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1. UvOD

Ziv&ani sustav je organski sustav ljudskog tijela koji privladi veliku pozornost znanstvenika. Razlozi tome su
njegova jo$ uvijek nedovoljno poznata kompleksna grada i funkcija te ¢injenica kako Zivéani sustav pogada
mnogo bolesti koje bitno utje¢u na kvalitetu Zivota. Glavne funkcije ZivEéanog sustava su registriranje, prijenos i
obrada podataka iz okoline i unutrasnjih organa. Morfoloski ga mozemo podijeliti na sredi$nji zivcani sustav
(SZS) kojeg ¢ine mozak i ledna mozdina te periferni Zivéani sustav (PZS) graden od snopova Zivéanih vlakana i
nakupina tijela Ziv€anih stanica koje nazivamo ganglijima. Funkcionalno razlikujemo somatski ziv¢ani sustav,
koji je odgovoran za obradu podrazaja iz okoline i ljudskog tijela, te autonomni ziv¢ani sustav, koji je odgovoran

za odrzavanje homeostaze u tijelu.

1.1. Grada Zivéanog sustava

Zivéano tkivo je jedno od &etiri osnovna tkiva u histologiji (Junquiera i Carniero, 2005). Gradeno je od dvije vrste
stanica: zivéanih stanica ili neurona te glija stanica. Glija stanice se dijele na: astrocite, oligodendrocite,

Schwannove stanice, mikrogliju i ependimske stanice. Osnovne uloge tih stanica su opisane u Tablici 1.

Tablica 1. Prikaz vrsta glija stanica, njihovo podrijetlo, smjestaj i funkcija u ljudskom tijelu

GLIJA
PODRIJETLO FUNKCIJA
STANICE
tvore krvno-mozdanu barijeru, reguliraju koncentraciju K*
astrociti neuralna cijev iona i acidobaznu ravnotezu karboanhidrazom, pohranjuju
glikogen i imaju sposobnost glikolize, sudjeluju u cijeljenju
) i . mijeliniziraju vie centralnih aksona, ubrzavaju akcijski
oligodendrociti neuralna cijev . N '
potencijal skokovitim vodenjem
Schwannove B stvaraju mijelinske ovojnice u PZS-u, omoguéavaju
. neuralna cijev ) ) . .
stanice skokovito vodenje akcijskog potencijala
mezenhimske stanice —
mikroglija kostana srz (podvrsta fagocitna aktivnost u SZS
makrofaga)
ependimske B pridonose gibanju cerebrospinalne tekucine trepetljikama,
i neuralna cijev . .
stanice oblazu Supljine SZS-a

Osnovnu zadacéu zZivEéanog sustava obavljaju stanice koje nazivamo neuroni. Neuroni stvaraju, primaju, prenose i

obraduju podraZaje. Vecina neurona sastoji se od dendrita, tijela stanice i aksona (Slika 1.).



Slika 1. Fotografija neurona misa u stani¢noj kulturi, crveno — dendriti, zeleno — aksoni. Crta mjerila — 100 pm.

Dendriti su staniéni nastavci specijalizirani za primanje i vodenje podrazaja prema tijelu neurona. To su tanki
stani¢ni izdanci koji se granaju i time poveéavaju povrsinu za primanje podrazaja. Za razliku od aksona, dendriti
grananjem postaju tanji, dok aksoni cijelom svojom duzinom odrZavaju jednak promjer. Vazan dio dendrita ¢ine
dendritske spine, formacije oblika gljive, koje se posebnom vezom zvana sinapsa spajaju s aksonima. Dendritske
spine su znacajne u procesima neuroplasti¢nosti, ucenju i paméenju (Chidambaram i ostali, 2019). Dendriti
izrastaju iz tijela Ziv¢ane stanice, some. Tamo je smjeStena jezgra i ostali organeli koji obavljaju razne zadace
ziv¢ane stanice. Tijelo takoder moze primati ziv€ane impulse iz drugih neurona i/ili u njega pristizu impulsi iz

dendrita koji se zbrajaju i u konaénici prevode u akson.

Akson je stani¢ni izdanak specijaliziran za primanje i provodenje Zivéanog impulsa na druge stanice. Pocinje
aksonskim brezuljkom, produljuje se i zavrSava razgranjenjem na kojem pojedinacni presinapticki aksonski
ogranci dolaze u kontakt s drugim stanicama putem sinapse. Zivéana vlakna, aksoni, mogu imati lipidnu
mijelinsku ovojnicu, ¢ime ta vlakna postaju mijelinizirana. Mijelin u SZS oblikuju membrane oligodendrocita dok
u PZS mijelin oblikuju membrane Schwannovih stanica. Mijelinska ovojnica zatvara kalijeve kanale u stani¢noj
membrani aksona, dok kanali za natrij ostaju prohodni jer su oni smjeSteni na dijelovima aksona izmedu
mijelinskih ovojnica, Ranvierovim ¢vorovima. Takav raspored kanala osigurava skokovito vodenje akcijskog
potencijala, $to znac¢ajno ubrzava provodenje impulsa. Kontinuirano, znatno sporije vodenje akcijskog potencijala
se pojavljuje u nemijeliniziranih aksona jer su kod njih kanali za natriji i kalij prohodni. Poruku koja se prenosi
akcijskim potencijalima aksona vazno je prenijeti do druge stanice, a to je omoguceno aksonskim povezivanjem
s drugim dendritima, somama i aksonima te se tako formiraju sinapse. Akcijske potencijale aksona, odnosno
elektri¢ne zivéane impulse, sinapsa pretvara u kemijske signale izlu¢ivanjem neurotransmitera koji se oslobadaju
iz zavrSetka presinaptickog neurona u sinapti¢ku pukotinu. Neurotransmiteri se vezu na inotropne ili metabotropne

receptore membrane postsinapti¢kog neurona kojeg dalje inhibicijski ili ekscitacijski elektri¢no podrazuju.

1.2. Razvoj stanica zivéanog sustava

Ziv&ani sustav se u Govjeka pocinje razvijati podetkom treceg tjedna, kada se pojavljuje zadebljanje ektoderma
koje nazivamo neuralna plo¢a (Sadler, 2008). Neuralna ploca je smjestena na sredini dorzalne strane zametka, a
njezine lateralne strane se uzdizu i tvore neuralne nabore. Daljnjim uzdizanjem neuralnih nabora, oni se

medusobno priblizavaju sredisnjoj crti u kojoj se konac¢no i spoje, formirajuci neuralnu cijev iz koje ¢e nastati



mozak i ledna mozdina. Otvori neuralne cijevi, neuroporusi, se zatvore, a Supljina koja ostane formira

ventrikularni sustav mozga i sredi$nji kanal ledne mozdine.

