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1. UVOD

Zivéani sustav sudjeluje u kontroli svih drugih organskih sustava pa ima sredidnju ulogu u normalnom funkcioniranju
ljudskog organizma. Anatomski ga dijelimo na srediSnji ziv€ani sustav, kojeg ¢ine mozak i kraljeznicna mozdina te
periferni zivcani sustav, kojeg ¢ine periferna zivcana vlakna i gangliji. Funkcionalno ga tvore dva dijela: autonomni
ziv€ani sustav, kojem je uloga odrzavanje stalnih normalnih vrijednosti svih parametara organizma (homeostaza) te
somatski Ziv¢€ani sustav, kojem je uloga osiguravanje i uskladivanje svih oblika ponaSanja s okolinom. Kao srediste
koje upravlja ostatkom tijela, ziv€ani sustav je predmet brojnih istrazivanja, posebno stoga §to bolesti Zivcanog
sustava, uz kardiovaskularne i maligne bolesti, predstavljaju najvece opterecenje zdravstvenih sustava razvijenih

zemalja (Feigin i ostali, 2020).

1.1. Razvoj Zivéanog sustava

Zivéani se sustav zapoéinje razvijati u treéem tjednu embrionalnog razvoja kao derivat ektoderma, vanjskog zametnog
listica. Ektoderm zadebljava i formira neuralnu plo¢u ¢ime pocinje proces formiranja neuralne cijevi — neurulacija
(Sadler, 2008). Lateralni rubovi neuralne ploce odizu se krajem 3. tjedna razvoja te se formira neuralna cijev.
Zatvaranjem prednjeg i straznjeg otvora cijevi prema amnionskoj Supljini neurulacija zavrSava i nastaje osnova
buduceg ziv€anog sustava. Na prednjem kraju neuralne cijevi formiraju se tri primarna mozdana mjehurica, a iz

prosencefalona, prednjeg mjehurica, razvija se telencefalon, preteca velikog mozga.

1.2. Ziv&ane mati¢ne stanice i lije¢enje bolesti Zivéanog sustava

Ziv&ane mati¢ne stanice (engl. neural stem cells, NSC) su stanice podrijetla ektoderma koje svojom diobom stvaraju
jednu stanicu, koja ostaje istovjetna pocetnoj, te drugu, koja se moze diferencirati u zrele oblike stanica u zivéanom
tkivu. Dijeljenjem zivcanih maticnih stanica nastaje osnova ziv€anog sustava, a postepenom diferencijacijom dolazi
do sazrijevanja u funkcionalni organski sustav. U odraslih se osoba Ziv€ani sustav gotovo u potpunosti sastoji od zrelih
oblika stanica. Iznimku predstavljaju ograni¢ena podrucja neurogeneze prisutne u najvecoj mjeri u gyrus dentatus
hipokampusa te u subventrikularnoj zoni mozga uz lateralne komore. Neka novija istrazivanja sugeriraju kako nezrele

ziv€ane stanice migriraju i u olfaktorni bulbus te u striatum ¢ovjeka (Bergmann i ostali, 2015).

S obzirom na to da se neuroni ne dijele i nemaju moguénost zamjene ostecenih stanica, suvremena znanost sve vise
istrazuje mogucnosti lijeenja Ziv€éanim mati¢nim stanicama, ¢ijom bi se transplantacijom nadomjestile oStec¢ene
stanice u Zivéanom sustavu. Zivéane mati¢ne stanice mogu se dobiti izolacijom mati¢nih stanica iz unutra$njosti
blastociste — preimplantacijskog razvojnog stadija ili iz kore fetalnog mozga (Baker i ostali, 2019). Dobivanje NSC
moguce je i iz induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (engl. induced pluripotent stem cells, iPSC). Somatske
stanice, npr. fibroblasti ili stanice periferne krvi, prisiljenom su ekspresijom odredenih gena reprogramirane u
pluripotentne maticne stanice, koje se zatim mogu diferencirati u derivate bilo kojeg od tri zametna listica. Takve se

stanice zatim diferenciraju u neurone te koriste za istrazivanje raznih bolesti, kao $to je npr. Alzheimerova bolest



istrazivana u naSoj grupi (Ali¢ i ostali, 2021). Osim Alzheimerove bolesti, istrazivanja temeljena na mati¢nim
stanicama provode se i na modelima drugih degenerativnih bolesti Ziv€éanog sustava poput amiotrofi¢ne lateralne
skleroze (Popescu i ostali, 2013; Nicaise i ostali, 2011; Mitreci¢ i ostali, 2022). Tako je, primjerice, pokazano da
transplantacija NSC u pacijenata koji boluju od ALS dovodi do barem prolaznog usporavanja bolesti (Mazzini i ostali,

2019). Jos znacajniji pozitivni u€inci opisani su u pacijenata s multiplom sklerozom (Harris i ostali, 2018).

Transplantacija zivéanih maticnih stanica se kao terapijski pristup razvija velikim koracima, a terapijski u¢inak se
moze pripisati viSestrukim mehanizmima: a) imunomodulatorni u¢inak, smanjujué¢i imunoloski odgovor na ciljanom
mjestu transplantacije (Henriques i ostali, 2019), b) sekrecijom razlicitih neurotrofnih faktora poput mozdanog
neurotrofnog ¢imbenika (engl. brain derived neurotrophic factor, BDNF) ili ziv€anog Cimbenika rasta (engl.
neurotrophic growth factor, NGF) za koje se zna kako poticu obnovu i smanjuju oStecenje, c) zamjena odumrlih
stanica novima §to se temelji na sposobnosti mati¢nih stanica da se diferenciraju u zreli stani¢ni tip. Diferencijacijom
u zrele oblike ziv€anih stanica, mati¢ne stanice omogucuju uklapanje novih stanica na mjesto starih, diferenciranje u
prikladnu vrstu stanica i samim time i oporavak funkcije ostecenog tkiva. To je npr. pokazano u oporavku strijatalne

funkcije u modelu Parkinsonove bolesti na Stakorima nakon transplantacije mati¢nih stanica (Bjorklund i ostali, 2002).

Jedan od osnovnih problema u transplantacijskoj medicini koja koristi mati¢ne stanice jest to Sto se transplantirane
stanice suoc¢avaju s nepovoljnim okruzenjem upalnog odgovora na mjestu oste¢enja tkiva. Zajednickim djelovanjem
upalnih stanica, disfunkcije mitohondrija i manjka antioksidativnih enzima, stvara se toksi¢no okruzenje koje ima za
cilj odstranjenje patogena i uzroka bolesti, ali kao nuspojavu donosi ostecenje vlastitog tkiva i zdravih stanica. U
takvom okruzenju, koje je odgovorno za propadanje transplantiranih mati¢nih stanica (Mitreci¢ i ostali, 2010),
najznacajniju ulogu ima oksidativni stres. NaSa je grupa pokazala kako oksidativni stres negativno djeluje na
mezenhimalne matic¢ne stanice (Mijiritsky i ostali, 2019), a u ovom istrazivanju uspostavili smo in vitro model

oksidativnog stresa te smo istrazili u€inke takvog okruzenja na nezrele neurone.

1.3. Struktura i oSte¢enja DNA

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) spiralna je struktura gradena od dva medusobno povezana lanca. Nosi osnovni
genetski kod i prisutna je u svim stanicama u organizmu.. U svojoj dvolancanoj strukturi, DNA se sastoji od dusi¢nih
baza - adenina (A), timina (T), citozina (C) i gvanina (G). DNA se sintetizira nizanjem dusSi¢nih baza jedne za drugom
u lancu, a dva su lanca medusobno povezana parovima dusi¢nih baza A-T, C-G. Sinteza DNA preduvjet je za

udvostrucenje stanicne jezgre, Sto je kljuc¢an korak u diobi stanica — mitozi.

Spontano i ioniziraju¢im zracenjem, ali u najve¢oj mjeri djelovanjem slobodnih radikala, moze do¢i do lomova u
strukturi DNA. Lomovi samo jednog od lanaca DNA jednostavniji su za popravak, s obzirom da se oCuvani lanac

moze iskoristiti kao kalup za popravak te stanica moze u oSteceni lanac postaviti dusi¢nu bazu koja se sparuje s



odgovaraju¢om bazom ocuvanog lanca (A-T, C-G). Popravak takvih oStecenja precizan je i ne uzrokuje trajne
posljedice za stanicu. Lomovi koji zahvacaju oba lanca mnogo se teze popravljaju. To se moze posti¢i na dva nacina.
Prvi nacin je popravak homolognom rekombinacijom, odnosno postupkom u kojem se lanci DNA molekule istovjetne
prelomljenoj DNA razdvajaju te sluze kao kalup za popravak oba prelomljena lanca. Na taj nacin popravak ne uzrokuje
pogreske u slijedu baza. Drugi na¢in popravka dvolancanog loma, koji je opasniji po stanicu, uklju¢uje nehomologno
spajanje lanaca. U tom se postupku izravno spajaju prelomljeni krajevi lanaca DNA pa takav popravak uzrokuje Ceste
pogreske u slijedu baza u lancu. Nakupljanjem takvih greSaka dolazi do nakupljanja mutacija u genomu i stani¢ne
smrti. Unato¢ tome $to je neprecizan, nehomologni nacin spajanja lanaca je prva linija popravka dvolancanih lomova
DNA jer je brz i time znaCajno ne remeti stanicno funkcioniranje (Colombowala i Samudravijay, 2022). U
dvolancanim lomovima DNA dolazi do fosforilacije histona H2AX, naj¢es¢e pomocu kinaze ATM (engl. ataxia
teleangiectasia mutated). Fosforilirani oblik H2AX histona, yH2AX, sluzi kao oznaka enzimima za popravak odnosno
upucuje ih na mjesto gdje se dogodio dvolancani lom pa je zato vazan signal za prvu liniju popravka dvolancanih
lomova — nehomologno spajanje. S obzirom na to da yH2AX sudjeluje u popravku svih dvolan¢anih DNA lomova

koristi se kao izravni marker dvolan¢anih lomova DNA (Kuo i Yang, 2008).

