umjereno jakom ekspresijom GFAP-a, poveéanje 10x.
Stanice su nakon fiksacije ozna¢ene specifiénim protutijelima gdje je GFAP crveno, a nestin zeleno

obojan, jezgre su obojane plavom bojom- DAPI.

Slika 3. Imunohistokemijski prikaz stanica s jakom ekspresijom GFAP-a, 8. dan diferencijacije,
povecanje 10x. Stanice su nakon fiksacije oznacene specificnim protutijelima gdje je GFAP crveno, a

nestin zeleno obojan, jezgre su obojane plavom bojom- DAPI
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4.2. GFAP je u jednakoj koli¢ini prisutan u astrocitima i u normoksiji i u hipoksiji
Izrazaj GFAP-a u pocetnim danima diferencijacije je izrazito mali, ali daljnjom
diferencijacijom izrazaj raste. Tako je najveca prisutnost uo¢ena 8. dana diferencijacije (slika 3).
Vizualnom morfoloskom analizom uoceno je kako su GFAP-pozitivne stanice razgranati zreli astrociti.
Takve stanice imaju veci broj izdanaka i sami izdanci su dulji od onih u nestin—pozitivnih stanica.
Pomocu programa Cell Profiler se poluatomatski izmjerila jacina ekspresije inteziteta biljega GFAP i
nestina u uvijetima normoksije i hipoksije na 120 vidnih polja u uvjetima normoksije i hipoksije (60
normoksija, 60 hipoksija). Graficki prikaz tog rezultata (slika 4) nam pokazuje odnos srednje vrijednosti
intenziteta GFAP-a u normoksiji i hipoksiji u dva neovisno ponovljena pokusa. Prema prikazanim
rezultatima (slika 4), ne uocava se nikakva znacajna razlika izmedu stanica u normoksiji i hipoksiji u
izrazaju biljega GFAP. Takoder, morfoloski, odnosno vizualno nisu uocene znacajne razlike izmedu

stanica u razli¢itim uvjetima kisika §to se moze vidjeti na slikama 61 7.

Srednja vrijednost Srednja vrijednost
intenziteta GFAP (DD) intenziteta GFAP (DU)
ns
0.06 — 0.06 ns
o T o 1
< <
‘i : |
£ 0.04- £ 0.04- 1
s 0.02- € 0.02-
0.00 . 0.00 !
NORMORKSIA  HIPOKSIA NORMOKSIJA  HIPOKSLA
Uvjeti kisika Uvjeti kisika

Slika 4. Intenzitet signala koji govori o koli¢ini proteina GFAP kod normoksije i hipoksije za 60
mjerenja u dva neovisno ponovljena pokusa (DD i DU). Prikazani su rezultati dobiveni na stakalcu sa
stanicama iz jednog pokusa (DD) i stakalcu sa stanicama iz drugog pokusa (DU), ns- nema statisticki
znacajne razlike (eng. not significant). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n =60) + standardna
devijacija, dobiveni Mann-Withney testom u programu GraphPad Prism.
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4.3. Nestin je primarno prisutan u nediferenciranim stanicama, a izlaganje hipoksiji
smanjuje njegovu prisutnost u stanicama

Izrazaj nestina je najveci u pocetku diferencijacije, odnosno u stadiju zivéanih mati¢nih stanica
(slika 1). S vremenom kako se stanice diferenciraju tako se i ekspresija nestina smanjuje, a paralelno s
njom raste izrazaj GFAP-a. Graficki prikaz (slika 5) nam pokazuje odnos izrazaja nestina u uvjetima
hipoksije i normoksije u dvije neovisne grupe pokusa. U hipoksiji je zapazena smanjena srednja
vrijednost intenziteta nestina u odnosu na normoksiju, a razlike se mogu vidjeti prikazane u tablici 3 i
4. Imunohistokemijski prikaz stanica u uvjetima hipoksije (1% kisika) je vidljiv na slici 6 gdje se moze
uociti smanjeni broj stanica koje eksprimiraju nestin, a vec¢i broj stanica koje eksprimiraju GFAP.
Nasuprot tome, slika 7 je imunohistokemijski prikaz stanica u uvjetima normoksije (21% kisika) gdje je
veéi broj stanica koje eksprimiraju nestin, a manji broj stanica koje eksprimiraju GFAP.