Stanice zivéanog sustava nastaju zbivanjem koje nazivamo neurogeneza. Neurogeneza zapodéinje tako $to se
neuroepitelne stanice intenzivno dijele i stvaraju viSeredni epitel. Uz lumen neuralne cijevi neuroepitelne stanice
formiraju odebljanje, to jest neuroepitel. 1z neuroepitelnih stanica u fazi intenzivne diobe nastaju neuroblasti,
primitivne Zivéane stanice, i glioblasti, primitivne potporne stanice. U daljnjem razvoju, nakon nastanka
neuroblasta i glioblasta, neuroepitelne stanice se pretezno diferenciraju u ependimske stanice koje oblazu Supljine
u SZS, a ponegdje ostaju kao razvojne pretece neurona ili zivéane mati¢ne stanice (Cameron i Glover, 2015). 1z
neuroblasta koji su u pocetku okrugli, pa se nazivaju apolarni neuroblasti, daljnjom diferencijacijom se formiraju

dva izdanka na suprotnim stranama. Ti se izdanci izduzuju i formiraju primitivne aksone i primitivne dendrite.

1.3. Izrastanje nastavaka Ziv¢anih stanica

Budu¢i da nastavci ziv€anih stanica sluze obavljanju temeljnih uloga ziv€anog sustava, potrebno je dobro
razumjeti nacin kako oni izrastaju te kako na ta zbivanja utje¢u vanjski ¢imbenici. Primitivni aksoni i dendriti se
produljuju tijekom embrionalnog razvoja, a cilj produljivanja je povezivanje s drugim neuronima i stvaranje
sinapsi. U rastu izdanaka neurona se najvise izdvajaju proteini citoskeleta koji imaju potpornu i transportnu ulogu,
ATP potreban u izgradnji rastuceg kraja i zastitna aktinska kapa na samom vrsku rastuceg izdanka koju nazivamo

konus rasta (engl. growth cone) (Slika 2.).

FILOPODUE

LAMELIPODIJE

P domena
T zona
C domena

Slika 2. Prikaz konusa rasta stani¢nog nastavka gradenog od mikrotubula i aktinskih filamenata koji formiraju

lamelipodije i filopodije.

Konus rasta je graden od tri dijela: periferne (P) domene, tranzitne (T) zone i centralne (C) domene. P domena
pretezno je gradena od aktinskih filamenata koji polimeriziraju i formiraju lamelipodije i filopodije, to jest izdanke
koji omogucavaju gibanje i rast nastavaka neurona. U C domeni su smjeSteni mitohondriji koji zadovoljavaju
energetske potrebe procesa te mikrotubuli koji rastu¢em kraju izdanka pruzaju potporu. Izmedu P i C domene je

T zona koja sadrzi medusobno vezane kontraktilne bjelan¢evine aktin i miozin te tako regulira izrastanje
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mikrotubula u C domeni te produljivanje aktina u P domeni (Omotade i ostali, 2017). Smjer rasta izdanaka

kontroliran je kemotakti¢nim molekulama okoline.

Ukoliko se izrastanje i medusobno povezivanje nastavaka ZivCanih stanica tijekom embrionalnog razvoja
poremeti, mogu¢ je nastanak bolesti. Tako postoje bolesti kod kojih je posve jasna osnova poremeéeno izrastanje
nastavaka, kao §to su ageneza zuljevitog tijela (corpus callosum), Joubert sindrom, Kallmann sindrom i Duane
retrakcijski sindrom, dok se za neke bolesti kod kojih patogeneza jo§ uvijek nije posve jasna vjeruje kako je
poremeceno izrastanje nastavaka i njihovo povezivanje vrlo vazan, a mozda i najvazniji ¢imbenik (npr.
neurorazvojni koncept nastanka shizofrenije) (Engle, 2010; Gilmore, 2010). Osim bolesti u kojima se pojavljuju
patoloski procesi U kojima sudjeluju izdanci neurona, postoje i druga patoloska stanja poput ozljede aksona, koja
takoder uklju¢uju obnovu ponovnim aksonskim izrastanjem. Vaznost razumijevanja izrastanja Ziv€anih nastavaka
se dodatno isti¢e ako uzmemo u obzir i klini¢ke studije u kojima se istraZuje potencijalna primjena mati¢nih
stanica u lijeCenju bolesti sredi$njeg ziv€anog sustava. Naime, transplantirane stanice se i same diferenciraju te
zapocinju pruzati nastavke. Razumijevanje tih zbivanja je vrlo vazno u finom podesSavanju terapijskih doza i

ostalih elemenata terapije temeljene na stani¢nim transplantatima (Pang i ostali, 2017).

1.4. Uloga kisika u Zivéanom sustavu

Razina kisika je jedan od najvaznijih fizioloskih faktora reguliran sredi$njim i perifernim kemoreceptorima.
Ukoliko, iz bilo kojeg razloga, organizam izgubi sposobnost kontrole razine kisika, nastaju akutna ili kroni¢na

patoloska stanja.

Fizioloski smanjena razina kisika u zivéanom sustavu nalazi se za vrijeme embrionalnog razvoja, a koliko je vazna
uloga hipoksije u razvoju ziv€anog sustava najbolje govore patoloska stanja koja se mogu pojaviti u prerano
rodene djece. Naime, organizam prerano rodene djece nije pripremljen za fizioloske razine kisika. Fetalni
hemoglobin veze kisik ve¢im afinitetom nego adultni hemoglobin, a takva djeca nemaju niti sposobnost sinteze
antioksidansa, sto njihov organizam dodatno izlaZe opasnosti od o$te¢enja slobodnim radikalima kisika. Stoga se
kao Gesta patoloSka stanja javljaju retinopatija prematurusa i kroni¢na pluéna bolest, a u zivéanom sustavu Se

istiCu poremecaji neuroplasti¢nosti i mijelinizacije (Deuber i Terhaar, 2011; Reich i ostali, 2016).

Nasuprot hiperoksijskih ostec¢enja u prerano rodene djece, javljaju se i hipoksijske ozljede, a najéesce prikazuje
Tablica 2. Intermitentna hipoksijska ozljeda u prematurusa ocituje se nizom patoloskih stanja poput retinopatije,
poremecaja disanja tijekom spavanja, poremecaja rasta, kardiovaskularnih bolesti i neurorazvojnih poremecaja
najéesce vezanih uz formiranje sinapsi (Martin i ostali, 2011). Dugotrajne posljedice hipoksije u ranoj zivotnoj
dobi ukljuéuju: intelektualne teSkoce, poremecaje paznje, autizam, cerebralnu paralizu, depresiju, epilepsiju i

motori¢ke smetnje (Bonkowsky i Son, 2018).



