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Popis korisStenih kratica:

CFP (engl. cyan fluorescent protein, CFP), zeleno-plava fluorescentna bjelancevina
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), fluorescentna boja koja boji DNA (jezgre stanica)
E14,5 (engl. embryonic day), zametak u starosti 14,5 dana

EGF (engl. epidermal growth factor), epidermalni ¢imbenik rasta
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GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein), kisela glijalna fibrilarna bjelan¢evina

ICC (engl. immunocytochemistry), imunocitokemija

MAP2 (engl. microtubule associated protein), bjelancevina povezana s mikrotubulima
PBS (engl. phosphate buffered saline), puferirana otopina fosfatnih soli

PFA (engl. paraformaldehyde), paraformaldehid

RFP (engl. red fluorescent protein, RFP), crvena fluorescentna bjelancevina

RT-PCR (engl. real time — polymerase chain reaction), lan¢ana reakcija polimerazom u
stvarnom vremenu

SVZ (engl. subventricular zone), subventrikularna zona

THY1 (engl. thymus cell antigen 1), antigen timusnih stanica

VZ (engl. ventricular zone), ventrikularna zona

YFP (engl. yellow fluorescent protein), zuta fluorescentna bjelancevina



Popis priloga:

Tablica 1. Esej, proizvodac i kataloski broj.
Tablica 2. Primarna protutijela upotrijebljena u istrazivanju.

Tablica 3. Sekundarna protutijela upotrijebljena u istrazivanju.

Slika 1. Diferencijacija stanica od zigote do potpuno diferencirane stanice. Oplodnjom i
posljedi¢nim stani¢nim diobama nastaje blastocista u kojoj embrionalne mati¢ne stanice tvore
embrioblast od kojeg ¢e se pod utjecajem razlicitih ¢imbenika razviti svi organi i organski
sustavi. Od pluripotentne embrionalne maticne stanice razvit ¢e se multipotentna zivc¢ana
mati¢na stanica od koje ¢e se pod utjecajem brojnih ¢imbenika diferencirati neuroni, astrociti,
oligodendrociti te stanice mikroglije. Osim toga u in vitro uvjetima potpuno zrele somatske
stanice (npr. fibroblasti) mogu se re-programirati do mati¢ne stanice te naknadno diferencirati
u zeljenu vrstu stanica. Preuzeto i prilagodeno od (OLYNIK i RASTEGAR, 2012.).

Slika 2. Tijekom ranog embrionalnog razvoja zivéane mati¢ne stanice povecavaju svoj broj
simetri¢nim diobama. Kasnije od tih stanica asimetri¢nim diobama razvit ¢e se neuroni, astrociti
i oligodendrociti. Sve se to zbiva vrlo rano tijekom embrionalnog razvoja od neuroepitela rane
neuralne cijevi (ventrikularna zona, VZ). Sazrijevanjem neuralne cijevi razvija se
subventrikularna zona (SVZ) u kojoj se mati¢ne stanice zadrZavaju tijekom c¢itavog Zivota.

Preuzeto i prilagodeno od (OLYNIK i RASTEGAR, 2012.).

Slika 3. Prikaz amplifikacije Nestina i f-Actina tijekom izvodenja RT-PCR-a. Svih pet gena
prelazi prag detekcije u 14.—18. ciklusu $to je na grafu prikazano krivuljama razli¢itih boja koje
imaju isti uzorak. Isprekidane plave crte predstavljaju negativnu kontrolu u kojoj nema uzorka

(cDNA) pa do amplifikacije nije moglo doci.

Slika 4. A) Izrazaj Nestina tijekom diferencijacije stanica. Izrazaj je najjaci tijekom nultog dana
diferencijacije odnosno u ziv€anim mati¢nim stanicama. Sazrijevanjem stanica dolazi do
smanjivanja izrazaja Nestina. B) Izrazaj MAP2 tijekom diferencijacije stanica. Tijekom nultog
dana diferencijacije mali postotak stanica izrazava MAP2, a razina izraZaja raste tijekom
diferencijacije budu¢i da je MAP2 tipi¢ni biljeg neurona. C) Izrazaj GFAP-a tijekom
diferencijacije stanica. Tijekom nultog i prvog dana diferencijacije nema izrazaja GFAP-a. U

izrazito malom postotku stanice izrazavaju GFAP tijekom tre¢eg dana, da bi do kraja
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diferencijacije razina izraZaja porasla do svega 3%. Legenda: na X osi prikazane su vremenske
tocke diferencijacije stanica (0., 1., 3., 5.1 7. dan diferencijacije), a na Y osi prikazana je razina
izrazaja Nestina (A), MAP2 (B) i GFAP-a (C); na stupcima je prikazana standardna pogreska
aritmeticke sredine, a simbol (****) predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu pojedinih

vremenskih tocki.

Slika 5. A) Izrazaj Neuroliginal tijekom diferencijacije stanica. B) Izrazaj Synapisnal tijekom
diferencijacije stanica. Razina izrazaja oba sinapticka biljega povecava se za 70% od pocetne
vrijednosti (0 dan) tijekom diferencijacije stanica. Legenda: na X osi prikazane su vremenske
tocke diferencijacije stanica (0., 1., 3., 5.1 7. dan diferencijacije), ana Y osi prikazana je razina
izrazaja Nuroliginal (A) i Synapsinal (B); na stupcima je prikazana standardna pogreska
aritmeticke sredine, a simbol (****) predstavlja statisticki znac¢ajnu razliku izmedu pojedinih

vremenskih tocki (p<0.0001).

Slika 6. Imunocitokemija THY1 — YFP stanica (zeleno) tijekom diferencijacije. Na slici A-C
prikazano je bojanje Nestinom (crveno) nultog dana diferencijacije; D-F prikazano je bojanje s
MAP?2 (crveno) treceg dana diferencijacije; G-l prikazano je bojanje s MAP2 (crveno) sedmog
dana diferencijacije te na slici J-L bojanje s GFAP-om (crveno) sedmog dana diferencijacije.
Mjerka = 50 um.

Slika 7. lzrazaj sinaptickih biljega tijekom diferencijacije stanica. Na slici A-C prikazano je
bojanje Neuroliginoml (zeleno) i MAP2-om (crveno) prvog dana diferencijacije; D-E
prikazano je bojanje Synapsinom1 (zeleno) i MAP2-om (crveno) sedmog dana diferencijacije.

Mjerka = 50 um.

Slika 8. Imunocitokemija THY1 — YFP stanica (zeleno) tijekom sedmog dana diferencijacije.
Na slici A-C prikazano je bojanje s MAP2 (crveno), a na slici D-E prikazano je bojanje s GFAP-
om (crveno). Prikaz stanica napravljen je s 63x objektivom i super-rezolucijom. Mjerka = 10

pm.