Srednja vrijednost Srednja vrijednost
intenziteta nestin (DD) intenzitfta nestin (DU)
0.08- 0.054 ——
£ * =
F 1 B _.
$ 0.06- £ 0.04
g ¥ 0.03- T
£ 0.044 <
g . g 0.02-
2 0.027 2 0014
0.00 , 0.00- ,
NORMOKSLUA  HIPOKRSLA NORMOKSIA  HIPORSIA
Uvjeti kisika Uwjeti kisika

Slika 5. Intenzitet signala koji govori o koli¢ini proteina nestina kod normoksije i hipoksije za 60
mjerenja u dva neovisno ponovljena pokusa (DD i DU). Prikazani su rezultati dobiveni na stakalcu sa
stanicama iz jednog pokusa DD i stakalcu sa stanicama iz drugog pokusa DU, * p<0.05. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost (n =60) + standardna devijacija, dobivenih Mann-Whitney testom u

programu GraphPad Prism.
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Slika 6. Imunohistoemijski prikaz stanica u uvjetima hipoksije 1%, povecanje 10x. Stanice su
oznacene specifi¢nim protutijelima gdje je GFAP crveno, a nestin zeleno obojan, jezgre su obojane

plavom bojom- DAPI

Slika 7. Imunohistokemijski prikaz stanica u uvjetima normoksije 21%, povecanje 10x. Stanice su
oznacene specificnim protutijelima gdje je GFAP crveno, a nestin zeleno obojan, jezgre su obojane

plavom bojom- DAPI
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Razlike u izrazaju GFAP u normoksiji i hipoksiji su prikazane usporednim prikazom u tablici 1
i 2. U tablicama se mogu vidjeti prikazana srednja vrijednost i standardna devijacija iz kojih se moze
zakljuciti da nema znacajnih razlika izmedu izrazaja inteziteta biljega GFAP u normoksiji i hipoksiji.
Razlike u izrazaju inteziteta nestina u normoksiji i hipoksiji su prikazane usporednim prikazom u tablici
3 i 4. Podaci su dobiveni programom GraphPad Prism, a odraden je statisticki test Mann-Witney.

Dobiveni podaci ukazuju na sli¢ne rezultate u dva neovisno ponovljena pokusa (DD i DU).

Tablica 1. Deskriptivna statistika Mann-Whitney testa za intezitet proteina GFAP-a u astrocitima u

normoksiji i hipoksiji, dobivenih na stanicama iz jednog pokusa (DD).

NORMOKSIJA | HIPOKSIJA

Veli¢ina uzoraka 10 10
Minimum 0.03869 0.0392
25% Percentil 0.04037 0.04103
Medijan 0.04237 0.0435
75% Percentil 0.04598 0.05135
Maksimum 0.06228 0.06801
Srednja vrijednost 0.04476 0.04712
Standardna devijacija 0.007486 0.009527
Standardna greska srednje

vrijednosti 0.002367 0.003013
Donjih 95% ClI 0.03707 0.03733
Gornjih 95% ClI 0.05246 0.05691
Rank srednje vrijednosti 9.5 115
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Tablica 2. Deskriptivna statistika Mann-Whitney testa za intezitet proteina GFAP-a u astrocitima u

normoksiji i hipoksiji, dobivenih na stanicama iz jednog pokusa (DU).