Tablica 2. Pregled najces¢ih oblika perinatalnih ozljeda uzrokovanih manjkom kisika

OZLJEDA MEHANIZAM OZLJEDE

hipoksijska ishemijska ) B
3 hipoksijska ishemija koja vodi klasi¢nom putu ozljede
encefalopatija

interventrikularno krvarenje ozljeda njeznih krvnih Zila mozga

periventrikularna leukomalacija hipoperfuzija grani¢nih podru¢ja mozga

) ] ] regionalna ishemija mozga ovisno o okluziji arterija ili venskih sinusa ili
perinatalni mozdani udar )
krvarenja

cerebralna paraliza multifaktorska bolest, 10-20% uzrokovana hipoksijom

U odrasloj je dobi hipoksija mozga, odnosno mozdani udar prvi uzrok invaliditeta i drugi uzrok smrtnosti u
razvijenom svijetu. Dijeli se na ishemijski i hemoragi¢ni. U oba razlikujemo podru¢je mozga u kojem nastupaju
ireverzibilne promjene likvefakcijske nekroze, zona ishemije, a zahvaljuju¢i anastomozama u mozdanoj

cirkulaciji nastaje i zona penumbre, to jest podrucje grani¢no s funkcionalnim i nekroti¢énim promjenama.

Zbog svih navedenih patoloskih stanja vazno je proucavati stani¢na i molekularna zbivanja koja se dogadaju
tijekom akutne i kroni¢ne faze oSte¢enja uzrokovana promjenama razine kisika te zbivanja koja se dogadaju
tijekom akutne i kroni¢ne faze oporavka, ukljucujuéi i jo§ uvijek vrlo slabo istrazene promjene duljine stani¢nih

nastavaka.

Od osnovnih molekularnih poluga na koje djeluje smanjena razina kisika se izdvaja ona posredovana porodicom
proteina hipoksijom induciranih faktora (HIF). Od njih se istice HIF-1, koji sudjeluje u akutnoj prilagodbi na
hipoksiju (Bartoszewska i ostali, 2015; Koh i Powis, 2012). HIF je heterodimerni protein koji se sastoji od o i 8
podjedinice. Razina kisika utje¢e na degradaciju o podjedinice te pokrece niz molekularnih odgovora (Ke i Costa,
2006; Majmundar i ostali, 2010). Stani¢ni odgovor na izlu¢ivanje HIF-1 aktivira gene koji sudjeluju u angiogenezi
(vaskularni endotelni ¢imbenik rasta — VEGF), gene koji sudjeluju u stvaranju eritrocita (eritropoetin),
mitohondrijske gene ukljucene u iskoriStavanju energije, gene glikolitickih enzima ukljucene u anaerobni

metabolizam i gene koji povecavaju koncentraciju NO koji poti¢e plué¢nu vazodilataciju (Guyton i Hall, 2017).

Budu¢i da ima poveznicu s ovim istrazivanjem, vazno je pogledati vezu aktivacije HIF-a i embrionalnog razvoja.
U embrionalnom razvoju su zbog smanjene razine kisika aktivni molekularni putevi HIF-1 i HIF-2. Aktivacija
HIF molekula poti¢e ekspresiju VEGF-a koji ima vaznu ulogu za razvitak krvnih zila mozga. Ipak, razvoj krvnih
zila mozga nije prostorno ujednacen. Pokazano je kako u podru¢jima mozga s ve¢om proliferacijom stanica postoji
manje krvnih zila, §to je povezano i s drugim studijama koje pokazuju kako smanjena razina Kisika pozitivno

djeluje na prezivljenje i proliferaciju zivéanih mati¢nih stanica (Yan i ostali, 2019; Zhang i ostali, 2011).

Cilj danasnje terapije mozdanog udara je zaustaviti navedeni proces tako da stanice u zoni penumbre prezive i
time viSe mozdanog tkiva ostane o¢uvano. TO se postize trombolizom ili trombektomijom. Medutim, takvi
reperfuzijski postupci imaju vremensko ogranic¢enje nakon kojeg se zona penumbre ne moze vratiti u funkcionalno

stanje, kako zbog toga $to su stanice nepovratno oStecene, tako i zbog ¢injenice kako odgodena reperfuzija jako



ostecuje tkivo reaktivnim kisikovim radikalima. Upravo zbog navedenih razloga, u svrhu terapije ishemijskih i
neurodegenerativnih bolesti Ziv€anog sustava sve se viSe istrazuje ucinak zivéanih mati¢nih stanica na
eksperimentalne modele neuroloskih bolesti (Hribljan i ostali, 2018). Dobri rezultati su doveli do niza klini¢kih
studija, od kojih su neke pokazale odli¢ne rezultate (Grochowski i ostali, 2018). Ipak, ono §to jo$ uvijek ostaje
neistrazeno jest §to se dogada sa Ziv€anim mati¢nim stanicama nakon transplantacije te kako to¢no one djeluju na
ostec¢eno ziv€ano tkivo. Ovo istrazivanje daje doprinos tome jer pokazuje kako maticne stanice u diferencijaciji

razvijaju svoje nastavke u normalnim i hipoksijskim uvjetima.

lako sve vi$e znamo o nastanku i normalnom razvoju te o obnovi Ziv€anog sustava nakon ozljede, vrlo slabo
razumijemo utjecaj razine kisika na stani¢nu razinu navedenih zbivanja. Razlozi tome su potreba za pouzdanim
in vitro modelom te metodom koja bi omoguéila prepoznavanje i kvantifikaciju morfoloskih promjena. U ovom
radu pokazujemo rezultate dobivene uporabom vlastitog in vitro modela koji omogucuje pracenje neurona u
diferencijaciji te kvantifikaciju nastalih razlika potpuno novim programom kodiranim programskim jezikom Java,

a razvijenim na temelju strojnog ucenja.

2. HIPOTEZA

Hipoksija smanjuje sposobnost izrastanja nastavaka ziv¢anih stanica u razvoju.

3. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Opéi cilj rada je bio razviti metodu koja omoguéuje prepoznavanje i kvantificiranje nastavaka zivéanih stanica
tijekom diferencijacije te zatim primijeniti tu metodu kako bi usporedili izrastanje stani¢nih nastavaka izmedu

normoksijskih i hipoksijskih uvijeta.

Specifi¢ni ciljevi rada:
1. Razviti racunalni algoritam koji omogucuje prepoznavanje stani¢nih nastavaka te njihovu kvantifikaciju;

2. Kvantificirati duljinu te razgranjenost aksona i dendrita tijekom diferencijacije neurona misa u fizioloskim
uvjetima;
3. Kvantificirati duljinu te razgranjenost aksona i dendrita tijekom diferencijacije neurona misa izlozenih
hipoksiji;
4. Usporediti duljinu i razgranjenost stani¢nih nastavaka izmedu zivcanih stanica miSa uzgajanih u fizioloSkim i

hipoksijskim uvjetima.