1.4. Oksidativni stres u Zivéanom sustavu

Reaktivne vrste kisika (engl. reactive oxygen species, ROS) su molekule koje imaju snazan oksidacijski ucinak, a
nastale su iz dvoatomnog kisika (O2). Reaktivne vrste kisika sastoje se od slobodnih radikala i neradikalnih
oksidacijskih molekula. Slobodni radikali su molekule s nesparenim elektronom u vanjskoj ljusci koji toj molekuli
daje svojstvo velike reaktivnosti s okolnim molekulama u cilju popunjavanja svoje elektronske orbitale. Neki od
slobodnih radikala su superoksidni anion ("O2"), hidroksilni radikal ("OH") i hipokloritni radikal (OCI"). Reakcijom
radikala i okolnih molekula stvaraju se novi radikali te se pokrece lancana reakcija koja dovodi do teskih poremecaja
stani¢ne funkcije. U neradikalne oksidacijske molekule svrstavaju se hipokloritna kiselina (HOCI) i vodikov peroksid
(H20z2). Vodikov peroksid se istice po tome §to je medijator u brojnim reakcijama obrtaja ROS (Gamulin i ostali,
2011). Nastaje u procesu neutralizacije superoksidnog aniona superoksidnom dismutazom (Slika 1B.), u reakciji
kataliziranoj mijeloperoksidazom sudjeluje kao reaktant u nastanku hipokloritnog radikala (Slika 1A.), u reakciji s

dvovalentnim Zeljezom tvori hidroksilni radikal (Slika 1C.), a razgraduje se djelovanjem enzima katalaze.

(A) CI'+H0, ——» OCI + H,0

mijeloperoksidaza

B) 20y +2H"— » H,0,+0;

superoksid dismutaza

(C)Fe* + H0,——» Fe** + OH" + OH'

Slika 1. Reakcije vodikovog peroksida u obrtaju reaktivnih vrsta kisika.

Povec¢ano nakupljanje ROS moze nastati u snaznoj aktivaciji imunosnih stanica, mutacijama superoksid-dismutaze,
manjku kisika kao primatelja elektrona u mitohondrijima, manjku glutationa u organizmu u te brojnim drugim

stanjima u bolestima razli¢itih organskih sustava.



Suvisak ROS koji se nakuplja uzrokuje ostec¢enja DNA, peroksidaciju lipida i perforaciju stanicne membrane, mijenja
funkciju pojedinih proteina u stanici i membrani te sveukupno uzrokuje poremecaj stani¢ne funkcije i vodi u smrt
stanice (Gamulin i ostali, 2011). Tako je i naSa grupa pokazala kako je oksidativni stres u sredistu poremecaja

diferencijacije i organizacije stanica i tkiva nakon zahvata u usnoj Supljini (Mijiritsky i ostali, 2019).

Oksidativni stres poveznica je izmedu mnogih bolesti Ziv€anog sustava, a ovdje ¢emo opisati neke najvaznije.
Amiotrofi¢na lateralna skleroza je neurodegenerativna bolest motorickih neurona. Nakon pocetne faze u kojoj
dolazi do blage slabosti miSi¢a udova, progresijom bolesti osobe se ne mogu samostalno kretati, neke pacijente
zahvaca slabost miSica lica i glave S$to se manifestira otezanim gutanjem i govorom, razvija se respiratorna
insuficijencija koja uzrokuje smrtni ishod. U patogenezi bolesti kao jedna od vaznih tocaka istice se mutacija
superoksid-dismutaze, koja dovodi do nakupljanja superoksidnog radikala, oksidativnog stresa i degeneracije
motorickih neurona (Wijesekera i Leigh, 2009). Multipla skleroza je autoimuna bolest srediSnjeg ziv€anog sustava
u kojoj dolazi do razaranja mijelinske ovojnice neurona. Klinicki se prezentira poremecajima vida zbog upale vidnog
zivca i oStecenjima kraljeznicne mozdine s posljedi¢nim ispadima osjeta i motoricke funkcije (Ghasemi i ostali, 2017).
Mehanizmi razaranja mijelina su viSestruki, a medu njima se istice pojacano nakupljanje upalnih stanica i otpustanje
ROS kao posljedica autoimune reakcije na vlastiti antigen te disfunkcija mitohondrija ¢ime se remeti prijenos
elektrona na kisik i pojacano se stvaraju kisikovi radikali. Parkinsonova bolest je neurodegenerativna bolest
uzrokovana oSte¢enjem dopaminergickih neurona u bazalnim ganglijima. Bolest je karakterizirana tremorom u
mirovanju, izrazitom usporenoscu pokreta, povecanjem misi¢nog tonusa i nestabilnos¢u u uspravnom polozaju. Kao
uzrok bolesti istie se razaranje supstancije nigre u bazalnim ganglijima gdje su koncentrirani neuroni koji izluc¢uju
dopamin u striatum, a uzrok ostecenja je interakcija genetske predispozicije i okoliSnih ¢imbenika Sto uzrokuje
poremecaj funkcije mitohondrija, pojacano stvaranje ROS i posljedi¢nu degeneraciju neurona (Brinar i ostali, 2019).
Ishemijski mozdani udar nastaje zbog zacepljenja mozdane arterije koja dovodi do ishemije dijela mozdanog tkiva
i nastanka zone mrtvog tkiva — zone infarkta. Zona koja okruzuje zonu infarkta naziva se penumbra te se privremeno
opskrbljuje kolateralnom cirkulacijom, no s vremenom postaje dio zone infarkta, $to objasnjava suvremene smjernice
za lijeCenje ishemijskog mozdanog udara: unutar 4 sata i 30 minuta pomocu intravenske trombolize, odnosno unutar
6 sati pomo¢u mehanicke trombektomije. Dugotrajna hipoksija unutar stanice uzrokuje smanjenje aktivnosti
superoksid-dismutaze 1 katalaze te istovremeno pojacanje aktivnosti ksantinske oksidaze, enzima koji
metabolizacijom hipoksantina i ksantina kao nusproizvod stvara superoksidni radikal. Otvaranje krvne Zile nakon 6
sati uzrokuje nagli dotok kisika te doprema veliku koli¢inu molekularnog kisika aktiviranoj ksantinskoj oksidazi, time
pojacava stvaranje ROS i uzrokuje tzv. reperfuzijsku ozljedu. Usprkos adekvatnom i pravovremenom lijecenju,
istrazivanja su pokazala da je viSa razina nastalog oksidativnog stresa u mozdanom tkivu u pacijenata lijecenih

trombolitickom terapijom povezana s loSijom prognozom i viSom smrtnosti (Pawluk i ostali, 2022).



Za sve navedene bolesti suvremena znanost na in vivo Zivotinjskim modelima ispituje transplantaciju zivcanih
mati¢nih stanica kao opciju za lijeenje. S obzirom na to da je svim ovim bolestima oksidativni stres zajednic¢ka
komponenta patogenetskog procesa, u ovom smo istrazivanju razvili in vitro model oksidativnog stresa posredovan
vodikovim peroksidom. U kombinaciji s nezrelim stanicama ziv¢anog sustava, odlucili smo istraziti kako oksidativni
stres djeluje na transplantirane maticne stanice i nezrele stanice zZivéanog sustava te smo istrazili utjecaj oksidativnog

stresa na dvolancane lomove DNA i pratili osnovne funkcije mati¢nih stanica: prezivljenje, diobu i diferencijaciju.

2. HIPOTEZA

Izlaganje ziv€anih mati¢nih stanica oksidativnom stresu u in vitro modelu posredovanom vodikovim peroksidom
povecat ¢e broj dvolancanih DNA lomova i smanjiti prezivljenje, diferencijaciju i proliferaciju ziv€anih mati¢nih

stanica.

3. OPCII SPECIFICNI CILJEVI RADA

Opéi cilj rada bio je istraziti kako ¢e nezrele pretece stanica Ziv€anog sustava reagirati na oksidativni stres izazvan

izlaganjem vodikovom peroksidu.
Specifi¢ni ciljevi rada:

1. Odrediti vremenski period tretiranja i vrijednosti vodikovog peroksida kojim ¢e biti tretirane pojedine
skupine stanica.