NORMOKSIJA HIPOKSIJA

Veli¢ina uzoraka 30 30
Minimum 0.03782 0
25% Percentil 0.04057 0.04015
Medijan 0.04248 0.04148
75% Percentil 0.05013 0.04706
Maksimum 0.05839 0.07126
Srednja vrijednost 0.04481 0.0426
Standardna devijacija 0.005508 0.01033
Standardna greska

srednje vrijednosti 0.001006 0.001886
Donjih 95% ClI 0.04204 0.0374
Gornjih 95% CI 0.04758 0.0478
Rank srednje vrijednosti 32.97 28.03

Tablica 3. Deskriptivna statistika Mann-Whitney testa za intezitet proteina nestin u astrocitima u

normoksiji i hipoksiji, dobivenih na stanicama iz jednog pokusa (DD).

NORMOKSIJA | HIPOKSIJA

Veli¢ina uzoraka 10 10
Minimum 0.01659 0.02218
25% Percentil 0.02775 0.02436
Medijan 0.03788 0.02645
75% Percentil 0.04947 0.02944
Maksimum 0.09001 0.03182
Srednja vrijednost 0.04174 0.0267
Standardna devijacija 0.02021 0.00308
Standardana greska

srednje vrijednosti 0.00639 0.0009739
Donjih 95% CI 0.02729 0.0245
Gornjih 95% CI 0.0562 0.0289
Rank srednje vrijednosti 13.5 7.5
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Tablica 4. Deskriptivna statistika Mann-Whitney testa za intezitet proteina nestin u astrocitima u

normoksiji i hipoksiji, dobivenih na stanicama iz jednog pokusa (DU).

NORMOKSIJA HIPOKSIJA

Veli¢ina uzorka 30 30
Minimum 0 0.02139
25% Percentil 0.02483 0.02435
Medijan 0.0287 0.02585
75% Percentil 0.03802 0.0275
Maksimum 0.07238 0.04819
Srednja vrijednost 0.03258 0.0267
Standardna devijacija 0.01384 0.004884
Standardna greska

srednje vrijednosti 0.002527 0.0008916
Donjih 95% ClI 0.02561 0.02425
Gornjih 95% CI 0.03955 0.02916
Rank srednje vrijednosti 35.5 25.5

18



4.4. Analiza ekspresije nestina i GFAP-a pomoc¢u programa Cell profiler i Fiji dala je isti
rezultat

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je bio istraziti hoce li programi Cell profiler i Fiji dati gotovo
identi¢ne rezultate analize ekspresije dva analizirana signala: nestin i GFAP. Nakon $to je analiza
imunohistokemijskog signala odradena ovim programima, nisu nadene razlike izmedu rezultata
dobivenih programima Cell profiler i Fiji (tablica 5). Program Cell profiler ima broj¢anu vrijednost za
intezitet od 0.00 do 0.08, a Fiji od 0 do 50. Programi sami odreduju ove broj¢ane vrijednosti prema
svojim algoritmima. Graficki prikazi slika 8 i 9 pokazuju srednju vrijednost inteziteta nestina i GFAP-a
koji su dobiveni analizom pomocu programa Cell profiler i Fiji. Uocljivo je kako ne postoje razlike u
dobivenim intezitetima signala izmedu ova dva programa. Na slici 8, dobivene srednje vrijednosti
inteziteta proteina GFAP ukazuju da nema statisticki znacajne razlike izmedu normoksije i hipoksije Sto
pokazuju oba programa. S druge strane na slici 9 se mogu vidjeti razlike u izrazaju nestina u hipoksiji i
normoksiji koje su statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite. Razlika u intezitetu nestina izmedu stanica u normoksiji
i hipoksiji u Cell profileru je statisticki znacajna na razini p < 0.0001 dok je analiza programom Fiji
pokazala statistiCku znacajnost na razini p izmedu 0.0001 i 0.001. Rije¢ je o statisti¢ki ekstremno
znacajnim vrijednostima (eng. extreme statistical significance) stoga mozemo re¢i da Cell profiler i Fiji

ne pokazuju znacajno drugadije razlike u intezitetima signala.