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Izolacija Zivéanih matic¢nih stanica

Ziv&ane mati¢ne stanice izolirane su iz misjih zametaka starih 14 dana. Zenke mi$eva usmréene su cervikalnom
dislokacijom, postupkom kojim fiksiranjem Zivotinje u kaudalnom podruéju glave uz istovremeno povlacenje
repa dolazi do prekida kraljeznic¢ke mozdine u podruéju vrata i trenutne smrti. Nakon izolacije oba roga maternice,
izvadeni su zameci te su stavljeni u sterilnu Petrijevu posudu s fosfatnim puferom. Sagitalnim rezom glave
zametka pristupljeno je telencefalonu, koji je zatim izvaden i premjesten u novu sterilnu posudicu s Eistim
puferom. Izolirani telencefaloni su usitnjeni Skaricama, a zatim im je dodano 5 mL proteolitickog enzima akutaze
da se dobije suspenzija odvojenih stanica. Nakon dobivanja guste suspenzije stanica, u smjesu smo dodali 10 mL
medija DMEM/F-12 koji blokira daljnje djelovanje akutaze. Nakon centrifugiranja na 300 g, 6 minuta, pipetom
je odstranjen supernatant, a stanice su zatim resuspendirane u mediju za rast. Medij za rast je sadrzavao:
DMEM/F12, B27 i N2, sto su zasti¢ene formulacije medija i koktela ¢imbenika te EGF (engl. epidermal growth
factor, epidermalni ¢imbenik rasta), FGF (engl. fibroblast growth factor, ¢imbenik rasta fibroblasta), antibiotik i
antimikotik Penicilin/Streptomicin (sve Gibco). Suspenziju stanica u mediju za rast pipetom smo nasadili u

posudicu za uzgoj stanica od 75 cm? (BD Falcon).

Stanice su uzgajane u inkubatoru na 37 °C i 5% CO; sve do pojave neurosfera, odnosno kuglastih nakupina
stanica. Neurosfere veli¢ine 150-200 um su disocirane istim postupkom kao i kod izolacije stanica (akutazom).
Disocirane stanice su prebrojane te ponovno rasporedene u posudice za uzgoj stanica u koncentraciji od oko 1

milion stanica na 15 mL medija. Za pokuse opisane u ovom radu su se koristile stanice iz pete pasaze.

Za potrebe ovog pokusa je bilo potrebno dobiti stanice stare jedan, pet i sedam dana diferencijacije. Za to je bilo
potrebno pripremiti stakalca promjera 12 mm i stanice za diferencijaciju. Kako bi se stanice pocele diferencirati,
bilo je potrebno omoguéiti im da se prihvate za podlogu. To se postiglo tako §to su stakalaca prvo preko noci
ostavljena u dusSi¢noj kiselini. Slijede¢i dan su stakalca ispirana dva sata sterilnom vodom i opet preko noci
ostavljena u 70% etanolu. Zatim su stavljena u sterilizator 12 sati na temperaturi od 250 °C. Potom je na stakalca
stavljeno 130 pL poli-D-lizina koncentracije 500 pg/mL tijekom 24 sata. Slijedilo je ispiranje sterilnom vodom i
postavljanje stakalaca u ploce s 24 bazena. Na stakalca se stavilo 400 pL laminina koncentracije 10 pg/mL Koji
se ostavio stajati 24 sata. Nakon ispiranja medijem za rast, stakalca su bila spremna za stanice. Stanice su
nasadivane u koncentraciji od 50 000 stanica po bazenicu s jednim stakalcem, u mediju za diferencijaciju. Medjij
je sadrzavao: DMEM/F12, B27, N2, antibiotik i antimikotik Penicilin/Streptomicin. Svaka tri dana pola medija
se zamijenilo novim, a napredak stanica u diferencijaciji se pratio pod mikroskopom.

4.2. lzazivanje hipoksije

Ziv&ane mati¢ne stanice podijeljene su u tri skupine stanica. Sve skupine su za vrijeme diferencijacije boravile u
normoksijskim uvjetima (21% kisika) na temperaturi od 37 °C u inkubatoru. Prva skupina stanica imala je vrijeme
diferencijacije od jednog dana, druga skupina od pet dana, a tre¢a skupina se diferencirala sedam dana. Potom je
na zadnji dan diferencijacije (1., 5. ili 7.) svaka skupina podijeljena u dvije podskupine. Jedna podskupina bila je

izlozena hipoksijskim uvjetima (1% kisika) tijekom Sest sati u inkubatoru, §to je predstavljalo hipoksijsku ozljedu,



dok je druga ostala u normoksijskim uvjetima kao kontrola. Nakon 6 sati hipoksije, stanice se vratene u
normoksijske uvjete na 4 sata, kako bi se pokrenula zbivanja koja se pripisuju reoksigenaciji. Za ovaj pokus su
kori$tena dva identi¢na inkubatora Ico50Med (Memmert), od kojih jedan stalno odrZava normoksiju, a drugi
stalno hipoksiju. Time su iskljuCene varijacije koje bi mogle do¢i zbog razli€itih razina vlage ili drugih parametara

u razli¢itim sustavima.

4.3. Izrada imunocitokemijskih preparata

Za izradu imunocitokemijskih preparata stanice su fiksirane svjezim 4% paraformaldehidom, u trajanju od 10
minuta. Fiksativ je zatim ispran tri puta po pet minuta s otopinom PBS-a (engl. phosphate buffered saline). Nakon
fiksacije i ispiranja stanice su permeabilizirane dodatkom detergenta (0.2% Triton, razrijeden u PBS-u) tijekom
10 minuta. Potom su ponovo isprane tri puta po pet minuta s PBS-om. Sljedeca 2 sata traje postupak blokiranja
serumom zivotinje (3%) ¢ija su sekundarna protutijela koristena za obiljezavanje. Nakon ispiranja stanice su bile
izloZzene primarnim protutijelima. Koristena su dva primarna protutijela: anti-MAP2 protutijelo (Abcam, 1:1000)
koje se veze za protein povezan s mikrotubulima 2 (engl. microtubule-associated protein 2), to jest jedan od
proteina citoskeleta dendrita, te pan-aksonalno protutijelo anti-SM1312 (Biolegend, 1:200) koje se veze za
nerofilamente M i H, odnosno dijelove citoskeleta aksona (Davoust i ostali, 2017). Stanice su inkubirane na 4 °C
preko no¢i. Nakon ispiranja primarnog protutijela, stanice su bile inkubirane dva sata s dva sekundarna protutijela
(Alexa 488, Alexa 546, Life Technologies). Jednim koje se veze na anti-MAP2 protutijelo, podrijetla pileta, i
drugim koje se veze na anti-SMI312 protutijelo, podrijetla koze. Na kraju postupka su jezgre oznacene
fluorescentnom bojom DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). Stakalca su postavljena na predmetnicu i preparati su
stavljeni na suSenje u hladnjaku pri 4 °C. Kontrolni preparati su napravljeni na isti opisani na¢in samo bez koraka
s primarnim protutijelima. Imunocitokemija je radena u tri ponovljena pokusa prvi, peti i sedmi dan diferencijacije

stanica.