Istraziti utjecaj vodikovog peroksida na prezivljenje ziv€anih mati¢nih stanica.

Istraziti utjecaj vodikovog peroksida na ucestalost dvostrukih lomova DNA.

Istraziti utjecaj vodikovog peroksida na sintezu DNA i diobu ziv¢anih mati¢nih stanica.

A

Istraziti utjecaj vodikovog peroksida na diferencijaciju ziv€anih maticnih stanica.

4. MATERIJALI I METODE

4.1. Izolacija, disocijacija i nasadivanje Zivéanih mati¢nih stanica miSa

Zivéane matiéne stanice dobivene su iz zametaka mi$a. Gravidna misica 14. je dana trudnoée Zrtvovana postupkom
cervikalne dislokacije — povlacenjem repa i vrata u suprotnim smjerovima, ¢ime se prekida kontinuitet kraljezni¢ne
mozdine i zivotinja se trenutno usmréuje. Tkivo maternice odloZeno je u posudicu s fosfatnim puferom (phosphate
buffer saline, PBS) koncentracije 0.1M i vrijednosti Ph 7.4. 1z oba roga maternice izolirani su embriji te su odloZeni

u zasebnu posudicu s PBS-om.



Sagitalnim prerezom otvoren je mozak, izolirani su telencefaloni, prebaceni su u tre¢u posudu s PBS-om u kojoj su
izrezani Skaricama kako bi se dobila gruba suspenzija stanica. Pomocu pipete od 1000 pl odrezanog vrha suspenzija
stanica prebacena je u tubicu volumena 50 ml (proizv. Falcon) te je zatim dodana akutaza (StemPro Accutase, proizv.
Gibco), proteoliticki enzim koji grubu suspenziju stanica dodatno usitnjava odvajaju¢i medusobno spojene stanice, u
volumenu od 0.5ml po izoliranom telencefalonu. Nakon 30 minuta inkubacije u akutazi, sadrzaj tubice je aspiriran
pipetom i prebacen u novu tubicu pri ¢emu je tkivo koje nije disociralo ostavljeno na dnu. U volumenu jednakom
volumenu dodane akutaze, u tubicu je zatim dodan DMEM/F-12 za neutralizaciju akutaze te je tubica centrifugirana
6 minuta na 340g. Supernatant je odliven, a stanice su resuspendirane u unaprijed pripremljenom mediju za rast u
volumenu 2 mL. Medij za rast sastoji se od Penicilin/Streptomicina za zastitu od mikrobnih agensa, N2, B27 i
DMEM/F-12, §to su tri mjesavine zasticenog sastava, epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. epidermal growth factor,
EGF), fibroblastnog ¢imbenika rasta (engl. fibroblast growth factor, FGF) te pufera sulfonske kiseline (engl. 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, HEPES). Svi sastojci medija bili su proizvodaca Gibco.

Suspenzija stanica je pomocu pipete prebacena u T75 posudu za uzgoj stanica, volumena 75 cm? (proizv. Falcon).
T75 posuda za uzgoj postavljena je u inkubator na 37 °C i 5% CO». Nakon 2 dana, pra¢enjem stanica na svjetlosnom
mikroskopu pronadene su neurosfere — kuglaste nakupine stanica veli¢ine 150 - 200 um te su u tom stadiju disocirane
enzimom akutazom kao i pri izolaciji stanica i zatim ponovno s medijem za rast prebacene u T75 posudu za uzgoj.
Time je dovrSena druga pasaza, a za potrebe ovog istrazivanja nasadene su stanice nakon tre¢e pasaze, s jedinom
razlikom Sto se u zadnjoj pasazi umjesto medija za rast koristi medij za nasadivanje, koji je po sastavu razlicit od
medija za rast prema izostanku EGF-a iz sastava, koriStenju B27+ umjesto B27 te po postotnom udjelu FGF-a (1%
umjesto 0,2%). Stanice su prebrojane u Neubauerovoj komorici pomocu 90 pL otopine tripanskog modrila u PBS-u

(1:2). Dobivena je koncentracija od 50.000 stanica po mililitru medija za nasadivanje.

Za potrebe ovog istrazivanja, potrebno je bilo dobiti stanice u $to ranijem stadiju diferencijacije, koje se onda mogu
tretirati vodikovim peroksidom i zatim nakon 24 sata pripremiti za potrebe izrade imunocitokemijskih preparata. U
ovom istrazivanju koristene su stanice drugog dana diferencijacije (D2). Kako bi se omogu¢ila §to bolja vizualizacija
stanica na konfokalnom mikroskopu, za nasadivanje stanica pripremljena su okrugla stakalca promjera 12 milimetara.
Preko no¢i su ostavljena u 65% koncentriranoj dusi¢noj kiselini, zatim isprana sterilnom vodom cetiri puta po sat
vremena i na kraju sterilizirana u pe¢i na 180°C kroz Cetiri sata. U posudu za nasadivanje stanica s 24 odjeljka (proizv.
Falcon) postavljeno je po jedno stakalce u svaki zeljeni odjeljak (B1-B6). Priprema stakalaca za nasadivanje zapocela
je s inkubacijom 24 sata u poli-d-lizinu (PDL, proizv. Gibco), aminokiselini koja sluzi kao podloga, otopljenom u
sterilnoj vodi u koncentraciji 50 pg/ml, 500 pL po odjeljku. Nakon ispiranja PDL-a sterilnom vodom 3 puta po 10
minuta, 500 puL po odjeljku, stakalca su iduca 2 sata inkubirana u otopini laminina, proteina bazalne membrane u
tkivima koji omogucéuje adheziju stanica, u koncentraciji 10 pg/ml otopljenog u DPBS-u (Dulbecco's PBS, proizv.

Thermo Fisher), 350 puL po odjeljku.



Laminin je ispran zagrijanim (37°C ) medijem za nasadivanje kroz 5 minuta, zatim je medij za nasadivanje uklonjen
te su stanice nasadene u 1 ml medija za nasadivanje po odjeljku, u koncentraciji 50.000 stanica po mililitru medija za

nasadivanje.

4.2. Djelovanje na stanice vodikovim peroksidom

Stanice nasadene u 6 odjeljaka podijeljene su u tri skupine od dva tehnicka replikata — dva identi¢na odvojena odjeljka
posude. Za potrebe usporedbe ucinaka vodikovog peroksida na stanice, dvije skupine stanica tretirane su razli¢itim
koncentracijama vodikovog peroksida. Jedna skupina bila je kontrolna - nije joj dodan vodikov peroksid, ve¢ aqua
pro injectione (API) sterilizirana voda bez pirogena. Druga skupina stanica tretirana je vodikovim peroksidom u
koncentraciji 100 uM. Treca skupina je tretirana koncentracijom vodikovog peroksida od 1000 pM. S obzirom na to
da su u brojnim istrazivanjima koncentracije vodikovog peroksida od 50 uM do 500 uM vidljivo uzrokovale razlicite
oblike stani¢ne smrti (Sanghai i Tranmer, 2021) te da je koncentracija 100 uM vodikovog peroksida u jednom
istrazivanju uzrokovala smrt u dijelu lokalne populacije stanica (Konyalioglu i ostali, 2013), za nizu koncentraciju
vodikovog peroksida odabrano je 100 uM. Za viSu koncentraciju vodikovog peroksida odabrana je koncentracija od
1000 uM koja ¢e, kao deseterostruko uvecanje prethodne koncentracije, dati adekvatnu moguénost promatranja uc¢inka
porasta koncentracije vodikovog peroksida na stanice. Za trajanje inkubacije stanica u vodikovom peroksidu odabrano
je 24 sata kako bi stanice imale dovoljno vremena za diferenciranje iz drugog u tre¢i dan (D3) i kako bi se omogucio

dovoljno dug vremenski period za nastanak promjena koje se mogu detektirati imunofluorescencijom.

B ‘
Slika 2. Shematski prikaz skupina nasadenih stanica tretiranih vodikovim peroksidom.

Vodikov peroksid koji je koriSten bio je tvornicki otopljen u vodi s masenim udjelom 30% i koncentracijom 9,791M
(proizv. Sigma — Aldrich). Ciljne koncentracije u stani¢nim odjeljcima bile su 100 uM i 1000 pM, no s obzirom na to
da bi to zahtijevalo pipetiranje iznimno malih volumena peroksida koji nisu precizno mjerljivi, prvo je stvorena
meduotopina vodikovog peroksida otapanjem 1 uL tvornicke otopine vodikovog peroksida u 99 pL API te je dobiveno
100 pL. meduotopine koncentracije 0,09791M. Prije dodavanja vodikovog peroksida i API, iz svih je odjeljaka
uklonjeno 10,213 pL medija za nasadivanje s ciljem da se, nakon dodavanja odgovarajuc¢ih volumena vodikovog
peroksida u skupinama B3-B4 i B5-B6 (Slika 2.), u svim odjeljcima pojavi podjednako razrjedenje medija za
nasadivanje. Kako bi se postigla ciljana koncentracija vodikovog peroksida od 1000 uM, u odjeljke BS i B6 dodano
je 10,213 pL meduotopine. Za postizanje koncentracije 100 pM vodikovog peroksida, u odjeljke B3 i B4 dodano je
1,0213 pL meduotopine i 9,1917 uL. API. U kontrolnu skupinu dodano je 10,213 uL API. Stanice su vracene u

inkubator na 37 °C i 5% COxz te su tamo ostavljene 24 sata do zavr$ne imunocitokemijske obrade.