Tablica 5. Prikaz P vrijednosti dobivenih Mann-Whitney testom za rezultate intenziteta signala nestina
i GFAP u astrocitima u uvjetima normoksije i hipoksije koji su dobiveni analizom pomoc¢u programa

Cell profiler i Fiji, ns- nije statisticki zna¢ajno, *** oznacava p < 0.001, **** oznacava p < 0.0001

Protutijela Racunalni Graficki P vrijednost | Statisticki znac¢ajna
program prikaz P razlika izrazaja
vrijednosti izmedu

normoksiénih i

hipoksic¢nih uvjeta

Nestin Fiji falalel 0.0004 DA
Nestin Cell Profiler falalelel 0.0001 DA
GFAP Fiji ns 0.2703 NE
GFAP Cell Profiler ns 0.133 NE
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Slika 8. Usporedba intenziteta signala dobivenih ra¢unalnim programima Cell profiler i Fiji koja govori
o koli¢ini proteina GFAP u astrocitima kod normoksije i hipoksije, ns- nema statisti¢ki znacajne razlike
(eng. not significant). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n =60) + standardna devijacija,
dobivenih Mann-Whitney testom u programu GraphPad Prism.
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Slika 9. Slika 8. Usporedba intenzitet signala dobivenih ra¢unalnim programima Cell profiler i Fiji
koja govori o koli¢ini proteina nestin u astrocitima kod normoksije i hipoksije, *** p < 0.001, **** p
< 0.0001. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (n =60) + standardna devijacija, dobivenih

Mann-Whitney testom u programu GraphPad Prism.
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5. RASPRAVA

U posljednja dva desetljeca se znaajno povecalo znanje o vaznosti astrocita za normalno
funkcioniranje ziv€anog sustava. Istovremeno je postalo jasno da astrociti sudjeluju u gotovo svakom
patoloskom zbivanju u Zivéanom sustavu. Danas znamo kako astrociti imaju mnogo Siru funkciju od
samo podrzavanja neurona u mozgu jer imaju specijalizirane funkcije u indukciji i regulaciji krvno-
mozdane barijere, §tite neurone 0d viska neurotransmitera, promicu sinapticku plasti¢nost, koordinatori
su aktivnosti neurona putem izravne komunikacije s neuronima i predstavljaju zivéane mati¢ne stanice
u mozgu odraslih (Middeldorp i Hol 2011).

U ovom istrazivanju, primarna kultura Ziv€anih mati¢nih stanica je bila uspjesno diferencirana
u astrocite. Zivéane mati¢ne stanice su dobivene iz telencefalona embrija misa soja C57BL6 starih 14
dana koje su bile zamrznute. Odmrzavanjem se uspostavila kultura stanica koja je bila nasadena na
sterilnim stakalcima te postavljena u ploée sa bazenci¢ima kako bi se diferencijacija usmjerila prema
astrocitima. U pocetnim danima diferencijacije prisutne su nestin-pozitivne stanice. Nestin je
intermedijarni filament koji se Siroko koristi kao marker neuroepitelnih mati¢nih stanica pa je stoga
njegovo prisutstvo u poc¢etnim fazama diferencijacije bilo o¢ekivano. U dosadasnjim istrazivanjima je
pokazano kako gotovo sve nestin-pozitivne stanice izrazavaju faktor transkripcije Sox2 ili Sox9 koji je
pronaden u neuralnim i glijalnim progenitorskim stanicama po ¢emu je zakljueno da nestin-pozitivne
stanice nakon ishemijskog mozdanog udara mogu odgovarati Zivéanim mati¢nim stanicama (Cho i sur.
2013). Isto tako, nekoliko studija je pokazalo da se novorodeni neuroni pojavljuju u degeneriranoj CA1
regiji prednjeg mozga nakon ishemije i da subpopulacija reaktivnih astrocita na mjestu ozljede takoder
djeluje kao ziv€ane maticne stanice (lhrie i Alvarez-Buylla 2008). Indukcija nestina u astrocitima
ukazuje na karakteristian izraz koji je povezan s tezinom oSteenja neurona pa tako je reaktivnoj
astrogliji koja izraZzava nestin, omoguceno strukturno preuredenje stanica kao odgovor na ishemijsku
ozljedu (Cho i sur. 2013). Prema tome mozemo zakljuciti da nestin ima utjecaj na migraciju i

diferencijaciju mati¢nih stanica.