4.4. Mikroskopija i fotografiranje

Mikroskopiranje preparata je radeno konfokalnim mikroskopom Olympus FV3000. Vidna polja su izabirana

nasumic¢no te ih je ukupno poslikano 48, po 16 za svaki stadij diferencijacije.

4.5. Razvoj programa za obradu fotografija

Za kvantifikaciju imunocitokemijskih prikaza razvijen je vlastiti program pisan programskim kodom Java u
sucelju programa za obradu slika ImageJ, dodatka Fiji. Program omogucava automatsku analizu svih
imunocitokemijskih prikaza spremljenih u jednoj mapi, a pritom sprema rezultate mjerenja (broj stanica, duljinu
stani¢nih nastavaka te broj grananja stani¢nih nastavaka) u automatski novoformiranu mapu ,,Rezultati“. Detaljan
razvoj programa je opisan u prvom poglavlju Rezultata (5.1. Vlastiti razvijeni algoritam pisan u programskom
jeziku Java omogucuje prepoznavanje i kvantificiranje jezgara, tijela i nastavaka neurona), a usporeden je i s

drugim dostupnim programima za tu namjenu u Raspravi.



4.6. Statisti¢ka analiza

Statisti¢ka obrada provedena je u programu GraphPad Prism. Usporedivana je duljina nastavaka neurona izlozenih
fiziolo$kim 1 hipoksijskim uvjetima prvog, petog i sedmog dana diferencijacije. Isto je napravljano i za broj
ogranaka na nastavcima neurona. Duljina nastavaka i broj ogranaka neurona normalizirani su po broju tijela
neurona pozitivnih na MAP2 i SMI312. Za statisti¢ke izracune koriSteni su F-test i t-test za nezavisne uzorke
(Petz i ostali, 2012). F-testom usporedene su varijance izmedu duljina nastavaka neurona u hipoksiji i normoksiji
te broj ogranaka na neuronima u hipoksiji i normoksiji za svaki navedeni dan diferencijacije. Stupanj slobode uzet
je ovisno o broju uzoraka u razli¢itim uvjetima. P-vrijednost <0.05 koriStena je kao statisti¢ki znacajna za sve
rezultate F-testa. Prosje¢ne duljine nastavaka u hipoksiji i normoksiji te prosje¢ni broj ogranaka u hipoksiji i
normoksiji usporedeni su t-testom za nezavisne uzorke. Stupanj slobode uzet je ovisno o zbroju uzoraka u

razli¢itim uvjetima. Dvostrana p-vrijednost <0.05 koristena je kao statisticki znacajna za sve rezultate t-testa.

5. REZULTATI

5.1. Vlastiti razvijeni algoritam pisan u programskom jeziku Java omoguéuje prepoznavanje i

kvantificiranje jezgara, tijela i nastavaka neurona

Buduc¢i da u Ziv€éanom sustavu postoji velik broj stanica koje se medusobno povezuju, §to je nuzno za zadace koje
taj sustav obavlja, vrlo su vazni parametri broj i stupanj razgranjenja stani¢nih nastavaka. Budu¢i da programi
pomocu kojih smo pokusali prepoznavati i mjeriti nastavke u stani¢noj kulturi (CellProfiler, Imaris, MATLAB,
AxonTracer i NeuronJ, opisani u Raspravi) nisu to radili na zadovoljavajuci nacin, odluc¢ili smo sami razviti

program za prebrojavanje stanica i kvantificiranja njihovih nastavaka.

Algoritam za prepoznavanje jezgara, nastavaka i njihovih razgranjenja smo razvili programiranjem u sucelju
programa za obradu slika ImageJ, varijanti nazvanoj Fiji. Svi koraci koji se odvijaju u ovdje opisanom postupku
su kontrolirani algoritmom koji ih automatski pokreée (tzv. macro). Napisani algoritam smo dodatno prosirili
kodiranjem koje omogucuje automatsku analizu neograni¢enog uzorka slika i odabir dodatnih moguénosti koje
olaksavaju obradu slika. Sve je napravljeno tako da nakon pokretanja programa korisnik odabire mapu u kojoj se
nalaze imunocitokemijski prikazi koje treba analizirati, a potom program stvara potpuno novu mapu ,,Rezultati
u kojoj se automatski spremaju sva mjerenja u Excel tablicama i odredeni prikazi dijela analize u Tiff formatu. Na
pocetku analize korisnik odabire trebaju li se imunocitokemijski prikazi razdvojiti u slucaju da obuhvacaju vise
kanala u jednoj slici (tzv. hyperstack), odabire treba li dodatno podesiti mjerne jedinice u kojima ¢e biti izrazeni

rezultati te odabire postoji li ve¢ spreman algoritam za prepoznavanje dijelova na imunocitokemijskom prikazu.

Ovdje opisujemo osnovne korake ovog automatiziranog postupka — algoritma. Budué¢i da su nasi
imunocitokemijski prikazi snimljeni u obliku u kojem su sve boje prikazane zajedno (hyperstack) (Slika 3a.) bilo
je potrebno prvo razdvojiti dijelove prikaza na: imunocitokemijski prikaz jezgara (Slika 3b.), dendrita (Slika 3c.)
i aksona (Slika 3d.).



Slika 3. Imunocitokemijski prikaz svih elemenata slike zajedno (3a) se razdvaja na odvojene prikaze jezgara (3b),
dendrita (3c) i aksona (3d). Crta mjerila — 100 pm.

Daljnji korak u analizi je izrada algoritma koji postupkom strojnog ucenja, odnosno umjetnom inteligencijom,
automatski prepoznaje jezgre, tijela i nastavke na osnovu niza vizualnih kriterija. Oni ukljucuju oblike, duljine,
kontrast prema pozadini, omjere dimenzija i neke sloZenije. Svi ti elementi zajedno oblikuju skup zadanih kriterija
zaraspoznavanje (engl. classifier). U nasem slucaju je bilo potrebno napraviti dva kriterija, jedan za raspoznavanje
stani¢nih nastavaka, a drugi za raspoznavanje jezgara. Kriterij za raspoznavanje nastavaka neurona sadrzi tri klase:
klasu nastavci, klasu tijela i klasu pozadina. Kriterij za raspoznavanje jezgara sadrzi dvije klase: klasu jezgre i
klasu pozadina. Priprema kriterija za raspoznavanje je uklju¢ivala pazljivo ocrtavanje dijelova slike koji pripadaju
dijelu koji zelimo da program nauci prepoznavati i spremanjem tih dijelova u odgovarajucu klasu. Jednom
napravljeni kriterij se sprema i koristi za sve slike dobivene istim protokolom imunocitokemije. U ovom slucaju
smo Kriterij za raspoznavanje nastavaka neurona oblikovan za prvi dan diferencijacije mogli uspjesno koristiti za
sve imunocitokemijske prikaze nastavaka neurona za sve ostale ponovljene pokuse prvog dana diferencijacije.
Isto je vrijedilo za tre¢i i za pet dan diferencijacije. Vazno je uociti kako je primjena razliitih kriterija za
raspoznavanje nastavaka za razli¢ite dane diferencijacije neophodna za ispravnu analizu slike jer dendriti i aksoni
vremenom rastu i time postaju duZi i deblji $to ¢ini veliku razliku u njihovom izgledu. Upravo je u ovome jedna
od prednosti naseg algoritma u odnosu na bilo koje druge: uzimamo u obzir morfoloske specificnosti odredenog