4.3. Oznacavanje stanica markerom diobe, fiksiranje stanica i permeabilizacija membrane

Za oznacavanje stanica koje se dijele koriSten je Click-iT® Plus EdU Imaging Kit, iz kojeg su prema uputama
proizvodaca stvorene odgovarajuce otopine. Glavna tvar prve otopine je 5-etinil-2’-deoksiuridin (EdU) - nukleozidni
analog timidina, sastavne komponente u ustroju DNA koja u svojoj strukturi sadrzi dusi¢nu bazu timin. S obzirom na
sli¢nost s timidinom, EdU se ugraduje u DNA pri njenoj sintezi. Dimetilsulfoksid (DMSO) organsko je otapalo koje
¢ini ostatak prve otopine koja sluzi ugradivanju EdU u stanice koje se dijele. Nakon prethodnog uklanjanja polovice
medija za nasadivanje iz svakog odjeljka (500 pL), dodan je jednaki volumen prve otopine koncentracije EAU 2 uM
pa je konacna koncentracija EAU, po odjeljku posude sa stanicama, bila 1 pM. Stanice su u toj otopini inkubirane 15
minuta, a zatim isprane PBS-om. U drugoj, aktivacijskoj otopini klju¢na tvar bila je Alexa Fluor® pikolil azid,
specificna fluorescentna proba, koja omogucuje detekciju signala na fluorescentnom mikroskopu pri odredenoj valnoj
duljini. Bakar sluzi kao katalizator reakcije u kojoj se kovalentno vezu alkin u strukturi EdU i pikolil azid fluorescentne
probe. U sastav aktivacijske otopine ulazi i Click-iT® EdU aditivni pufer nespecificiranog sastava koji se dobiva
dodatkom deionizirane vode u tvornicku tubicu. Zadnja komponenta aktivacijske otopine je Click-iT® EdU reakcijski

pufer nespecificiranog sastava. Aktivacijska otopina dodana je nakon fiksiranja i permeabilizacije stanica.

Za pohranu stanica u zateCenom stanju nakon 24 sata izloZenosti vodikovom peroksidu koristena je metoda fiksacije
pomocu 4% otopine paraformaldehida (PFA). Medjij iz odjeljaka posude je uklonjen te je dodano 500 puL 4% PFA po
odjeljku na 10 minuta, koji je zatim ispran 3 puta po 10 minuta s 500 uL PBS-a po odjeljku. Kako bi se za
imunocitokemiju omogucio pristup molekulama unutar stanice, koriStena je metoda permeabilizacije membrane
pomocu 0,2% otopine Triton X-100 u PBS-u. Otopina je dodana u volumenu 500 pL po odjeljku te ostavljena 10
minuta, a zatim dvaput isprana s po 500 pL. PBS-a, svaki put po 5 minuta. Nakon dovrSene permeabilizacije, iz svih
odjeljaka je uklonjen PBS, a dodana je aktivacijska otopina za EAU u volumenu od 300 puL po odjeljku te su stanice
tako inkubirane kroz 30 minuta pri ¢emu je posuda bila omotana aluminijskom folijom kako bi se fluorescentna proba
zastitila od vanjskog svjetla. Bakrom katalizirana reakcija dovela je do stvaranja kovalentne veze izmedu alkina u
EdU i pikolil azida fluorescentne probe te nam je time omogucena detekcija fluorescencije na konfokalnom
mikroskopu u odgovarajucoj valnoj duljini. Detekcija fluorescentnog signala EQU ukazuje na ugradnju EAU u DNA
za vrijeme sinteze $to je kljuc¢an korak stani¢ne diobe. Aktivacijska otopina je nakon 30 minuta uklonjena te je odmah

zapocCeta imunocitokemijska obrada stanica.

4.4. Imunocitokemijska obrada stanica

Za potrebe oznacavanja protutijelima za imunocitokemiju, prvi korak je bio blokiranje serumom Zivotinje iz koje su
dobivena sekundarna protutijela otopljenog 3% u PBS-u. Stanice su inkubirane 3% otopinom seruma magarca u PBS-
u, 500 pL po odjeljku, kroz 2 sata. Nakon ispiranja PBS-om, uslijedilo je dodavanje primarnih protutijela u odjeljke

sa stanicama. KoriStena su dva primarna protutijela.

Prvo protutijelo bilo je anti-DCX (Abcam, 1:100) koje veze doublecortin (DCX), protein stani¢nih mikrotubula

specifian za prijelaz ziv€anih maticnih stanica u rane neurone (Francis i ostali, 1999).



Drugo protutijelo bilo je anti-yH2AX (Cell Signaling Technology, 1:1000) protutijelo koje veze fosforiliranu inac¢icu
H2AX histona, proteina koji sluzi namatanju DNA u jezgri te se koristi kao marker dvolan¢anog DNA loma pri kojemu
se fosforilira. Stanice su inkubirane 3% otopinom primarnih protutijela u serumu, u odgovaraju¢im razrjedenjima,
preko no¢i na 4°C. Nakon ispiranja primarnih protutijela PBS-om, stanice su inkubirane s dvama sekundarnim IgG
protutijelima, jedno koje se veze na anti-DCX protutijelo, podrijetla magarca (Alexa Fluor™ 488, 1:1000) te drugo
koje se veze na anti-yH2AX protutijelo, podrijetla magarca (Alexa Fluor™ 647, 1:1000). Oba sekundarna protutijela
su otopljena 3% u magare¢em serumu te su stanice tako inkubirane kroz 2 sata i zatim isprane 3 puta po 5 minuta s
500 pL PBS-a po odjeljku. Za oznacavanje jezgre koriSten je 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) koji se veze u
dvolan¢anu DNA interkalacijom u podru¢ja bogata adeninom i timinom (Chazotte, 2011). Nakon ispiranja
sekundarnih protutijela PBS-om, stanice svih triju skupina inkubirane su s DAPI (1:20000) otopljenim u vodi kroz 10
minuta, zatim ponovno ispirane PBS-om 3 puta po 5 minuta, 500 pL po odjeljku. Stakalca sa stanicama montirana su
na predmetna stakalca, po dva tehnicka replikata na isto predmetno stakalce te su preparati stavljeni na susenje u
hladnjak na 4°C.

4.5. Fotografiranje i mikroskopija

Stanice u posudi za nasadivanje s odjeljcima fotografirane su u posudi za nasadivanje, pomoc¢u Motic Cam kamere
postavljene na invertni svjetlosni mikroskop. Tocno 24 sata nakon tretiranja vodikovim peroksidom, a prije daljnje
obrade stanica, nasumicnim odabirom vidnog polja fotografirana je jedna fotografija po odjeljku sa stanicama.
Mikroskopiranje pripremljenih imunocitokemijskih preparata radeno je Olympus FV3000 fluorescentnim
konfokalnim mikroskopom u 4 kanala razli¢itih valnih duljina: 405 nm (za vizualizaciju DAPI), 488 nm (za
vizualizaciju DCX), 561 nm (za vizualizaciju EdU) i 640 nm (za vizualizaciju yH2AX). Nasumi¢nim odabirom
vidnog polja, na uvecanju 20x uslikane su po 3 fotografije za svaku skupinu stanica pri ¢emu barem jedna iz svakog
tehnickog replikata, a ukupno 9 fotografija. Na uvecanju 60x uslikane 4 fotografije — dvije iz kontrolne skupine stanica

i dvije iz skupine tretirane viSom koncentracijom vodikovog peroksida.

4.6. Analiza mikroskopskih fotografija i statisticka analiza

Fotografije poslikane invertnim svjetlosnim mikroskopom to¢no 24 sata nakon tretiranja vodikovim peroksidom su
pregledane te su napravljene medusobne usporedbe fotografija izmedu skupina za opazanje vidljivih promjena u
morfologiji stanica i jezgara. Za obradu slika s konfokalnog mikroskopa koriSten je program za obradu slika ImageJ
— Fiji. Analiza slika je odradena za svaki kanal posebno. Ulazni podaci za svaki kanal bile su slike s konfokalnog
mikroskopa, uvecanja 20x, spremljene u zajedni¢ku mapu, a kao izlazna datoteka dobivena je tablica s podacima za
odgovarajuci kanal iz svake slike. Tablice podataka koje su dobivene su statisticki obradene metodom jednosmjerne
analize varijance (ANOVA) te su za sve kanale (DAPI, yH2AX, EdU, DCX) dobivene vrijednosti p<0.05. Statisticka
znacajnost unutar pojedinog kanala provjerena je Tukeyjevim post-hoc testom, u kojem je usporedba skupina stanica
bila statisticki znacajna ukoliko je razlika srednjih vrijednosti izmedu dviju skupina bila ve¢a od vrijednosti HSD

(‘honest statistical difference') izraCunate po formuli.