Slika 9. Imunocitokemija THY1 — YFP stanica (zeleno) tijekom sedmog dana diferencijacije.
Na slici A-D prikazano je konfokalna slika u maksimalnoj projekciji, a na slici E-H iste stanice
nakon analize pomoc¢u IMARIS softvera. Na slici | prikazn je Pearsonov koeficijent

kolokalizacije izmedu YFP i GFAP-a, izmedu YFP i ukupne populacije MAP2+ stanica te
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izmedu YFP i MAP2+ stanica koje su YFP+. Na stupcima je prikazana standardna pogreska

aritmeticke sredine. Mjerka = 10 pm.
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1. UvOD

Mati¢ne stanice (engl. stem cells) velika su skupina stanica koje se u kontroliranim
uvjetima mogu diferencirati u bilo koju vrstu stanica. Mati¢ne stanice dijele se na totipotentne,
pluripotentne i multipotentne maticne stanice. Totipotentna stanica je zigota, jedina stanica iz
koje se mogu razviti sve stanice, organi, organski sustavi, ali isto tako i fetalne ovojnice koje
¢ine posteljicu. Pluripotentne stanice su embrionalne mati¢ne stanice koje imaju manju
sposobnost potencije od zigote, ali iz njih ¢e se razviti sve stanice embrioblasta, odnosno sami
zametak. Multipotentne stanice su stanice koje su usmjerene prema odredenom organskom
sustavu. Zivéane mati¢ne stanice primjer su multipotentnih mati¢nih stanica iz kojih ée se
razviti stanice sredi$njeg i perifernog Zivéanog sustava (Slika 1 i Slika 2). Zivéane matiéne
stanice mogu se izolirati iz fetalnog i odraslog mozga te imaju sposobnost diferencijacije u
stanice ziv¢anog sustava (neurone i glija-stanice) (HYTTEL i sur., 2010.; MCGEADY i sur.,
2014.). Poznato je da se u odraslom mozgu misa i ¢ovjeka zivéane mati¢ne stanice nalaze u
subvenrtikularnoj zoni i u zrnatom sloju hipokampusa (GAGE, 2000.; MITRECIC i sur., 2009.;
WATSON i sur., 2012.).
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Slika 1. Diferencijacija stanica od zigote do potpuno diferencirane stanice. Oplodnjom i
posljedi¢nim stani¢nim diobama nastaje blastocista u kojoj embrionalne mati¢ne stanice tvore
embrioblast od kojeg ¢e se pod utjecajem razlicitih ¢imbenika razviti svi organi i organski
sustavi. Od pluripotentne embrionalne mati¢ne stanice razvit ¢e se multipotentna ziv¢ana
mati¢na stanica od koje ¢e se pod utjecajem brojnih ¢imbenika diferencirati neuroni, astrociti,
oligodendrociti te stanice mikroglije. Osim toga u in vitro uvjetima potpuno zrele somatske
stanice (npr. fibroblasti) mogu se re-programirati do matic¢ne stanice te naknadno diferencirati
u zeljenu vrstu stanica. Preuzeto i prilagodeno od (OLYNIK i RASTEGAR, 2012.).

Slika 2. Tijekom ranog embrionalnog razvoja ziv¢ane maticne stanice povecavaju svoj broj
simetricnim diobama. Kasnije od tih stanica asimetricnim diobama razvit ¢e se neuroni, astrociti
i oligodendrociti. Sve se to zbiva vrlo rano tijekom embrionalnog razvoja od neuroepitela rane
neuralne cijevi (ventrikularna zona, VZ). Sazrijevanjem neuralne cijevi razvija se
subventrikularna zona (SVZ) u kojoj se mati¢ne stanice zadrzavaju tijekom citavog zivota.
Preuzeto i prilagodeno od (OLYNIK i RASTEGAR, 2012.).



U istrazivanjima diferencijacije ziv€anih mati¢nih stanica veliku ulogu imaju razliciti
sojevi miSeva. Osim uobicajenih sojeva, tzv. ,,divlji tip* (engl. wild type), uzgojeni su i brojni
transgenicni sojevi koji se razlikuju po izrazaju razli¢itih gena i bjelancevina u razliitim
vrstama stanica. Ovo istrazivanje napravljeno je na transgeni¢nom soju (THY'1 — YFP) koji u
svojim Ziv€anim stanicama izrazava zelenu fluorescentnu bjelancevinu (engl. green fluorescent

protein, GFP).

Hipoteza planiranog istrazivanja jest da ¢e tijekom diferencijacije neurona doc¢i do
znaCajnog porasta izrazaja gena €iji su proteinski produkti sastavni dio stanice neurona. Osim

toga oc¢ekuje se i porast izrazaja gena koji su vazni u stvaranju sinapsi izmedu neurona.

Kako bi se testirala hipoteza postavljeni su slijedeci ciljevi:

1. Odrediti izrazaj pojedinih gena tijekom nultog dana diferencijacije ziv€anih mati¢nih
stanica koji ¢e biti bazalna vrijednost za naredne vremenske toc¢ke

2. Tijekom diferencijacije neurona odrediti razinu izrazaja gena neophodnih za rast i
diferencijaciju neurona
Odrediti razinu izrazaja gena vaznih u sinaptogenezi neurona

4. Usporediti rezultate izrazaja pojedinih gena dobivenih RT-PCR metodom s rezultatima

imunocitokemije



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

Kako je ve¢ navedeno u uvodnom dijelu, u istrazivanjima iz podruc¢ja neuroznanosti,
posebice u istrazivanjima diferencijacije ziv€anih mati¢nih stanica veliku ulogu imaju razliciti
animalni modeli, prvenstveno misevi. Od tzv. ,.divljeg tipa“ misa, genetskim manipulacijama
uzgojeni su razliciti sojevi miseva kao sto su npr. ,.knock-out*, ,,knock-in“ ili pak transgeni¢ni
sojevi miseva koji se razlikuju po izrazaju razli¢itih gena i bjelancevina u razli¢itim vrstama
stanica. Ovo istrazivanje napravljeno je na transgeni¢nom soju (THY1 — YFP) koji u svojim
zivéanim stanicama izrazava zelenu fluorescentnu bjelanéevinu (engl. green fluorescent
protein, GFP) ili jednu od njezinih spektralnih varijanti [zuta (engl. yellow fluorescent protein,
YFP), crvena (engl. red fluorescent protein, RFP) ili zeleno-plava (engl. cyan fluorescent
protein, CFP)], pod utjecajem neuron-specifi¢nog promotora Thyl gena (FENG i sur., 2000.).
Izrazaj ove fluorescentne bjelancevine vidljiv je u svim dijelovima ziv€ane stanice, ukljucujuci
jezgru, perikarion i nastavke sve do terminalnih trnova — spina, §to omogucuje vizualiziranje
Citave stanice (BANNERMAN i sur., 2005.). Osim u istrazivanjima vezanim uz ziv€ani sustav,
ovaj soj se koristi u brojnim imunoloskim istrazivanjima buduc¢i da je izrazaj specifi¢an za T-

stanice, timocite, endotelne stanice i fibroblaste.