Kako su dalje odmicali dani diferencijacije, postupno se smanjivala razina nestina, a paralelno
s time rasla razina GFAP-a koji se izvorno smatra intermedijarnim filamentom specifi¢cnim za zrele
astrocite. Mnoga istrazivanja su otkrila i potvrdila prisutstvo GFAP-a u perifernim glija i Schwanovim
stanicama. Pocetni izrazaj GFAP-a kod mozga u razvoju zapocinje u radijalnoj gliji u gestacijskom
razdoblju. One su bipolarne stanice u ventrikularnoj zoni koje takoder eksprimiraju nestin pa mogu
djelovati kao ziv€ane mati¢ne stanice (Middeldorp i Hol 2011). Nakon 8 dana, dobivena je potpuno
zrela i diferencirana kultura stanica. Stupanj diferenciranosti se mogao utvrditi vizualnom morfoloskom
analizom zrelih stanica prema povecanju broja i debljini nastavaka te prema izrazaju biljega nestin i

GFAP. Utvrdeno je da je razina nestina u po¢etnim danima diferencijacije velika i da je nestin izrazito
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izrazen prvih dana jer je joS§ uvijek rije¢ o ziv€anim mati¢nim stanicama koje se jo$ nisu diferencirale.
Budu¢i da zrele stanice, u ovom slucaju zreli astrociti nisu nestin-pozitivni, razina nestina se polako

smanjivala dok je razina GFAP-a paralelno s time rasla.

Neka dosadasnja istrazivanja tvrde da Su povecéanje broja astrocita i poja¢ana ekspresija GFAP-
a pokazatelji reaktivne glioze, procesa za kojeg je pokazano da je usko povezan s oste¢enjem mozga i
starenjem. Tako je porast GFAP-a u hipokampusu, frontalnoj i temporalnoj kori tipi¢an za stariju dob.
Hipokampus je regija koja je najvise pogodena reaktivnom gliozom i vjerojatno je takoder inicijalna
regija koja je zahvacena tijekom starenja. Razlike u izrazavanju GFAP-a tijekom razvoja i starenja
mozga ukazuju na razli¢ite funkcije astrocita kao i promjene u funkcijama astrocita tijekom vremena.
Osim toga, promjene u ekspresiji GFAP-a mogu izmijeniti morfologiju GFAP pozitivnih astrocita koji
bi mogli neizravno utjecati na ostale tipove stanica i strukture mozga (Middeldorp i Hol 2011). Broj
istrazivanja 0 GFAP-u nastavio se povecavati i dobiveni su dokazi o ulozi GFAP-a u procesima astrocita
kao $to su pokretljivost, mitoza i sinapticka plasticnost. Medutim, povecanu imunoreaktivnost GFAP-a
u ishemijskom hipokampusu nije nuzno pratila indukcija nestina, sto ukazuje da izrazaj nestina nije sam
po sebi parametar koji predvida astroglijalnu reakciju (Cho i sur. 2013). Zasto se nestin ponovno
pojavljuje u reaktivnim astrocitima i kakva je regulacija GFAP-a u njima, nije jo$ poznato, ali smatra se

da su vazni za promjene koje prate astrogliozu (Sergent-Tanguy i sur. 2006).