5. REZULTATI

5.1. Izlaganje in vitro uzgajanih zivcéanih mati¢nih stanica oksidativnom stresu posredovanom vodikovim

peroksidom uzrokuje smrt stanica

Fotografije stanica uslikane svjetlosnim mikroskopom (Slika 3.) 24 sata nakon tretiranja vodikovim peroksidom, u
skupini tretiranoj niZom koncentracijom vodikovog peroksida prikazale su uvecan broj skvrcenih, odnosno
piknoti¢nih jezgara i nastanak prostora bez pri¢vrséenih stanica ili stani¢nih nastavaka (Slika 3B). U skupini tretiranoj

viSom koncentracijom vodikovog peroksida, gotovo nijedna stanica vise nije bila pri¢vr§éena za podlogu (Slika 3C),

a dominirale su piknoti¢ne jezgre (Slika 4C).

Slika 3. Stanice 24 sata nakon tretiranja vodikovim peroksidom. Kod nize koncentracije vodikovog peroksida (B) se
uocava heterogenost u obliku stanica, dok se kod vise koncentracije (C) jasno vidi smanjen broj stanica te njihovo
grupiranje u male nakupine. A — kontrolna skupina, B - 100 uM vodikov peroksid, C - 1000 uM vodikov peroksid.
Crta mjerila — 50 pm.

Slika 4. Prikaz stani¢nih jezgara, 24 sata nakon tretiranja vodikovim peroksidom. Kod nize koncentracije vodikovog

peroksida (B) vidimo pokoju piknoti¢nu jezgru (strelice), dok je kod vise koncentracije (C) vecina jezgara piknoti¢na.

A — kontrolna skupina, B - 100 pM vodikov peroksid, C - 1000 uM vodikov peroksid. Crta mjerila — 20 pm.
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Kako bismo kvantificirali broj stanica, koristili smo bojanje jezgara pomo¢u DAPI te smo signal detektirali pomocu

fluorescencije i konfokalne mikroskopije.

Slika 5. Bojanje stanica bojom DAPI. Jasno je vidljiv pad broja obojenih jezgara s porastom koncentracije vodikovog

peroksida. A — kontrolna skupina, B — 100 uM H202, C — 1000 pM H20:. Crta mjerila — 50 pm.

S povecanjem koncentracije vodikovog peroksida, opazen je pad broja zivih stanica. U skupini tretiranoj nizom
koncentracijom peroksida, broj stanica bio je 45,00%, tj.1,82 puta nizi u odnosu na kontrolnu skupinu, a u skupini
tretiranoj viSom koncentracijom peroksida, broj stanica bio je 4,71 puta nizi, odnosno za 78,78% nizi u odnosu na
kontrolu. Pad broja stanica s porastom koncentracije vodikovog peroksida izmedu svih triju skupina je bio statisticki

znacajan. Na ovaj nacin smo pokazali da vodikov peroksid uzrokuje smrt stanica (Slika 6.).

Broj stanica u ovisnosti o
koncentraciji vodikovog peroksida
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Slika 6. Graficki prikaz promjene prosjecnog broja stanica s porastom koncentracije vodikovog peroksida. Prikazuje

kako nas in vitro model oksidativnog stresa, posredovan vodikovim peroksidom, uzrokuje smrt stanica.
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5.2. Izlaganje in vitro uzgajanih Ziv€éanih mati¢nih stanica oksidativnom stresu posredovanom vodikovim

peroksidom uzrokuje poveéanu ucestalost dvolan¢anih lomova DNA

Za kvantifikaciju ucestalosti dvolanc¢anih DNA lomova broj YH2AX pozitivnih jezgara je normaliziran prema broju

DAPI pozitivnih jezgara te je time dobiven postotak zivih stanica kod kojih je naden dvolancani lom DNA.

Slika 7. Imunohistokemijsko bojanje stanica biljegom yH2AX te bojom DAPI. U gornjem dijelu slike vidljiva je

plavo obojena jezgra, §to je bio nacin na koji smo prepoznavali prisutnost dvolanc¢anih lomova DNA. Cyan - DAPI,

plavo - yH2AX. Crta mjerila — 20 pm.

U skupini tretiranoj 100 uM vodikovim peroksidom, postotak yH2AX pozitivnih stanica se smanjio u odnosu na
kontrolu za 0,42%, a u skupini tretiranoj 1000 uM vodikovim peroksidom opaZen je porast udjela yYH2AX pozitivnih
stanica na 19,55%, tj. njihov broj je bio 8,65 puta veé¢i u odnosu na 100 pM skupinu te 7,29 puta veé¢i u odnosu na
kontrolnu skupinu (Slika 8.). Porast broja YH2AX pozitivnih stanica u skupini tretiranoj 1000 uM vodikovim
peroksidom u odnosu na obje druge skupine je bio statisticki znacajan. Na ovaj nacin smo pokazali kako je nas model
in vitro oksidativnog stresa posredovan vodikovim peroksidom u veéoj koncentraciji doveo do povecane ucestalosti

nastanka dvolanc¢anih lomova DNA (Slika 8.).

Postotak stanica pozitivnih na dvostruki lom DNA
u ovisnosti o koncentraciji vodikovog peroksida
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Slika 8. Graficki prikaz postotka YH2AX pozitivnih stanica kao mjere dvostrukih lomova DNA s porastom

koncentracije vodikovog peroksida.
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5.3. Izlaganje in vitro uzgajanih Zivéanih mati¢nih stanica oksidativnom stresu posredovanom vodikovim

peroksidom smanjuje sintezu DNA i diobu stanica

Za kvantifikaciju sinteze DNA, odnosno diobe stanice, mjeren je broj EdU signala na pojedinoj slici koji svojom

fluorescencijom signalizira ugradnju u novosintetiziranu DNA.

Slika 9. Bojanje stanica na EAU i DAPI. U gornjem dijelu vidljiva je jedna iznimno mitotski aktivna jezgra, a u

nekoliko okolnih jezgara takoder se vidi mitotska aktivnost. Cyan - DAPI, crveno - EdU. Crta mjerila — 20 um.

U usporedbi s kontrolnom skupinom, u skupini izloZzenoj 100 pM vodikovom peroksidu broj EdU signala je pao za
74,65%, a u skupini izlozenoj 1000 uM vodikovom peroksidu za 82,70% (Slika 10.). Smanjenje ukupne mitotske
aktivnosti bilo je ocekivano, s obzirom na pad ukupnog broja stanica s povecanjem koncentracije vodikovog
peroksida. Pad ukupne mitotske aktivnosti bio je statisticki znacajan u usporedbi kontrolne skupine sa skupinama

izlozenim vodikovim peroksidom.

Ukupan broj mitotskih aktivnosti u ovisnosti
o koncentraciji vodikovog peroksida
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Slika 10. Graficki prikaz promjene broja mitotskih aktivnosti mjereno pomocu broja EdU signala s porastom
koncentracije vodikovog peroksida. Prikazuje ocekivano smanjenje ukupne sinteze DNA s povecanjem koncentracije
vodikovog peroksida.

Buduc¢i da je doslo do znacajnog pada broja stanica (Slika 6.), pretpostavili smo kako rezultati ukupne mitotske
aktivnosti ovise o broju preostalih stanica. Kada smo navedene rezultate normalizirali prema broju stanica odnosno

broju DAPI obojenih jezgara, u usporedbi s kontrolnom skupinom, stanice skupine izlozene 100 uM vodikovom
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peroksidu pokazale su pad broja EdU signala po stanici pad za 54,18%, no u skupini izlozenoj 1000 uM vodikovom

peroksidu pad broja EdU signala po stanici je bio manji, samo 16,39% u odnosu na kontrolnu skupinu. Time je

dobivena neobicna promjena mitotske aktivnosti stanica, koja se pri manjoj koncentraciji vodikovog peroksida

znacajno smanjuje u odnosu na kontrolu skupinu - 2,18 puta, ali se pri viSestruko vecoj koncentraciji vodikovog

peroksida iznenadujuée povecava (Slika 11.) 1,82 puta u odnosu na manju koncentraciju vodikovog peroksida.

Usporedba broja EAU signala kontrolne skupine sa skupinom tretiranom nizom koncentracijom vodikovog peroksida

te medusobna usporedba dviju skupina tretiranih vodikovim peroksidom bile su statisticki znacajne.

broj EdU signala

S N A N

Ukupan broj mitotskih aktivnosti u ovisnosti o koncentraciji
vodikovog peroksida - normaliziran po broju stanica

s =

100

koncentracija H,O, (uM)

1000

Slika 11. Prikaz mitotskih aktivnosti u ovisnosti o koncentraciji vodikovog peroksida normaliziran po broju stanica.