Iako ovaj soj misa THY1 — YFP postoji gotovo dvadesetak godina, uzorak
fluorescencije u svih sojeva nije precizno opisan (WANG i sur., 2006.). Morfoloska analiza
diferencijacije ziv¢anih mati¢nih stanica u ovog soja opisana je tijekom diferencijacije in vitro,
tijekom embrionalnog razvoja i nakon transplantacije u mozak misa (ALIC, 2015; ALIC i sur.,
2016.). U navedenom istrazivanju opisana je pojava izrazaja THY1 — YFP te usporedba s
brojnim biljezima mati¢nih stanica, neurona i astrocita. Kao nastavak ovog istrazivanja, nakon
transplantacije THY1 — YFP stanica u mozak mi$a s mozdanim udarom kao i pripadajucih
kontrolnih skupina opisan je izrazaj gena ukljuc¢enih u programiranu stani¢nu smrt (HRIBLJAN
i sur., 2018.).

Izrazaj YFP-a opisan je i u projekcijskim neuronima, ukljucujuéi i ganglijske stanice
mreznice (MITRECIC i sur., 2017.; GRILLO i STELLA, 2018.). Izrazaj YFP-a, osim tijekom
fizioloskog razvoja oka i kasnije u odrasle jedinke, od velike je pomo¢i u istrazivanjima

razli¢itih patoloskih stanja (HANLON i sur., 2017.). Isto tako izrazaj YFP-a opisan je i u



razli¢itim ganglijima perifernog ziv€anog sustava, kao $to su trigeminalni i vagusni ganglij te
spinalni gangliji (TAYLOR-CLARCK i sur., 2015.).

Medutim, u literaturi nedostaju podaci koji bi na razini analize izrazaja gena odnosno
pomocu lanéane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR) odredili razinu izrazaja
biljega koji su specifi¢ni za ziv€ane mati¢ne stanice, neurone i astrocite, ali 1 biljega koji
sudjeluju u sinaptickom povezivanju stanica. Buduéi da se u ovoj skupini nalazi preko stotinu
razli¢itih biljega u ovom istrazivanju ¢e se Koristiti svega pet osnovnih biljega koji su, prema
dostupnim podacima iz literature najceS¢e koristeni 1 jedni su od najvaznijih biljega tijekom
diferencijacije i sinaptogeneze stanica. Biljezi koji ¢e se detaljno prikazati u ovom istrazivanju
su: Nestin (biljeg ziv¢anih mati¢nih stanica), MAP2 (biljeg neurona), GFAP (biljeg astrocita)
te Neuroliginl (post-sinapticki biljeg) i Synapsinl (pre-sinapticki biljeg).

Nestin je biljeg ziv€anih mati¢nih stanica, odnosno progenitornih stanica tijekom
razvoja srediSnjeg ziv€anog sustava (LENDAHL 1 sur., 1990.). Tijekom diferencijacije
ziv€anih matic¢nih stanica u neurone ili u glija-stanice dolazi do smanjivanja izraZaja Nestina
(DAHLSTRAND i sur., 1995). Nestin pozitivne stanice opisane su i u progenitornim stanicama
prisutnim u odraslom sredi$njem zivéanom sustavu (MORSHEAD 1 sur., 1994.). Nestin je
karakteristi¢an biljeg nediferenciranih stanica srediSnjeg ziv€éanog sustava, ali Nestin pozitivne
stanice opisane su i tumorskim stanicama ziv¢anog sustava kao i u proliferacijskim endotelnim

stanicama (SUZUKI i sur., 2010.).

Tipic¢an biljeg neurona, MAP2 (engl. microtubule-associated protein 2 / bjelancevina
povezana s mikrotubulima) sastavni je dio citoskeleta neurona i ima vaznu ulogu tijekom
diferencijacije stanica. Ovaj biljeg ima veliku ulogu tijekom neurogeneze, a izrazen je
prevenstveno u dendritima (PRZYBORSKI i CAMBBRAY-DEAKIN, 1995.). Za razliku od
biljega neurona, GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein / kisela glijalna fibrilarna
bjelancevina) je tipican biljeg astrocita koji se javlja u zrelim stani¢nim kulturama, odnosno tek

krajem fetalnog razdoblja ili ¢ak nakon rodenja jedinke (GOMES 1i sur., 1999.).

Sinaptogeneza je izrazito slozen proces koji se zbiva u nekoliko glavnih faza. U prvoj
fazi se inducira stvaranje sinapsi nakon uspostave medustani¢nog kontakta. Na mjesto buducih
sinapsi se potom privuku i ostale sinapticke bjelan¢evine koje omogucuju daljnju izgradnju. U

posljednjoj fazi, koja je i najdulja, dolazi do postupnog sinapti¢kog sazrijevanja (CHIA i sur.,
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2013). lako se ovaj proces zbiva vrlo polagano, smatra se jednim od temeljnih procesa koji se
zbivaju tijekom rasta i razvoja neurona. Stvaranje sinapsi zbiva se tijekom Citavog Zivota
jedinki, a neophodno je za normalno obavljanje fizioloskih funkcija stanica (CULLEN i sur.,
2010.). Bjelancevine koje sudjeluju u stvaranju sinapsi dijele se na pre-sinapticke 1 post-
sinapticke. Na temelju te podjele u ovom istrazivanju koriStena su dva sinapticka biljega:
Neuroliginl (post-sinapti¢ki) i Synapsinl (pre-sinapti¢ki). Clanovi porodice Neuroligin vazne
su post-sinapticke adhezijske molekule i imaju vaznu ulogu u trans-sinaptickim interakcijama
s neureksinima. SmjesStaj i sinapticka aktivnost Neuroliginal specificna je za ekscitacijske
sinapse (BEMBEN 1 sur., 2014.). Synapsinl ima vaznu ulogu u otpustanju neurotransmitera,
aksonogenezi 1 sinaptogenezi. Osim toga, smatra se da je vazan tijekom razvoja ziv€anog
sustava, odnosno sudjeluje u sinaptickom povezivanju neurona tijekom razvoja
(HEDEGAARD i sur., 2013.).



3. MATERIJALI | METEODE
3.1. Zivotinje

Zivotinje su smje$tene u nastambi Hrvatskog instituta za istraZivanje mozga na
Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Uvjeti smjeStaja i drzanja laboratorijskih 1
pokusnih Zivotinja propisani su Pravilnikom o zastiti zivotinja (NN 47/2001) i Zakonom 0
zastiti zivotinja (NN 135/2006); svjetlosni ciklus je 12 sati svijetlo 1 12 sati mrak, hrana i svjeza
voda su ad libitum, temperatura u objektu je 22 + 2°C, relativna vlaga 55% + 10%, dok je

osvjetljenje 300 luksa.