stupnja diferencijacije i imamo fino podeSene kriterije koji znacajno smanjuju moguénost pogreske.
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Budu¢i da u konkretnom pokusu nismo trebali mjeriti intenzitete signala na slikama, algoritam sve slike
automatski pretvara u vrijednost 8-bita. Zatim slijedi primjena spremljenog odgovarajuéeg kriterija za
raspoznavanje i razdvajanje imunocitokemijskog prikaza (tzv. segmentacija) ¢iji je krajnji rezultat mapa koja
svaki piksel na fotografiji pridruzuje pojedinoj klasi. Tako su npr. u mapi koja prepoznaje jezgre bijelom bojom
oznaceni pikseli koji pripadaju jezgri, dok crna podrucja oznacavaju piksele koji pripadaju drugim elementima
fotografije, odnosno drugim klasama. 1z ovoga slijedi da imamo onoliko mapa koliko imamo dijelova na koje se
odredeni imunocitokemijski prikaz rastavlja, odnosno segmentira (Slika 4a-d.). Slijedi postavljanje praga (engl.
threshold) za svaku mapu kako bi se slika dodatno procistila, odnosno kako bi se dodatno odvojio signal od
pozadine. Nakon toga algoritam automatski izvr$i uklanjanje Cestica po povrsini i obliku (engl. circularity) pa se
dobije prociséena slika obrisa podataka koje Zelimo analizirati (Slika 4e. i 4f.). |1z slika obrisa podataka dobivaju
se i automatski spremaju prve tablice rezultata brojnosti analiziranih objekata (Slika 4g. i 4h.), ali i jo§ mnogo

drugih informacija koje nisu bile vazne za ovo istrazivanje.

Nakon §to smo u prethodnom koraku prebrojali nastavke, tijela neurona i jezgre, bilo je potrebno napisati
algoritam kojim se kvantificira duljina i broj ogranaka neurona. Za to je prvo bilo potrebno pretvoriti obrise
izdanaka Ziv¢anih stanica (Slika 5a.) u linije debljine jedan piksel koje se nazivaju kosturima (engl. skeleton)
(Slika 5b.). Takvim linijama se zatim mjeri duljina algoritmom koji uzima za ¢injenicu da je svaki piksel omeden
s 8 drugih piksela, a pikseli mogu imati dvije vrijednosti boje: crnu (tamo gdje je crta od stani¢nog izdanka) ili
bijelu (pozadina). Crni piksel koji je omeden samo jednim crnim pikselom smatra se rubnim (engl. end-
point voxel), crni piksel koji je omeden s dva druga crna piksela smatra se spojnim pikselom (engl. slab voxel), a
piksel koji je omeden s viSe od dva crna piksela smatra se pikselom grananja (engl. junction voxel). Za svaki
kostur koji sada predstavlja izdanak neurona, mjeri se duljina odvojaka izmedu: dva rubna piksela, dva piksela
grananja, piksela grananja i rubnog piksela. Takoder, mjeri se i broj pojedinih piksela koji sa¢injavaju kostur i
ostali podaci koje ovim istrazivanjem nisu obuhvaéeni. Broj crnih piksela se zbraja i ako su uneseni podaci o
omjeru koliko piksela mjeri mikrometar, rezultati duljine odvojaka se ispisuju u tablice u mikrometrima, a u
suprotnom se ispisuje samo broj u pikselima (Slika 5c.). Kvantifikacija broja grananja obavlja se zbrajanjem

opisanih odvojaka i upisivanjem u tablicu koliko svaki stani¢ni izdanak (dendrit ili akson) ima grana (Slika 5d.).
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Slika 4. Analiza slike u ovoj fazi pokazuje kako je program prepoznao pojedine elemente slike te u ovom primjeru
sadrzi tri komponente. Bijelom bojom su prikazani prepoznati pojedini elementi: nastavci neurona (b), pozadina
(c) i tijela neurona (d). Na slici (e) se vidi prikaz nastavaka koji je dodatno ,,pro¢is¢en‘ naredbama koje uklanjaju
pozadinski Sum, a na slici (f) to isto za jezgre. Na (g) se vide dobiveni broj¢ani podaci za broj nastavaka, odnosno

na (h) za broj jezgara. Crta mjerila — 100 um.
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Slika 5. Slika obrisa dendrita (a), kostur dendrita (b), tablica rezultata duljina ogranaka (c), tablica rezultata broja

grananja (d).

U zakljucku, algoritam koji smo razvili i koji je u neovisnom misljenju struénjaka s FER-a ocijenjen ,,vrlo
inovativnim proizvodom* i kojeg sada nazivamo ,,Lusca (illuminating science algorithm)“ se pokazao kao bolja
opcija od svih programa koji postoje na trzi$tu: robusnost razlu¢ivanja signala od pozadine znac¢ajno umanjuje
lazno pozitivne i negativne piksele, program besprijekorno razlucuje jezgre od dendrita i dendrite od aksona,
program analizira neogranicen broj fotografija, a rezultate automatski pretvara u Excel tablice u formatu kojeg
zelimo. Ovim programom smo po prvi puta mogli analizirati velik broj stanica u kulturi te smo time dosli do
brojki koje omogucuju prepoznavanje suptilnih razlika u broju i u dimenzijama nastavaka koje prije, ru¢nim ili

manje preciznim programima, nismo mogli razaznati.
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5.2. Ukupnaduljinai broj ogranaka dendrita tijekom in vitro diferencijacije neurona u fiziolo§kim uvjetima

normoksije se povecavaju

Kulture razvojnih prete¢a neurona mi$a, detaljno opisane u Materijalima i metodama, nasadene su kako bi se
postepeno diferencirale te su fiksirane i pripremljene za morfoloSku analizu prvi, peti i sedmi dan diferencijacije.
Imunocitokemijskim postupkom oznaceni su dendriti biljegom MAP2, aksoni biljegom SMI312 te jezgre bojom

DAPI. Nakon fotografiranja na konfokalnom mikroskopu se pristupilo analizi razvijenim ra¢unalnim algoritmom.