Tablica 1. Srednje vrijednosti broja DAPI i postotka YH2AX s promjenom koncentracije H20x.

Prosjec¢ni postotak

. . Prosjecan Udio broja DAPI
Skupina stanica .
broj DAPI prema kontroli yH2AX pozitivnih stanica
kontrola 350,33 100,00% 2,68%
100 uM 192,67 55,00% 2,26%
1000 uM 74,33 21,22% 19,55%

Tablica 2. Srednje vrijednosti ukupnog broja EdU i broj EdU po stanici s promjenom koncentracije H20x.

Prosjecan broj Heinlbno 310 prosjecan Postotak broja EdU po
Skupina stanica signala prema broj EAU . . 3
EdU signala Kontroli stanici prema kontroli
po stanici
kontrola 2084,33 100% 5,98 100%
100 uM 528,33 25,35% 2,74 45,82%
1000 uM 360,67 17,30% 5,00 83,61%

14




5.4. Izlaganje in vitro uzgajanih Zivéanih mati¢nih stanica oksidativnom stresu posredovanom vodikovim

peroksidom ubrzava njihovu diferencijaciju u smjeru neurona

Kako bismo kvantificirali diferencijaciju ziv€éanih mati¢nih stanica u smjeru neurona, koriSten je biljeg DCX koji

oznacava prijelaz iz nediferenciranog stadija prema ranim neuronima. Stanice su oznacene imunocitokemijski te je

mjerena srednja vrijednost intenziteta signala DCX.

Slika 12. Imunohistokemijsko bojanje stanica biljegom DCX. S porastom koncentracije vodikovog peroksida, vidljive
su promjene u intenzitetu te povecanje pojedinacnih stanica izduljivanjem i ve¢im razgranjenjem ogranaka. Zeleno —

DCX. A — kontrolna skupina, B — 100 uM H202, C — 1000 pM H20:. Crta mjerila — 50 pm.

Stanice izlozene 100 pM vodikovom peroksidu, u odnosu na kontrolnu skupinu, pokazale su pad ukupnog intenziteta
DCX na fotografiji za 12,77%. Povecanjem koncentracije vodikovog peroksida na 1000 pM signal DCX se nije
znacajnije mijenjao u odnosu na 100 uM (Slika 13.). Ipak, ovakav rezultat tesko je interpretirati s obzirom na pad
broja zivih stanica. Pad intenziteta signala DCX u skupinama tretiranim vodikovim peroksidom u odnosu na kontrolnu

skupinu je bio statisticki znacajan.

Intenzitet DCX i broj DAPI u ovisnosti
o koncentraciji vodikovog peroksida

420 400
o 400 350,33 350
8 1 300 _
A 380 —— 250 &
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S340 39807 L . ’ 150 &
2 100 ©
fem)
E — 342 ——

320 342,86 34331 50

300 0
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koncentracija H,O, (uM)
DCX DAPI

Slika 13. Graficki prikaz promjene ukupnog intenziteta DCX signala i broja stanica s porastom koncentracije H20x.
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S obzirom na to da smo na primjeru mitotske aktivnosti vidjeli kako rezultati ovise o normalizaciji prema ukupnom
broju analiziranih stanica, isti smo postupak, normalizaciju prema broju DAPI jezgara, napravili i za intenzitet DCX

signala.

U usporedbi s kontrolnom skupinom, u skupini izlozenoj 100 uM vodikovom peroksidu utvrden je porast intenziteta
po stanici za 57,52%. Usporedbom kontrole i skupine u vi$oj koncentraciji dobiven je porast intenziteta DCX po
stanici od 333,63%, odnosno preko 4 puta veci intenzitet po stanici (Slika 14.). Usporedbe skupine tretirane viSom

koncentracijom s druge dvije skupine bile su statisticki znacajne.

Intenzitet DCX u ovisnosti o koncentraciji
vodikovog peroksida - normaliziran po broju stanica

intenzitet DCX po stanici

S = N W B N

0 100 1000
koncentracija H,O, (uM)

Slika 14. Graficki prikaz promjene intenziteta DCX po stanici s porastom koncentracije vodikovog peroksida. Ovaj

nalaz ukazuje na ubrzanje diferencijacije pod utjecajem vodikovog peroksida.
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5.5. Izlaganje in vitro uzgajanih Zivéanih mati¢nih stanica oksidativnom stresu posredovanom vodikovim

peroksidom uzrokuje poveéanje povrsine pojedinacnih stanica

S obzirom na to da je DCX protein koji je rasprostranjen po Citavoj ziv€éanoj maticnoj stanici, mjerenje povrsine tog
signala nam je omogucilo kvantifikaciju povrsine stanice na imunocitokemijskim preparatima. Usporedba kontrolnih
stanica s onim tretiranim manjom i ve¢om koncentracijom vodikovog peroksida je pokazala kako s porastom
koncentracije vodikovog peroksida dolazi do pada ukupne povrSine stanica za 26,72%, odnosno 45,88 % (Slika 15.).
Medusobne usporedbe svih triju skupina bile su statisticki znacajne. Naime, pad ukupne povrSine stanica nije

neocekivan, buduci da je i ukupan broj stanica zna¢ajno pao (Slika 15.).

Ukupna povrsina DCX i broj DAPI u ovisnosti

@ o koncentraciji vodikovog peroksida
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E 38762,23 192,67 200 5
R 2840454 097853 15
2 10000 —— ————— e == 100 =
= 74,33
= ! !
g 0 100 1000

koncentracija H,O, (uM)
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Slika 15. Graficki prikaz promjene broja DAPI i ukupne povrSine DCX s porastom koncentracije vodikovog
peroksida. Prikazuje usporedni pad ukupne povrsine stanica s padom broja stanica prilikom povecanja koncentracije

vodikovog peroksida.

Normalizacijom ovog signala prema ukupnom broju zivih stanica dobiven je prosjek povrSine DCX po DAPI u

pikselima, odnosno prosje¢na povrsina stanice na odgovarajucoj fotografiji.

Slika 16. Imunohistokemijsko bojanje stanica biljezima yH2AX i DCX te bojanje na DAPI i EdU. Pri visokoj
koncentraciji vodikovog peroksida, vidljivo je povecanje povrsine pojedinacnih stanica u odnosu na kontrolnu skupinu
u smislu povecanja tijela stanice i produljenja ogranaka. Cyan — DAPI, zeleno — DCX, crveno — EdU, plavo - yH2AX.
A —kontrolna skupina, B - 1000 uM H20xz. Crta mjerila — 20 pm.
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Na naSe iznenadenje, u usporedbi s kontrolnom skupinom, u skupini izlozenoj 100 uM vodikovom peroksidu utvrden
je porast povrsine stanice za 32,23%, a u skupini izlozenoj 1000 pM vodikovom peroksidu taj porast je bio za Cak
163,57% (Slika 17.). Zaista, porast povrsine pojedinih stanica je jasno vidljiv (Slika 16.) te se stanice povecavaju kako
u smislu opée povrsine, tako i u smislu razgranjenja i produljenja ogranaka. Promjena povrSine DCX po stanici bila

je statisti¢ki znacajna u usporedbi skupine tretirane 1000 pM vodikovim peroksidom i drugih dviju skupina stanica.

Povrsina DCX u ovisnosti o koncentraciji
vodikovog peroksida - normalizirana po broju stanica

400

300

200

DCX (piksel)

100

povrsina

0 100 1000
koncentracija H,O, (uM)

Slika 17. Graficki prikaz promjene povrsine DCX po stanici s porastom koncentracije vodikovog peroksida. Prikazuje

iznenadujuci porast povrsine pojedinacne stanice pod utjecajem vodikovog peroksida.

Tablica 3. Srednje vrijednosti ukupnog DCX intenziteta i DCX intenziteta po stanici s promjenom koncentracije

H>0o.
.. . o,
Skupina Ukupni intenzitet . 7 u.kupnog Intenzitet DCX po | % intenziteta DCX po
stanica . intenziteta DCX tanici tanici kontroli
DCX signala oo Tt stanici stanici prema kontroli
kontrola 393,07 100% 1,13 100%
100 uM 342,86 87,23% 1,78 157,52%
1000 uM 343,31 87,34% 4,90 433,63%

Tablica 4. Srednje vrijednosti ukupne DCX povrsine i DCX povrSine po stanici s promjenom koncentracije H>Ox.