3.2. Izolacija Zivéanih mati¢nih stanica

Za izolaciju ziv€éanih mati¢nih stanica koristene su dvije zenke gravidne 14,5 dana, soja
B6.Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J (YFP-16). Zivéane matiéne stanice izolirane su iz telencefalona
pomocu enzima akutaze (StemPro®Acutase® Cell Dissociation Reagent, Gibco by life
Technologies). Usitnjeno tkivo bilo je pod djelovanjem akutaze 20 minuta, na temperaturi od
37°C. Izolirane zivéane mati¢ne stanice uzgajane su u 25 mL medija (DMEM/F-12 (1:1)
(1X)+GlutaMAX™-I, Gibco by life Technologies) u koji je dodano 500 uL B-27 (B-
27®Supplement (50X), Gibco by life Technologies), 250 uL N-2 (N-2 Supplement (100X),
Gibco by life Technologies), 250 puL Pen Strep (Penicillin Streptomycin, Gibco by life
Technologies), 50 uL FGFb (Recombinant Mouse Fibroblast Growth Factor-basic) i 50 puL
EGF (Recombinant Mouse Epidermal Growth Factor). Stanice su uzgajane do pojave

neurosfera, nakon ¢ega su disocirane i pripremljene za nasadivanje.

3.3. Priprema podloga za diferencijaciju stanica

Stanice su uzgajane na podlogama oblozenim Poly-D-lizinom u koncentraciji 500
pg/mL (Poly-D-lysine hydrobromide, SIGMA) koji je stajao 24 sata. Nakon ispiranja Poly-D-
lizina sterilnom vodom, podloge su obloZene lamininom u koncentraciji 10 pg/mL (Laminin
from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma basement membrane) koji je takoder stajao 24
sata. Na taj nacin pripremljene podloge spremne su za diferencijaciju stanica.

Stanice su uzgajane na dvije razli¢ite vrste podloga. Stanice odredene za RT-PCR

uzgajane su u triplikatu na plastiénim plo¢ama za diferencijaciju (engl. 6 well plate) u



vremenskim to¢kama 0., 1., 3., 5. i 7. dan diferencijacije. Nasuprot tome, stanice koje su
odredene za imunocitokemiju uzgajane na oblozenim staklima (engl. cover slips) promjera 12
mm, koja su smjeStena u plastiCne ploce za diferencijaciju (engl. 24 well plate) u istim

vremenskim to¢kama.

3.4. Diferencijacija stanica

Nakon disocijacije, stanice su nasadene u koncentraciji 200 000-250 000 stanica po
staklu, odnosno 1 000 000 stanica po wellu za RT-PCR. Stanice su nasadene u mediju koji ne
sadrzi ¢imbenike rasta (FGFb i EGF). Nakon 24 sata stanicama je promijenjen medij koji

podrzava rast neurona - neurobasal (Neurobasal®Medium (1X), Gibco by life Technologies).

3.5. Lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR, engl. real time —
polymerase chain reaction)

Iz stanica, RNA je izolirana pomo¢u komercijalnog kita RNeasy® Mini Kit (Qiagen)
prema uputama proizvodaca. Nakon izolacije ukupne RNA (50 pL) na nanodropu je izraCunata
koncentracija RNA koja je nakon toga pomoc¢u komercijalnog kita high capacity RNA-to-
cDNA Kit (Applied Biosystems) pretvorena u cDNA. 1z dobivene cDNA napravljen je RT-
PCR za pet istrazivanih gena (Nestin, MAP2, GFAP, Neuroliginl i Synapsinl), dok je kao
kontrola odnosno ,housekeeping” gen koristen B-Actin (ACTB MGB) (TagMan Gene
Expression Assays). U Tablici 1 navedeni su eseji, proizvodac i kataloski broj. Svi uzorci
napravljeni su u triplikatu s 1 pg cDNA u ukupnom volumenu 20 pL pomocu uredaja Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System. Relativna kvantifikacija napravljena je pomocu

formule 2-4€T,



Tablica 1. Esej, proizvodac i kataloski broj.

Esej Proizvodad Kataloski broj
GFAP Applied Biosystems Mm01253033_m1
MAP2 Applied Biosystems Mm00485231 m1
Nestin Applied Biosystems Mm00450205_m1
Neuroliginl Applied Biosystems Mm02344305 m1
Synapsinl Applied Biosystems Mm00449772_m1
FG-MOUSE ACTB MGB | Applied Biosystems 4352933E

3.6. Imunocitokemija (ICC)

Imunocitokemija napravljena je na fiksiranim stanicama. Stanice su nakon fiksacije 4%
paraformaldehidom (PFA) isprane tri puta po pet minuta PBS-om (engl. phosphate buffered
saline) te im je dodano 500 pL otopine za permeabilizaciju i1 blokiranje nespecificnog vezanja
sekundarnog protutijela (0,2% triton X-100 (Sigma) u PBS-u + 3% kozjeg seruma). Blokiranje
sekundarnog protutijela trajalo je 60 minuta, nakon ¢ega je na stanice dodano 85 pL otopine
primarnog protutijela (0,2% triton X-100 u PBS-u + 1% kozjeg seruma + primarno protutijelo)
koje je inkubirano u frizideru na +4°C preko no¢i. Primarna protutijela, podrijetlo, razrjedenje
i proizvodag, upotrijebljena u ovom istrazivanju navedena su u Tablici 2.

Drugi dan primarna protutijela isprana su PBS-om tri puta po pet minuta. Nakon
ispiranja primarnih protutijela, na stanice je stavljena otopina sekundarnih protutijela (0,2%
triton X-100 u PBS-u + sekundarno protutijelo) koja su inkubirana dva sata na sobnoj
temperaturi u zamraenoj prostoriji. Sekundarna protutijela, podrijetlo, razrjedenje 1
proizvodac, upotrijebljena u ovom istrazivanju navedena su u Tablici 3. Dva sata nakon
inkubacije, isprana su sekundarna protutijela, takoder tri puta po pet minuta te je na stanice
stavljena fluorescentna boja za jezgre, DAPI u koncentraciji 1:8000. Nakon deset minuta, DAPI
je isprana, takoder tri puta po pet minuta te su stanice poklopljene medijem za fluorescentno
poklapanje (Dako Fluorescent Mounting Medium). Poklopljeni preparati, pohranjeni su u

frizideru na +4°C do mikroskopiranja na konfokalnom mikroskopu (Zeiss).



Tablica 2. Primarna protutijela upotrijebljena u istrazivanju.

Protutijelo Podrijetlo | Razrjedenje | Proizvodac

GFAP pile 1:250 Abcam (ab4674)
MAP2 pile 1:1000 Abcam (ab5392)
Nestin mi$ 1:200 Millipore (MAB353)
Neuroliginl | kuni¢ 1:200 Millipore (AB15512)
Synapsinl kuni¢ 1:100 Cell Signaling (#2312)

Tablica 3. Sekundarna protutijela upotrijebljena u istrazivanju.