Buduéi da je ovaj rad bio fokusiran na patoloska zbivanja vezana uz manjak kisika (mozdana
ishemija, mozdani udar), posebna pozornost je bila posvecena astrocitima u stanjima nedostatka kisika
pa je analiziran utjecaj hipoksije 1 normoksije na astrocite miSa. Stoga je jedna ploc¢a sa stanicama bila
premjeStena u inkubator gdje su bili uvjeti hipoksije (1% kisika), a druga je ostala na ambijetalnoj
koncentraciji kisika (normoksija) kao kontrola. Usporedbom izrazaja nestina i GFAP izmedu
normoksijskih i hipoksijih uvjeta uocena je statisticki znacajna razlika u ekspresiji nestina. Ekspresija
nestina u uvjetima hipoksije je bila znatno smanjena u odnosu na normoksiju, dok se razina GFAP-a
nije znacajno promijenila u hipoksiji. Prema provedenom istrazivanju nestin-pozitivne / GFAP-
pozitivne stanice imaju nizu stopu proliferacije od nestin-pozitivnih / GFAP-negativnih te se sugerira
da stanice s takvom ekspresijom IF proteina ukazuju na prisutnost stanica koje mogu imati sposobnost
proliferacije i mogucénost stvaranja neurona i astrocita poput zivéanih mati¢nih stanica (Sergent-Tanguy

i sur. 2006).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su prisutnost nestina u mati¢nim Ziv€anim stanicama te
opadanje njegove razine tijekom daljnje diferencijacije, ali isto tako uoc¢ena je i smanjena koli¢ina
nestina nakon hipoksi¢nog oSte¢enja. Ovo odgovara istrazivanju koje su proveli Sergent-Tanguy i ostali
(2006) koji su proveli istrazivanje o koekspresiji nestina i GFAP-a u primarnim kulturama astroglijalnih
stanica. Na temelju svojeg istrazivanja zakljucili su da stanice oSteCene hipoksijom zadrzavaju

sposobnost proliferacije i obnavljanja.
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Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je uspostaviti dvije metode za analizu
imunohistokemijskog signala te utvrditi postoje li znacajne razlike medu njima. Racunalni programi
pomocu kojih su bile analizirane slike bili su Cell Profiler i Fiji. Oba programa, kao $to je i prikazano
u rezultatima nisu pokazala znacajne razlike u rezultatima analize intenziteta signala. Dobiveni rezultati
su bili isti ili su postojale minimalne razlike koje se nisu statisticki razlikovale. Prema iskustvu ste¢enom
u ovom istrazivanju, ono §to ih najvise razlikuje jest to da Cell profiler zahtjeva nesto vise vremena da
se isprogramira i testira hodogram, ali kada se postavi, omogucuje analizu velikog broja slika u kratkom
vremenu. Istovremeno je Fiji mozda malo vise otvoren u smislu razumijevanja §to koja naredba radi,
Sto olakSava fino podeSavanje. Do sli¢nih zakljuéaka su dosli McQuin i ostali (2018), koji su proveli
istrazivanje usporedujuci slike stanica kroz ova dva programa te su usporedili kvalitetu dobivenih slika
i setove mjera koje su proveli. Nakon provedene usporedbe zakljuéili su kako nema razlike u kvaliteti

krajnjih rezultata izmedu ova dva programa.
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6. ZAKLJUCAK

1. Ziv¢ane mati¢ne stanice se mogu diferencirati u astrocite, a tako dobiveni astrociti se mogu koristiti
za istrazivanja.

2. Ekspresija intermedijarnog proteina nestina je najveéa na samom pocetku diferencijacije, ali opada
kako stani¢na diferencijacija napreduje.

3. Ekspresija proteina GFAP najveca je 8. dan diferencijacije, kada su dobiveni potpuno zreli,
razgranati astrociti.

4. Usporedbom uvjeta normoksije i hipoksije nije nadena znacajna promjena izrazaja GFAP-a.

5. Usporedbom uvjeta normoksije i hipoksije naden je znacajan pad izrazaja nestina u hipoksiji u
odnosu na normoksiju.

6. Usporedbom programa za analizu slika Cell profiler i Fiji nije utvrdena znacajna razlika u kvaliteti

dobivenih rezultata analize intenziteta signala na fotografiji izmedu ova dva programa.
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