Za potrebe ove analize poslikali smo 48 vidnih polja, s ukupno 3744 stanice, te smo analizirali parametre koji su,
kao i dobiveni rezultati za prvi, peti i sedmi dan diferencijacije, zbirno prikazani u Tablici 3. Jasno je vidljivo
kako se broj stanica, broj dendrita te njihova duljina i razgranjenje s danima diferencijacije povecava. Prikaz

stanica prvog, petog i sedmog dana diferencijacije na kojima se vidi povecéanje broja dendrita nalazi se na Slici 6.

Tablica 3. Kvantitativni prikaz broja jezgara, tijela stanica koje izrazavaju MAP2, dendrita, broja grananja

dendrita i ukupne duljine svih dendrita po danima diferencijacije neurona koji su rasli u normoksijskim uvjetima

b Ukupni broj | Ukupni broj tijela Ukupni Ukupni broj Ukupna duljina
an
. | stanica (DAPI stanica koje broj grananja na svim svih izmjerenih
diferencijacije . ) . )
jezgara) izraZzavaju MAP2 dendrita dendritima dendrita (um)
D1 274 201 43 254 816
D5 1376 420 362 7951 17904
D7 2094 355 490 17826 49636

6C

Slika 6. Imunocitokemijski prikaz dendrita oznacenih MAP2 protutijelom. Vidljivo je kako broj, duljina i
razgranjenost dendrita u fizioloSkim uvjetima uzgoja raste prvi (a), peti (b) i sedmi dan (c) diferencijacije. Crta

mjerila — 100 pm.

Kvantitativnom analizom opisanih imunocitokemijskih prikaza po danima diferencijacije primijecena je

proporcionalna povezanost vremena diferencijacije s brojem, duljinom i brojem grananja dendrita (Slika 7.)
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Slika 7. Prikaz porasta broja stanica, broja i duljine dendrita te njihove razgranjenosti. Uoéljivo je kako svi

parametri rastu proporcionalno s danima diferencijacije stanica.

5.3. Ukupna duljina i broj ogranaka aksona tijekom in vitro diferencijacije neurona u fizioloSkim uvjetima

normoksije se povecavaju

Na istim stani¢nim kulturama koje smo koristili za analizu dendrita mjerili smo i parametre aksona. Aksoni su bili

prepoznati pomocu biljega SMI312.

Svi dobiveni rezultati za prvi, peti i sedmi dan diferencijacije u normoksiji su zbirno prikazani u Tablici 4. Jasno
je vidljivo kako se broj stanica, broj i duljina aksona te njihovo razgranjenje s danima diferencijacije poveéavaju.

Prikaz stanica prvog, petog i sedmog dana diferencijacije se vidi na Slici 8.

Tablica 4. Kvantitativni prikaz broja jezgara, broja tijela stanica koje izrazavaju SMI312, broja aksona, broja
grananja aksona i ukupne duljine svih izmjerenih aksona po danima diferencijacije prekursora neurona koji su

rasli u normoksijskim uvjetima

b Ukupni broj Ukupni broj tijela Ukupni Ukupni broj Ukupna duljina
an
. L stanica (DAPI stanica koje broj grananja na svih izmjerenih
diferencijacije . . .
jezgara) izrazavaju SMI312 aksona svim aksonima aksona (um)

D1 274 251 0 0 0

D5 1376 177 19 58 1605

D7 2094 105 78 489 8018
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Slika 8. Imunocitokemijski prikaz aksona ozna¢enih SMI312 protutijelom. Prvi dan diferencijacije u fizioloskim
uvjetima otkriva kako aksona jo$ nema (a). Uocljiv je porast broja, duljine i razgranjenosti izmedu petog (b) i

sedmog dana (c) diferencijacije. Crta mjerila — 100 pm.

Usporedba broja, duljine i razgranjenosti aksona za sva tri dana diferencijacije razvojnih prete¢a neurona
prikazana je na Slici 9. Primijecena je korelacija dana diferencijacije i broja ogranaka te dana diferencijacije i
duljine aksona. Naime, viSe je ogranaka bilo $to su stanice u viSem stadiju diferencijacije, jednako kao §to su

aksoni bili dulji kod stanica koje su imale viSe vremena za diferencijaciju.

1+ ) , T 8
—e— Prosjecna duljina aksona (pum)
0.8 100 T —e—Prosjetni broj grananja aksona T7
’ —e— Prosjetan broj aksona 16
80 7 Ukupan broj stanica 5
0.6 + T
60 4 3
0.4 + 1
a0 3
+ 2
0.2 + 20
+ 1
0+ 0 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dan diferencijacije

Slika 9. Prikaz porasta broja stanica, broja i duljine aksona te njihove razgranjenosti s vremenom diferencijacije.
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5.4. Izlaganje neurona tijekom in vitro diferencijacije hipoksiji dovodi do porasta broja i razgranjenosti

dendrita u veéini analiziranih to¢aka

Kako bi analizirali utjecaj hipoksije na ziv€ane stanice u diferencijaciji, stanice su prvi, peti i sedmi dan
diferencijacije bile izloZene hipoksiji, koncentraciji kisika od 1%, tijekom 6 sati. Nakon 4 sati reoksigenacije su
fiksirane te imunocitokemijski oznaéene. Kvantitativna analiza duljine i broja grananja dendrita je napravljena
koriste¢i isti program kao i za analizu stanica koje su uzgajane u fizioloskim uvjetima. Primjer jednog
imunocitokemijskog prikaza koriStenog za analizu je na Slici 10. Rezultati kvantifikacije ukupnog broja jezgara,
broja tijela neurona koja izrazavaju MAP2, broja dendrita, broja grananja dendrita i ukupne duljine svih
izmjerenih dendrita po danima diferencijacije prekursora neurona izlozenih hipoksijskoj ozljedi su zbirno

prikazani u Tablici 5.

10

Slika 10. Imunocitokemijski prikaz dendrita neurona starih sedam dana nakon hipoksijske ozljede. Crta mjerila —
100 pm.