Protutijelo Razrjedenje Proizvodac

Alexa Fluor 488 koza anti - kuni¢ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11034)
Alexa Fluor 546 koza anti - kuni¢ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11010)
Alexa Fluor 546 koza anti - mis IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11003)
Alexa Fluor 546 koza anti - pile 1IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11040)

3.7. Statisticka analiza rezultata

Rezultati RT-PCR-a napravljeni su u triplikatu, a rezultati su analizirani pomocéu
formule 22T, 1z dobivenih vrijednosti izradunata je prosje¢na vrijednost, standardna devijacija
te standardna pogreSka aritmeticke sredine ¢ije su vrijednosti prikazane na grafikonima. Kako

bi se odredila statisticka znac¢ajnost izmedu dvije vrijednosti koristen je studentski t-test, dok

su za usporedbu vise uzoraka koriSteni jednosmjerna ANOVA i Holm-Bonferroni analiza:

http://astatsa.com/OneWay Anova with TukeyHSD. Fluorescentne slike nakon analize na

konfokalnom mikroskopu obradene su pomo¢u IMARIS x64-v9.1.2. (BITPLANE, An Oxford

Instruments Co., Zurich, Switzerland) software-a te je izracunat Pearsonov koeficijent

kolokalizacije. StatistiCka znacajnost prikazana je pomocu (*) te se razlikuje ukoliko je: P<0,05
(*), P<0,01 (**), P<0,001 (***), P<0,0001 (****).
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http://astatsa.com/OneWay_Anova_with_TukeyHSD

4. REZULTATI

Kako bi se napravila analiza izrazaja gena tijekom diferencijacije neurona, izolirana je
RNA iz koje je pomocu RT-PCR-a odredena analiza izrazaja gena specificnih za maticne
stanice (Nestin), neurone (MAP2), astrocite (GFAP) te za sinapticku aktivnost stanica
(Neuroliginl 1 Synapsinl). Razina izrazaja pojedinog gena odredena je pomocu standardnog
programa u 40 ciklusa. Analizirani geni prelaze prag detekcije u 14.—18. ciklusu umnazanja
(Slika 3). Osim analize izrazaja gena napravljene na razini nukleinskih kiselina, u istim
vremenskim toCkama napravljena je i imunocitokemija kako bi se rezultati RT-PCR-a

usporedili s rezultatima imunocitokemije.

Amplification Plot

10
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Slika 3. Prikaz amplifikacije Nestina i B-Actina tijekom izvodenja RT-PCR-a. Svih pet gena
prelazi prag detekcije u 14.-18. ciklusu $to je na grafu prikazano krivuljama razli¢itih boja koje
imaju isti uzorak. Isprekidane plave crte predstavljaju negativnu kontrolu u kojoj nema uzorka

(cDNA) pa do amplifikacije nije moglo do¢i.
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4.1. RT-PCR

Tijekom diferencijacije THY1 — YFP stanica, razina izrazaja Nestina najvisa je nultog
dana diferencijacije, odnosno u zZiv€anih mati¢nih stanica. Tijekom prvog dana diferencijacije,
razina izrazaja Nestina jos je uvijek visoka, ali je ipak 40% manja u odnosu na ziv€ane mati¢ne
stanice. Treceg dana diferencijacije razina Nestina se o¢ekivano smanjuje 1 za 20% je manja
nego prvog dana diferencijacije. Tijekom petog dana diferencijacije razina Nestina je gotovo
na istoj razini kao i treeg dana. Sedmog dana diferencijacije razina Nestina izrazito se smanjuje
i ¢ini svega 2,5% pocetne vrijednosti Nestina izrazene u zivéanim mati¢nim stanicama. Buduéi
da je Nestin karakteristiCan za maticne stanice, razina izrazaja Nestina naglo se smanjuje
tijekom diferencijacije stanica, no ipak mali dio stanica ostaje Nestin pozitivan, odnosno
zadrzava se u tzv. ,mati¢nom* obliku. Tijekom sedam dana diferencijacije razina izrazaja
Nestina drasti¢no se smanjuje pri ¢emu je vidljiva statisticki znacajna razlika izmedu pojedinih
vremenskih toc¢ki (p<0.0001), koja se ne mijenja nakon Holm-Bonferroni analize (Slika 4A).

Razina izrazaja MAP2, tipi¢nog biljega neurona izrazito se povecava tijekom
diferencijacije stanica. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da tijekom nultog dana
diferencijacije dio stanica izrazava MAP2. [ako se radi o ziv€anim mati¢nim stanicama koje jo§
nisu krenule u diferencijaciju, razina izrazaja MAP2 iznosi 16,6% izraZaja koji stanice postiZu
sedmog dana diferencijacije. Buduéi da su ziv€ane mati¢ne stanice predodredene da postanu
neuroni, izrazavaju MAP2 vrlo rano. Diferencijacijom stanica naglo se povecava razina izrazaja
MAP?2 tako da 7. dana iznosi 90% od ukupnog broja stanica u stani¢noj kulturi, a statisticka
znacajnost vidljiva je izmedu pojedinih vremenskih tocki (p<0.0001) (Slika 4B). Za razliku od
tipi€nog biljega neurona, izrazaj biljega astrocita (GFAP) javlja se tek 3. dana diferencijacije
stanica i iznosi 20% od maksimalnog izrazaja koji se javlja sedmog dana diferencijacije stanica
(Slika 4C). Izrazito mala razina izrazaja biljega astrocita je i o¢ekivana buduci da su podloge i
medij u kojem se uzgajaju stanice usmjerene ka uzgoju neurona. lako se radi o izrazito niskim
vrijednostima izrazaja ovoga biljega, izmedu posljednje tri vremenske tocke vidljiva je
statistiCki znacajna razlika (p<0.0001). U obje analize, bilo da se radi o neuronima ili

astrocitima, visoka statisticka znacajnost je zadrzana i nakon Holm-Bonferroni analize.
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Slika 4. A) Izrazaj Nestina tijekom diferencijacije stanica. Izrazaj je najjaci tijekom nultog dana
diferencijacije odnosno u ziv€anim mati¢nim stanicama. Sazrijevanjem stanica dolazi do
smanjivanja izrazaja Nestina. B) Izrazaj MAP2 tijekom diferencijacije stanica. Tijekom nultog
dana diferencijacije mali postotak stanica izrazava MAP2, a razina izrazaja raste tijekom
diferencijacije budu¢i da je MAP2 tipi¢ni biljeg neurona. C) Izrazaj GFAP-a tijekom
diferencijacije stanica. Tijekom nultog i prvog dana diferencijacije nema izrazaja GFAP-a. U
izrazito malom postotku stanice izraZzavaju GFAP tijekom tre¢eg dana, da bi do kraja
diferencijacije razina izrazaja porasla do svega 3%. Legenda: na X osi prikazane su vremenske
tocke diferencijacije stanica (0., 1., 3., 5. 1 7. dan diferencijacije), a na Y osi prikazana je razina
izrazaja Nestina (A), MAP2 (B) i GFAP-a (C); na stupcima je prikazana standardna pogreska
aritmeticke sredine, a simbol (****) predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku izmedu pojedinih

vremenskih tocki.
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Osim biljega mati¢nih stanica, neurona i astrocita odredena je i razina izrazaja dva
sinapticka biljega. Izrazaj Neuroliginal javlja se tijekom nultog dana i znatno se pojacava
tijekom sedam dana diferencijacije. Razina Neuroliginal od nultog dana do sedmog dana
diferencijacije povecava se za 70%, $to upucuje na izrazitu sinapti¢ku aktivnost stanica tijekom
diferencijacije (Slika 5A). Izrazaj Synapsinal takoder se javlja nultog dana diferencijacije i
povecéava se za 70% tijekom procesa diferencijacije (Slika 5B). Na slikama jasno je vidljiva
statisticki znacajna razlika izmedu pojedinih vremenskih tocki (p<0.0001) koja prolazi Holm-
Bonferroni analizu. Razina izrazaja Neuroliginal kao post-sinapti¢kog biljega izrazito je veca

u odnosu na Synapsinl Kkoji je pre-sinapticki biljeg.