. Prosjecna ukupna o - Prosjecna povrsina o -
Skup.lna povrsina DCX % povrsine DC?( DCX signala po % povriine DCX po )
stanica . prema kontroli . stanici prema kontroli
signala stanici
kontrola 38762,23 pix 100% 111,57 pix 100%
100 uM 28404,54 pix 73,28% 147,53 pix 132,23%
1000 uM 20978,53 pix 54,12% 294,07 pix 263,57%
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6. RASPRAVA

Slobodni radikali kisika fizioloski su prisutni u stanici, a vodikov peroksid u unutarstani¢nim koncentracijama 1-10
nM sudjeluje u fizioloskoj reverzibilnoj oksidaciji cisteina i metionina te u medustani¢noj redoks signalizaciji vaznoj
u stani¢noj proliferaciji i migraciji (Sies, 2017). Ipak, kada koncentracije radikala izadu izvan fizioloskih granica,
dolazi do oksidativnog stresa. Oksidativni stres jedan je od srediSnjih elemenata u patofiziologiji brojnih patoloskih
stanja. Porast slobodnih radikala unutar stanice uzrokuje oStecenja proteina, DNA 1i lipida, §to je osobito vazno u
Ziv€anom sustavu s obzirom na to da je mozak sastavljen od velikog udjela lipida. Djelovanjem radikala na lipide u
stani¢noj membrani dolazi do tzv. peroksidacije lipida koja uzrokuje perforaciju stani¢ne membrane, §to pak dovodi
do bubrenja i smrti stanice. Zanimljivo je kako je djelovanje na proteine takoder posredovano peroksidacijom lipida
jer dolazi do promjene mikrookoliSa u kojem se nalaze proteini, Sto dovodi do smanjenja enzimske funkcije i
disfunkcije transmembranskih kanala (Gamulin i ostali, 2011). Izravnim djelovanjem slobodnih radikala na molekulu
DNA, dolazi do ostecenja strukture, jednolancanih i dvolanc¢anih lomova, a nakupljanje mutacija koje nastaje zbog

ucestalih dvolancanih lomova moze dovesti do kromosomske nestabilnosti, karcinogeneze i smrti stanice.

Oksidativni stres prepoznat je kao vazan ¢imbenik u mnogim bolestima Ziv€anog sustava. Nakupljanje slobodnih
kisikovih radikala u Ziv€anom sustavu moZe nastati disfunkcijom antioksidativnih enzima poput superoksid-
dismutaze, kao Sto je to slucaj u motorickim neuronima u amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi. Disfunkcija mitohondrija
zbog raznih vanjskih i unutarnjih ¢imbenika takoder uzrokuje nakupljanje slobodnih radikala i posljedi¢nu
degeneraciju neurona. Takav proces se dogada u bazalnim ganglijima u patogenezi Parkinsonove bolesti, a uz
stvaranje ROS iz imunoloskih stanica, vazan je uzrok oStecenja mijelinske ovojnice neurona kraljezni¢ne mozdine i
vidnog Zivca u multiploj sklerozi. Produljena hipoksija tkiva uzrokuje disfunkciju enzimskih sustava i smanjenje
antioksidativne aktivnosti, §to dovodi do nakupljanja slobodnih radikala kisika. Nagli ponovni dotok kisika na
neravnoteZu oksidativne i antioksidativne aktivnosti dovodi do pojacanog stvaranja radikala i pojacanja patoloSkog
procesa. Takav mehanizam nalazimo u ishemijskom moZdanom udaru i reperfuzijskoj ozljedi. Nakupljanje Af}
plakova omogucuje vezanje bakra koji djeluje kao medijator u nastanku visokoreaktivnog hidroksilnog radikala, kao
Sto je to slucaj pri akumulaciji takvih plakova u mediotemporalnom dijelu moZdane kore u Alzheimerovoj bolesti

(Huang i ostali, 2016).

Moderna medicina sve se viSe okrece transplantaciji zivéanih mati¢nih stanica kao terapijskom pristupu. S obzirom
na to da je transplantacija mati¢nih stanica jedno od najintenzivnije istrazivanih podru¢ja u modernoj medicini te
imamo prikupljene rezultate velikog broja klinic¢kih studija o u¢inkovitosti takvog terapijskog pristupa, postaje jasno
kako je jedan od najvecih izazova za daljnji napredak metode razumijevanje reakcije transplantiranih mati¢nih stanica
na toksi¢no okruzenje u patoloSkom procesu u koji dolaze. Brojne su dosadasnje studije pokazale kako broj
transplantiranih mati¢nih stanica pada nedugo nakon transplantacije te se time smanjuje njihov ukupni terapijski

ucinak.
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Prvi cilj ovog istrazivanja je stoga bio uspostaviti in vitro model oksidativnog stresa na nezrelim stanicama zivéanog
sustava. Istrazivanje je provedeno na modelu Ziv€anih mati¢nih stanica misa, sukladno brojnim publikacijama koje
ukazuju na veliku sli¢nost izmedu mati¢nih stanica ljudi i miSeva (Mascetti i Pedersen, 2016; Ogura i ostali, 2021).
Oksidativni stres smo postigli koriStenjem vodikovog peroksida, koji se medu reaktivnim oblicima kisika isti¢e po
tome §to sudjeluje u velikom broju reakcija njihovog obrtaja, a takoder je i lako dostupna tvar §to ovom istrazivanju
daje na reproducibilnosti. U¢inkovitost naSeg in vitro modela provjerili smo svjetlosnim mikroskopom, ¢ime je
utvrdeno da se izlaganjem stanica vodikovom peroksidu dogadaju promjene tipicne za citotoksi¢nost. Pri manjoj
koncentraciji vodikovog peroksida, u odnosu na kontrolu uocena je heterogenost u obliku stanice, manji broj stanica
pri¢vrscéenih za podlogu te pojava prostora medu stanicama koji nisu sadrzavali stanice niti stanicne nastavke. Sve
opazeno je sugeriralo da su se stanice s tog podrucéja odlijepile, §to je vjerojatno uzrokovano stanicnom smrti.
Promatranjem skupine tretirane viSom koncentracijom vodikovog peroksida uoceno je obilje praznog prostora te
gotovo nijedna stanica nije bila adherirana za podlogu, ve¢ su bile uniformno smanjene i grupirane u nakupine.
Promatranjem stani¢nih jezgara, s porastom koncentracije vodikovog peroksida vidjeli smo povecanje broja piknoze
u jezgrama, $to oznaCava kondenzaciju kromatina i ireverzibilno skvréenje jezgre u smrti stanice (Damjanov i ostali,
2018). Sve ove promjene, uocene usporedbom kontrole s druge dvije skupine, ukazivale su na prisustvo patoloskog

procesa u stani¢noj kulturi, odnosno na oksidativni stres.

Nakon §to smo uspostavili u€¢inkovit in vitro model oksidativnog stresa posredovan vodikovim peroksidom, pristupili
smo preciznoj analizi reakcije ziv€anih mati¢nih stanica toksicnom okruzenju nakon transplantacije. Za parametre
smo odabrali lom DNA, s obzirom na u¢inak ROS na strukturu DNA, povrSinu stanice, kako bismo usporedili
imunofluorescentne i svjetlosne mikroskopske nalaze o veliCini stanica te osnovne funkcije mati¢nih stanica:
prezivljenje, diobu i diferencijaciju. Parametre smo pratili fluorescencijom i konfokalnom mikroskopijom. Nasa je
pretpostavka je bila kako ¢e baterija od ovih pet parametara dati dobar uvid u promjenu funkcije pri oksidativnom

stresu, kao zajedni¢kom ¢imbeniku mnogih bolesti Ziv€anog sustava.

Prezivljenje stanice kvantificirali smo prac¢enjem DAPI signala. Pove¢anjem koncentracije vodikovog peroksida dobili
smo oc¢ekivano smanjenje broja zivih stanica za 45%, ali promjena sa 100 na 1000 uM dodatno je smanjila broj stanica
za samo 23%. lako ove promjene nisu bile linearne, jedno od potencijalnih obja$njenja bi moglo biti to da su mitotska
zbivanja bila viSe inhibirana pri izlaganju maloj nego velikoj koncentraciji vodikovog peroksida, pa je stoga uocen

pad neproporcionalan jacini oksidativnog stresa.

Kako bismo kvantificirali u¢inak slobodnih radikala na stanicu, odlucili smo pratiti ucestalost dvolancanih lomova
DNA u stanicama. Rezultati koje smo dobili za yYH2AX pokazali su iznimno povecanje ucestalosti dvolan¢anih DNA

lomova s porastom koncentracije sa 100 uM na 1000 uM, odnosno povecanje broja stanica pozitivnih na dvolancane
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lomove je bilo preko 8 puta. Ovo je bila jo$ jedna bitna potvrda da smo razvili vjerodostojan in vitro model
oksidativnog stresa, sto je u skladu sa znanjem kako vodikov peroksid uzrokuje oStec¢enja DNA (Petersen i ostali,

2000).

Kako bismo pratili mitotsku aktivnost, koristili smo EdU koji se ugraduje u strukturu DNA pri svakoj sintezi lanaca.
lako smo pri nizoj koncentraciji vodikovog peroksida pronasli smanjenje mitotske aktivnosti, pronaden je
paradoksalan porast s povecanjem koncentracije peroksida sa 100 pM na 1000 uM. Neki autori utvrdili su u€inak
vodikovog peroksida na smanjenje mitotske aktivnosti stanica pra¢enjem promjene broja stanica (Zhang i ostali,
2022), no takvo istrazivanje provedeno je koristenjem jo$ nize koncentracije (50 uM) vodikovog peroksida. Takoder
je pokazano kako je ucestalost dvostrukih lomova DNA povezana s nepopravljenim jednostrukim lomovima te se

javlja neovisno o mitotskoj aktivnosti (Mahaseth i Kuzminov, 2016).