A Neuroliginl
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Slika 5. A) Izrazaj Neuroliginal tijekom diferencijacije stanica. B) Izrazaj Synapisnal tijekom
diferencijacije stanica. Razina izrazaja oba sinapticka biljega povecava se za 70% od pocetne
vrijednosti (0 dan) tijekom diferencijacije stanica. Legenda: na X osi prikazane su vremenske
tocke diferencijacije stanica (0., 1., 3., 5. 1 7. dan diferencijacije), a na Y osi prikazana je razina
izrazaja Neuroliginal (A) i Synapsinal (B); na stupcima je prikazana standardna pogreska
aritmeticke sredine, a simbol (****) predstavlja statisticki znacajnu razliku izmedu pojedinih

vremenskih toc¢ki (p<0.0001).
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4.2. Imunocitokemija (ICC)

Imunocitokemija je napravljena na THY1 — YFP stanicama u istim vremenskim
tockama kao I RT-PCR kako bi se rezultati mogli medusobno usporediti. Stanice su nakon
fiksacije obojane specificnim protutijelima za ziv€ane mati¢ne stanice (Nestin), za neurone
(MAP2), za astrocite (GFAP) te za sinapticke biljege (Neuroliginl i Synapsinl). Buduci da je
imunocitokemija napravljena na THY1 — YFP stanicama, koje u odredenim neuronima
izrazavaju zelenu fluorescentnu bjelancevinu (488), upotrijebljeno je sekundarno protutijelo u
crvenom spektru (568), osim u slu¢aju sinaptic¢kih biljega koji su bojani zajedno s MAP2.

Tijekom nultog dana diferencijacije stanica, od ukupnog broja prebrojanih stanica 99%
stanica je Nestin pozitivno (Slika 6 A-C). Svega 1% stanica je MAP2 pozitivno, i pokazuje
kolokalizaciju s Nestin pozitivnim stanicama.

Tijekom prvog dana diferencijacije stanica, 80% stanica je Nestin pozitivno, a udio
MAP?2 pozitivnih stanica se povecava na 20%. Kako je bilo 1 o¢ekivano, niti jedna stanica nije
GFAP pozitivna.

Trec¢eg dana diferencijacije stanica udio Nestin pozitivnih stanica smanjuje se na 30%,
dok se udio MAP2 pozitivnih stanica povecava na 70%. Imunocitokemijski nije zabiljeZena niti
jedna GFAP pozitivna stanica.

Petog dana diferencijacije stanica, 15% stanica je Nestin pozitivno, dok je udio MAP2
(Slika 6 D-F) pozitivnih stanica porastao na 84%, a svega 1% stanica je GFAP pozitivno.
Budu¢i da su stanice petog dana gotovo u potpunosti diferencirane, jasno se vidi da su vecina
stanica neuroni, a samo mali postotak stanica ostaje u obliku mati¢nih stanica.

Sedmog dana diferencijacije udio Nestin pozitivnih stanica pao je na 7%, a udio MAP2
(Slika 6 G-I) pozitivnih stanica porastao na 90%. Kako se u ovoj vremenskoj toc¢ki govori o
zreloj 1 potpuno diferenciranoj kulturi stanica, poceli su se diferencirati 1 astrociti pa je udio

GFAP (Slika 6 J-L) pozitivnih stanica narastao na 3%.
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Slika 6. Imunocitokemija THY1 — YFP stanica (zeleno) tijekom diferencijacije. Na slici A-C

prikazano je bojanje Nestinom (crveno) nultog dana diferencijacije; D-F prikazano je bojanje s

MAP2 (crveno) treceg dana diferencijacije; G-1 prikazano je bojanje s MAP2 (crveno) sedmog




dana diferencijacije te na slici J-L bojanje s GFAP-om (crveno) sedmog dana diferencijacije.
Mjerka = 50 pm.

Osim biljezima karakteristicnim za mati¢ne stanice, neurone ili astrocite, stanice su
obojane i sa sinapti¢kim biljezima, Neuroliginl i Synapsinl koji su pozitivni ve¢ u stadiju
maticnih stanica tj nultog dana diferencijacije. Sazrijevanjem stanica dolazi do znaajnog
povecanja izrazaja oba ova biljega Sto upucuje na snaznu sinapticku aktivnost neurona i
astrocita te njihovu funkcionalnu zrelost (Slika 7). Rezultati bojanja pokazuju isti uzorak kao i
RT-PCR rezultat tj. izrazaj oba biljega se znatno pojacava tijekom diferencijacije stanica, ali je
intenzitet Neuroliginal dvostruko jaci od Synapsinal $to u potpunosti odgovara prethodnom

rezultatu.

Slika 7. Izrazaj sinaptic¢kih biljega tijekom diferencijacije stanica. Na slici A-C prikazano je
bojanje Neuroliginoml (zeleno) i MAP2-om (crveno) prvog dana diferencijacije; D-E
prikazano je bojanje Synapsinom1 (zeleno) i MAP2-om (crveno) sedmog dana diferencijacije.
Mjerka = 50 pm.
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Budu¢i da je imunocitokemija napravljena na transgeni¢nim stanicama koje u pojedinim
neuronima izrazavaju YFP, prebrojavanjem je utvrdeno da se tijekom diferencijacije stanica u
in vitro uvjetima pojavljuje svega 20% YFP pozitivnih stanica i taj broj ne mijenja se tijekom
diferencijacije stanica. Za potrebe ovog istrazivanja stanice su analizirane pomo¢u konfokalnog
mikorskopa s Airyscanom (super-rezolucija), zahvaljujuéi kojoj je prikazana vrlo precizna i
detaljna mikrotubularna grada MAP2 pozitivnih neurona, kao i savrSena kolokalizacija s YFP

(Slika 8 A-C) te grada astrocita sedmog dana diferencijacije (Slika 8 D-E).

Slika 8. Imunocitokemija THY1 — YFP stanica (zeleno) tijekom sedmog dana diferencijacije.
Na slici A-C prikazano je bojanje s MAP2 (crveno), a na slici D-E prikazano je bojanje s GFAP-
om (crveno). Prikaz stanica napravljen je s 63x objektivom i super-rezolucijom. Mjerka = 10

pm.
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Pomo¢u IMARIS x64-v9.1.2. software-a izracunat je Pearsonov Kkoeficijent
kolokalizacije koji pokazuje visoke vrijednosti izmedu THY 1 — YFP i MAP2 pozitivnih stanica
(Slika 9). Rezultati ove analize takoder pokazuju da nema kolokalizacije izmedu THY1 — YFP
pozitivnih stanica i astrocita (GFAP), Pearsonov koeficijent = 0. Pearsonov koeficijent izmedu
THY1 — YFP i svih MAP2 pozitivnih stanica iznosi 0,446. U sljede¢em koraku izracunat je
Pearsonov koeficijent izmedu THY1 — YFP i MAP2, ali samo u ogranic¢enoj populaciji MAP2
stanica koje su i YFP pozitivne te u tom slu¢aju njegova vrijednost iznosi 0,992 od maksimalnih
1,0 (Slika 9l).

Pearsonov koelicijent kolokalizacije

0.8

0.6

04

YFP/GTAP YTI'P/ukupni MAP2 YIPMAP2

Slika 9. Imunocitokemija THY1 — YFP stanica (zeleno) tijekom sedmog dana diferencijacije.
Na slici A-D prikazano je konfokalna slika u maksimalnoj projekciji, a na slici E-H iste stanice
nakon analize pomo¢u IMARIS softvera. Na slici | prikazn je Pearsonov koeficijent
kolokalizacije imedu YFP i GFAP-a, izmedu YFP i ukupne populacije MAP2+ stanica te
izmedu YFP i MAP2+ stanica koje su YFP+. Na stupcima je prikazana standardna pogreska

aritmeticke sredine. Mjerka = 10 um.
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5. RASPRAVA

Na ziv€anim mati¢nim stanicama napravljena je analiza izrazaja gena tijekom
diferencijacije stanica u pet vremenskih toc¢aka (0., 1, 3., 5. 1 7. dan diferencijacije). Svi uzorci
radeni su u triplikatu kako bi se izbjegla pogreska 1 smanjila varijabilnost izmedu pojedinih
uzoraka. Na uzorcima je odredena razina izraZzaja biljega za Ziv€ane mati¢ne stanice (Nestin),
neurone (MAP2), astrocite (GFAP) te dva sinapticka biljega (Neuroliginl 1 Synapsinl).
Rezultati izrazaja gena usporedeni su sa rezultatima imunocitokemije te s podacima iz

literature.

Izrazaj Nestina izrazito je visok tijekom nultog dana diferencijacije odnosno u ziv¢anih
matic¢nih stanica koje jos nisu krenule u diferencijaciju. Visoki izrazaj je i o¢ekivan buduci da
se radi o visoko specificnom biljegu koji je karakteristi¢an za mati¢ne stanice. Ovaj nalaz
odgovara 1 nalazu imunocitokemije gdje je prebrojavanjem stanica utvrdeno da je 99% stanica
Nestin pozitivno. Osim s rezultatima imunocitokemije, ovaj nalaz u potpunosti se slaze i s
istrazivanjem LENDAHL i suradnika (1990.) prema kojem je Nestin tipi¢an biljeg
progenitornih stanica zivéanog sustava bilo da se radi o neuronima ili glija-stanicama. Tijekom
diferencijacije razina Nestina znac¢ajno se smanjuje sa sazrijevanjem stanica, buduci da zrele
stanice nisu Nestin pozitivne. Rezultati RT-PCR-a u potpunosti se podudaraju s rezultatima
imunocitokemije. Medutim, vidljiva je razlika treceg 1 petog dana diferencijacije gdje se na RT-
PCR-u ocituje ista razina izraZzaja dok imunocitokemijski dolazi do znacajnog pada s 30 na
15%. Ovakav nalaz objasnjava se smanjivanjem fluorescentnog signala sazrijevanjem stanica,
ali stanice jos uvijek imaju veliku, gotovo jednaku vrijednost izrazaja na razini nukleinskih

kiselina.

Izrazaj MAP2 vidljiv je ve¢ u ziv€anih mati¢nih stanica i iznosi 16,6% od vrijednosti
koju stanice izrazavaju sedmog dana diferencijacije kao zreli neuroni. Ovakav nalaz odgovara
i nalazu imunocitokemije Sto je prikazano na Slici 6A-C gdje se jasno vide THY1 — YFP
pozitivne (zelene) stanice koje su i MAP2 pozitivne. Budu¢i da se radi o ziv€anim mati¢nim
stanicama koje su predodredene da se diferenciraju uglavnom u neurone, za ocekivati je da su
pozitivne na biljege neurona. Stanice koje su THY1 — YFP pozitivne su zreliji oblici mati¢nih
stanica 1 viSe nisu Nestin pozitivne. Prema istraZzivanju CORTI 1 sur. (2006.) u stani¢noj kulturi
izrazaj YFP pod utjecajem Thyl gena zabiljezen je isklju¢ivo u zrelim neuronima, ali ne i u ne-

difereciranim neurosferama. Za razliku od navedenog istraZivanja, u ovom istraZivanju jasno
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su vidljive THY1 — YFP pozitivne stanice, a rezultati RT-PCR-a potvrduju izrazaj MAP2 u

zivéanim mati¢nim stanicama.

Izrazaj GFAP-a pomo¢u RT-PCR-a vidljiv je tre¢eg dana diferencijacije u izrazito
malom postotku i postupno raste do kraja diferencijacije stanica. Imunocitokemijski GFAP
pozitivne stanice vidljive su tek petog dana diferencijacije i to u svega 1% prebrojanih stanica,
a udio im se sedmog dana povecava do 3%. Mali postotak astrocita moze se objasniti nacinom
uzgoja koji je prvenstveno usmjeren ka uzgoju neurona. Izrazaj GFAP-a tre¢eg dana
diferencijacije opisan pomo¢u RT-PCR-a upucuje da je dio stanica predodreden da postanu
astrociti te se ,,pripremaju® u diferencijaciju. Medutim, imunocitokemijski u ovoj vremenskoj
tocki stanice, predodredeni bududi astrociti jo§ uvijek ne izrazavaju GFAP. Ovakav nalaz
odgovara i nalazu YUASA (2001.) koji opisuje da razvoju astrocita, prethode razli¢iti oblici
astro-glije koji se mogu detektirati visoko specifi¢nim protutijelima poput tenascina-C Koji je
pozitivan prije GFAP-a. Osim toga, na Slici 6. jasno je vidljivo da nema kolokalizacije izmedu
GFAP pozitivnih stanica i THY1 — YFP koji je specifican za neurone $to se slaze s drugim
istrazivanjima FENG i sur. (2000.) te CORTI i sur. (2006.).