Diferencijaciju ziv€anih maticnih stanica kvantificirali smo imunofluorescentnim prac¢enjem intenziteta DCX signala,
koji je protein specifi¢an za prijelaz iz stadija nezrelih Ziv€anih mati¢nih stanica u rane neurone (Francis i ostali, 1999).
S obzirom na to da je oksidativni stres stanje u kojem su stanice ugrozene te u prvom redu nastoje prezivjeti kako bi
mogle obavljati svoju funkciju, ocekivali smo da ¢e takva snazna egzogena noksa usporiti diferencijaciju stanica u
kompleksne oblike. Medutim, suprotno ocekivanju, pronasli smo porast intenziteta signala DCX po stanici nakon
izlaganja vodikovom peroksidu. Istrazivanja nekih autora pokazala su kako niZe koncentracije oksidativnog stresa
induciranog parakvatom (5 uM, 25 puM, 100 pM) povecavaju sposobnost diferencijacije pluripotentnih stanica
humanog embrionalnog karcinoma u zrelije stani¢ne oblike (Hu i ostali, 2017), no takvo istrazivanje ne obraduje
utjecaj na ziv€ane mati¢ne stanice koje su multipotentne i samim time nekoliko evolucijskih koraka zrelije te ne
istrazuje utjecaj iznimno visokih koncentracija oksidativnih radikala. Potencijalni odgovor nalazimo u istrazivanju
koje je pokazalo da ziv€ane epitelne mati¢ne stanice svojom diferencijacijom u zrele oblike stjecu bolju sposobnost
obrane od oksidativnog stresa (Semkova i ostali, 2022). Cini se kako nezrela stanica kao reakciju na oksidativni stres

ubrzava diferencijaciju, ¢ime postaje otpornija na toksicno djelovanje takve nokse.

Povrsinu stanice smo takoder kvantificirali imunofluorescentnim prac¢enjem DCX. Iako smo, vodeni opazanjima na
razini jezgre, ocekivali da su se stanice zbog toksi¢nog djelovanja slobodnih kisikovih radikala smanjile i skvr¢ile,
otkrili smo upravo suprotno - porast povrsine stanica. Zanimljivo je da je visoka koncentracija vodikovog peroksida,
ona kod koje se javljaju dvostruki lomovi DNA, rezultirala trostrukim povecanjem povrsine pojedinacnih stanica. lako
ovakvu reakciju ne razumijemo, nesto slicno je opisano kod astrocita tretiranih vodikovim peroksidom: povecanje
medustani¢nih spojeva preslagivanjem citoskeleta (Zhu i ostali, 2005), $to je temeljeno na osjetljivosti stani¢nog

citoskeleta na djelovanje oksidativnog stresa (Dalle-Donne i ostali, 2001).
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U zaklju¢ku mozemo re¢i kako je, po svim saznanjima kojima raspolazemo, ovo prvo istrazivanje koje je koristilo
zivéane mati¢ne stanice miSa kao osnovu za razvoj in vitro modela oksidativnog stresa nezrelih prete¢a neurona.
Koriste¢i temeljne parametre, kako kvantitativne, u smislu brojanja prezivjelih stanica, tako i kvalitativne, u smislu
opazanja morfoloskih promjena, mozemo re¢i kako smo uspostavili model u kojem dolazi do stani¢nog ostecenja u

ovisnosti o koncentraciji vodikovog peroksida.

Nakon $to smo uspjesno uspostavili model, opisali smo nekoliko zanimljivih, a dijelom i posve neoéekivanih pojava:
nezrele preteCe neurona reagiraju na oksidativni stres povecanjem svoje povrsine i pruzanjem nastavaka koji su mnogo
tipiCniji za zrelije stani¢ne oblike. I zaista, kada smo mjerili izrazaj biljega zrelijih stadija neurona, DCX, pronasli smo
kako se njegova prisutnost vrlo znacajno povecala. To nam je vrlo jasno sugeriralo kako oksidativni stres posredovan

vodikovim peroksidom ubrzava diferencijaciju nezrelih preteca zivéanog sustava.

Sve opisano ¢e doprinijeti boljem razumijevanju reakcija nezrelih ziv€anih stanica na oksidativni stres, $to ¢e
poboljsati nase znanje o raznim neuroloskim bolestima te ¢e pomoci u razumijevanju zbivanja prisutnih nakon

terapijske transplantacije mati¢nih stanica u mozak zahvacen bolescu.

7. ZAKLJUCCI

1. Uspostavljen model in vitro oksidativnog stresa nezrelih stanica zivcanog sustava dovodi do smrti stanica u

ovisnosti o porastu koncentracije vodikovog peroksida.

2. Dvostruki lomovi DNA, kao jedan od srediSnjih patofizioloskih elemenata oksidativnog stresa, izazvani su

prilikom izlaganja stanica vodikovom peroksidu u visokoj koncentraciji (1000 uM).

3. Izlaganje nezrelih stanica ziv€anog sustava nizim koncentracijama vodikovog peroksida dovelo je do znacajnog
pada broja mitotski aktivnih stanica, dok je viSa koncentracija peroksida, ona kod koje su se javljaju dvostruki

lomovi DNA, pracena mitotskim zbivanjima usporedivima s kontrolnom skupinom.

4. Izlaganje ziv€anih mati¢nih stanica oksidativhom stresu posredovanom vodikovim peroksidom povecalo je

izrazaj DCX, §to ukazuje na ubrzanu diferencijaciju prema neuronima.
5. Izlaganje ziv€anih mati¢nih stanica oksidativnom stresu posredovanom vodikovim peroksidom uzrokovalo je

povecanje povrsine stanica, primarno vidljivo u ve¢em broju stani¢nih nastavaka i njihovih razgranjenja, Sto

takoder sugerira ubrzanu stani¢nu diferencijaciju.
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10. SAZETAK

Marko Gavranci¢

Oksidativni stres izaziva dvolan¢ane lomove DNA Ziv€anih mati¢nih stanica i ubrzava njihovu diferencijaciju

Oksidativni stres uzrokovan reaktivnim kisikovim radikalima je jedan od zajedniCkih patofizioloskih elemenata
mnogih neuroloskih bolesti. Budu¢i da je transplantacija mati¢nih stanica postupak koji se trenutno nasiroko klinicki
testira, a odumiranje transplantata je prepoznato kao jedan od najvecih problema takvih terapijskih zahvata, u ovom
radu smo istrazili kako oksidativni stres djeluje na nezrele pretece neurona. U tu svrhu smo razvili in vitro model
nezrelih neurona dobivenih iz ziv€éanih mati¢nih stanica miSa koje smo tretirali vodikovim peroksidom. U ovisnosti o
koncentraciji vodikovog peroksida, oksidativni stres uzrokuje odumiranje stanica te izaziva dvolancane lomove DNA.
Takoder, u maloj koncentraciji usporava dijeljenje stanica. Istovremeno smo pronasli kako oksidativni stres ubrzava
diferencijaciju nezrelih stanica, $to je dokumentirano u pojacanom izrazaju DCX te povecanju povrsine stanica koje
su bile potaknute pruzati nastavke tipicne za zrelije razvojne oblike. Rezultati ovog istrazivanja daju uvid u promjenu
osnovnih parametara nezrelih preteca ziv€anog sustava izloZenih oksidativhom stresu te mogu doprinijeti boljem
razumijevanju zbivanja prisutnih u raznim neuroloskim bolestima te onima tijekom terapijske transplantacije stanica

u ziv¢ano tkivo zahvaceno bolescu.

Kljucne rijeci: ziv€ane maticne stanice, oksidativni stres, vodikov peroksid, diferencijacija razvojnih preteca neurona,

dvolan¢ani lom DNA
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11. SUMMARY

Marko Gavranci¢

Oxidative stress induces double-stranded DNA breaks in neural stem cells and accelerates cell differentiation

Oxidative stress mediated by reactive oxygen species is one of the common pathophysiological elements of many
neurological diseases. Since stem cell transplantation is a method that is currently being widely clinically tested, with
cell death within graft which is recognized as one of the biggest obstacles in that kind of therapeutic approach, in this
work we developed an in vitro model of early neurons derived from mouse neural stem cells, which we treated with
hydrogen peroxide. Dependent on hydrogen peroxide concentration, oxidative stress induced cell death and double —
stranded DNA breaks. Also, in small concentrations it decreased cell division. In the same model we found that
oxidative stress induced differentiation of immature cells, as evidenced by increased DCX expression and the total
surface of cells. We observed that cells increased number and thickness of their cellular projections, which is typical
for more mature developmental stages. The results of this study give insight how basic parameters of immature
nervous system precursors exposed to oxidative stress change which contributes to better understanding of events
present in neurological diseases and during therapeutic cell transplantation into the tissue affected by pathological

process.

Keywords: neural stem cells, oxidative stress, hydrogen peroxide, neuronal precursor differentiation, double-stranded

DNA breaks
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