Izrazaj sinaptickih biljega vidljiv je takoder tijekom nultog dana diferencijacije stanica,
odnosno u ziv€anim mati¢nim stanicama. To upucuje na pripremu stanica za diferencijaciju,
odnosno za sinapticko povezivanje stanica koje je neophodno za normalnu diferencijaciju
neurona. U ovom radu koriStena su dva sinapticka biljega, Neuroliginl, koji je post-sinapticki,
i Synapsinl, koji je pre-sinapticki biljeg. Rezultati ovoga istrazivanja pokazuju da se oba biljega
tijekom diferencijacije povecavaju za 70% od pocetne vrijednosti. Medutim, razina izraZaja
Neuroliginal je izrazito veca od razine Synapsinal, §to upucuje na vecu vaznost ovog biljega
tijekom same diferencijacije stanica. Rezultati RT-PCR-a u potpunosti odgovaraju i rezultatima
imunocitokemije (Slika 7) gdje se vidi znatno jac¢i signal Neuroliginal treceg dana
diferencijacije u odnosu na Synapsinl sedmog dana diferencijacije stanica. Ovaj nalaz odgovara
nalazu BEMBEN 1 sur. (2014.) i potvrduje veliku vaZnost Neuroliginal kao adhezijske
molekule tijekom neurogeneze. S druge strane, Synapsinl je vaZan za razvoj aksona i samu
diferencijaciju stanica pa je porast takoder ocit tijekom diferencijacije (HEDEGAARD i sur.,
2013.). Sli¢an rezultat, ali na razini bjelanevina (Western Blot analizom) opisan je u u

istrazivanju KOSI i sur. (2018.).
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Koristenjem jednog od najsuvremenijih mikroskopa (ZEISS, LSM800 s Airyscanom)
napravljena je analiza stanica u super-rezoluciji. Kao §to je prikazano na Slici 8 vidljiva je vrlo
precizna mikroskopska grada stanice na visokom povecéanju i u neusporedivo boljoj rezoluciji
u odnosu na Sliku 6. Zahvaljujuéi najsuvremenijoj opremi moguce je 100% sigurnoscu raditi
histoloSka istrazivanja bez straha o lazno pozitivnom signalu. Isto tako uredaji sa super-
rezolucijom nam omogucuju vrlo detaljnu i preciznu vizualizaciju najsitnijih stani¢nih
organela, kao $to su sinapti¢ki mjehuri¢i te na taj nacin uvelike doprinose njihovoj analizi.
Nakon takve analize stanica izrac¢unat je i Pearsonov koeficijent kolokalizacije koji nam kazuje
koliko se dva signala THY1 — YFP i MAP2 podudaraju. Za izratunavanje ovog koeficijenta
sve slike snimljene su u maksimalnoj (3D) projekciji, a pomocu IMARIS-a izracunat je

koeficijent kolokalizacije (Slika 9).

Diplomski rad temelji se na rezultatima studentskog znanstvenog rada Ante Stojanca
[STOJANAC, A. (2016): Analiza izrazaja gena tijekom in vitro diferencijacije neurona.
Studentski znanstveni rad. Veterinarski fakultet, Zagreb, Hrvatska.]. Studentski znanstveni rad
je kao najbolje ocjenjen rad (zavr$na ocjena: 4,9) na Veterinarskom fakultetu, nagraden
nagradom Rektora. Osim rezultata iz studentskog rada, za potrebe diplomskog rada napravljene
su i dodatni rezultati pom¢u konfokalnog mikrsokopa sa super-rezolucijom (ZEISS, LSM800 s

Airyscanom) te analiza istih pomo¢u IMARIS softvera.
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6. ZAKLJUCCI

1. Izrazaj Nestina najvedi je u ziv€anih mati¢nih stanica i znatno se smanjuje do kraja
diferencijacije stanica.

2. lIzrazaj MAP2 javlja se u ziv€anih mati¢nih stanica i naglo raste do kraja diferencijacije
stanica u neurone.

3. lIzrazaj GFAP-ajavlja se treceg dana diferencijacije, ali imunocitokemijski je vidljiv tek
petog dana §to upucuje na to da su treceg dana pojedine stanice predodredene da postanu
astrociti, ali jo§ uvijek nisu GFAP pozitivne.

4. Oba sinapticka biljega pozitivna su u ziv€anih mati¢nih stanica 1 razina izraZzaja
povecava se za 70% od pocetne vrijednosti, pri ¢emu je razina izrazaja znatno jac¢a kod
Neuroliginal u odnosu na Synapsinl.

5. Pearsonov koeficijent kolokalizacije iznosi 0,446 (YFF/ukupna populacija MAP2) te
0,992 od maksimalinih 1,0 u populaciji MAP2+ stanica koje su i YFP+
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8. SAZETAK

Analiza izraZaja gena tijekom in vitro diferencijacije neurona

Ante Stojanac

Analiza izraZaja gena napravljena je tijekom in vitro diferencijacije zivéanih mati¢nih
stanica 0., 1., 3., 5.1 7. dana diferencijacije. U ovom istrazivanju napravljena je analiza izrazaja
gena karakteristicnih za ziv€ane mati¢ne stanice (Nestin), neurone (MAP2), astrocite (GFAP)
te za dva sinapti¢ka biljega (Neuroliginl i Synapsinl) pomo¢u RT-PCR-a. Rezultati RT-PCR-
a usporedeni su sa rezultatima imunocitokemije. Razina izrazaja Nestina najveca je tijekom
nultog dana diferencijacije i nakon toga smanjuje se tijekom diferencijacije stanica. Medutim,
dio stanica ostaje u nediferenciranom obliku, i ¢ini 2,5% pocetne razine Nestina. Stanice, MAP2
izrazavaju ve¢ nultog dana diferencijacije na razini 16,6% od maksimalnog izrazaja koji se
javlja sedmog dana diferencijacije. Izrazaj GFAP-a javlja se tre¢eg dana diferencijacije i
postupno raste do sedmog dana. Imnocitokemijski GFAP pozitivne stanice vidljive su tek petog
dana u 1% prebrojanih stanica. Oba sinapticka biljega pozitivna su ve¢ nultog dana
diferencijacije 1 razina njihovog izrazaja postupno se povecava za 70% od pocetne vrijednosti,

pri ¢emu je razina Neuroliginal ja¢a u odnosu na Synapsinl.

Kljucne rijeci: Ziv€ane maticne stanice, neuroni, RT-PCR, izraZaj gena
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9. SUMMARY

Analysis of genes expression during in vitro differentiation of neurons

Ante Stojanac

Analysis of genes expression during in vitro differentiation of neural stem cells 0, 1, 3,
5 and 7 days of differentiation were made. In this study expression of genes typical for neural
stem cells (Nestin), neurons (MAP2), astrocytes (GFAP) and two synaptic markers
(Neuroliginl and Synapsinl) were analysed using RT-PCR. Results of RT-PCR were compared
with the results of immunocytochemistry. The highest Nestin expression was detected on the
day zero and expression decreased with cell differentiation. Some cells remained
undifferentiated and accounted 2.5% of the initial Nestin expression. MAP2 expression on the
day zero of differentiation was 16.6% of the maximum expression occurring on the seventh day
of differentiation. GFAP expression was observed on the third day of differentiation and
gradually increased. On the fifth day of differentiation immunocytochemical analysis showed
that 1% of the counted cells were GFAP positive. Both synaptic markers were positive already
at day zero of differentiation and their expression gradually increased to 70% of the initial value;
Neuroliginl expression was stronger than Synapsinl expression.

Key words: neural stem cells, neurons, RT-PCR, gene expression
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