Tablica 5. Kvantitativni prikaz broja jezgara, broja tijela neurona koji izrazavaju MAP2, broja dendrita, broja
grananja dendrita i ukupne duljine svih izmjerenih dendrita po danima diferencijacije prekursora neurona

izlozenih hipoksijskoj ozljedi.

b Ukupni broj | Ukupni broj tijela Ukupni Ukupni broj Ukupna duljina
an
) | stanica (DAPI neurona koji broj grananja na svim svih izmjerenih
diferencijacije ) ) - )
jezgara) izrazavaju MAP2 dendrita dendritima dendrita (um)
D1 468 313 63 335 1344
D5 431 214 167 4722 9844
D7 1010 229 319 9605 31376

Dobiveni podaci su usporedeni izmedu ziv€anih mati¢nih stanica diferenciranih do prvog, petog i sedmog dana u

normoksiji i stanica koji su na prvi, peti i sedmi dan diferencijacije bile izlozene $est sati hipoksiji. Rezultati

usporedbe i statistiCke analize prikazani su na Slikama 11. i 12.
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Usporedba stanica koje su bile izlozene hipoksiji i njihovih normoksijkih kontrola nam je otkrila kako prvog dana
diferencijacije nema statisticki znaéajne razlike u duljini dendrita. Ipak, velika razlika se nalazi 5. i 7. dana
diferencijacije, kada hipoksija dovodi do toga da se dendriti produljuju u odnosu na kontrolnu skupinu (za oba
dana p<0.001).

Prosjecna duljina dendrita (D1)

Prosjecna duljina dendrita (D5)
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Slika 11. Graficki prikaz usporedbe prosje¢ne duljine dendrita normaliziranih po broju tijela neurona koji
izraZavaju MAP2 izmedu stanica izloZenih hipoksiji i normoksiji u 1. (D1), 5. (D5) i 7. (D7) danu diferencijacije.

Vidljivo je kako hipoksija zna¢ajno povecava duljinu dendrita u zrelijim preteCama neurona (D5 i D7).

Nakon §to smo usporedili ukupnu duljinu dendrita izmedu fizioloskih i hipoksijskih uvjeta, analizirali smo utjecaj
hipoksije na broj sekundarnih organaka dendrita. Kada smo usporedili broj svih grananja dendrita izmedu stanica
izloZenih hipoksiji i njihovih normoksijskih kontrola, nasli smo kako na prvom danu diferencijacije postoji mala
statisticki vidljiva razlika (p<0.001), i to na nac¢in da je broj grana dendrita nesto ve¢i u normoksijskim uvjetima.
Potpuno suprotno, peti dan diferencijacije se nalazi kako je broj razgranjenja dendrita mnogo veci u stanica koje
su bile izlozene hipoksiji (p<0.001). Sedmog dana diferencijacije se ne nalazi da izlaganje stanica hipoksiji utjece

na broj razgranjenja. Graficki prikaz rezultata statistiCke analize prikazani su na Slici 12.

Prosjecni broj grananja dendrita Prosjeéni broj grananja dendrita Prosjecni broj grananja dendrita
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Slika 12. Graficki prikaz usporedbe prosjecnog broja grananja dendrita normaliziranih po broju tijela neurona koji

izrazavaju MAP2 izmedu stanica izlozenih hipoksiji i normoksiji u prvom (D1), petom (D5) i sedmom (D7) danu
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diferencijacije. Vidljivo je kako 5. dana diferencijacije hipoksija djeluje tako da znacajno poveéava broj ogranaka

dendrita.

5.5. Izlaganje neurona tijekom in vitro diferencijacije hipoksiji ne utjete na porast broja i razgranjenosti

aksona

Kako bi analizirali utjecaj hipoksijskog oste¢enja na ziv¢ane stanice u diferencijaciji, stanice su prvi, peti i sedmi
dan diferencijacije bile izloZene hipoksiji, koncentraciji kisika od 1%, tijekom 6 sati. Nakon 4 sata reoksigenacije
su fiksirane te imunocitokemijski oznacene. Kvantitativna analiza duljine i broja grananja aksona je napravljena
koristeci isti program kao za analizu stanica koje su uzgajane u fizioloskim uvjetima. Rezultati kvantifikacije
ukupnog broja jezgara, broja tijela neurona koja izrazavaju SM1312, broja aksona, broja grananja aksona i ukupne
duljine svih izmjerenih aksona po danima diferencijacije prekursora neurona izlozenih hipoksijskoj ozljedi su

zbirno prikazani u Tablici 8. Primjer jednog imunocitokemijskog prikaza koriStenog za analizu je na Slici 13.

Slika 13. Imunocitokemijski prikaz aksona neurona starih sedam dana nakon izlaganja hipoksiji. Crta mjerila —
100 pm.

Tablica 8. Kvantitativni prikaz broja jezgara, broja tijela neurona pozitivnih na SMI312, broja aksona, broja
grananja aksona i ukupne duljine svih izmjerenih aksona po danima diferencijacije prekursora neurona izloZenih

hipoksijskoj ozljedi

S Ukupni broj Ukupni broj tijela Ukupni Ukupni broj Ukupna duljina
an
) L stanica (DAPI | neurona pozitivnih broj grananja na svih izmjerenih
diferencijacije ) i )
jezgara) na SMI312 aksona svim aksonima aksona (um)

D1 468 385 0 0 0

D5 431 67 23 70 1005

D7 1010 135 106 442 8492
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Prvog dana diferencijacije stanica izloZenih normoksiji i hipoksijskoj ozljedi nije bilo aksona, odnosno SMI1312
pozitivnih nastavaka. Stoga su dobiveni podaci statisticki usporedeni izmedu zivéanih mati¢nih stanica
diferenciranih do petog i sedmog dana u normoksiji i stanica koji su na peti i sedmi dan diferencijacije bile izlozene
Sest sati hipoksiji.

Usporedbom duljine i razgranjenosti aksona peti i sedmi dan diferencijacije nisu nadene statisticke znacajne

razlike (Slika 14. i 15.).

Prosje¢na duljina aksona (D5) Prosjeéna duljina aksona (D7)
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz usporedbe prosje¢ne duljine aksona normaliziranih po broju tijela neurona pozitivnih na
SMI312 izmedu stanica izlozenih hipoksiji i normoksiji u petom (D5) i sedmom (D7) danu diferencijacije. Nisu

nadene statisticki znacajne razlike.
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz usporedbe prosjecnog broja grananja aksona normaliziranih po broju tijela pozitivnih na
SMI312 izmedu stanica izlozenih hipoksiji i normoksiji u petom (D5) i sedmom (D7) danu diferencijacije. Nisu

nadene statisti¢ki znacajne razlike.
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6. RASPRAVA

Iako se razumijevanje grade, funkcije, a time i bolesti Ziv€anog sustava svakodnevno povecava, neuroznanost i
neurologija znacajno zaostaju za ve¢inom drugih podru¢ja medicine. Razloge tome mozemo primarno traziti u
iznimno kompleksnoj strukturi ziv¢anog tkiva koje se sastoji od velikog broja stanica koje se povezuju stani¢nim
nastavcima. Upravo je pruzanje nastavaka kojima stanice medusobno koordiniraju svoje aktivnosti jedno od

temeljnih elemenata ziv€anog sustava.

Buduc¢i da je hipoksijsko ostecenje jedno od najées$¢ih uzroka teskih, a ¢esto i dozivotnih patoloskih stanja,
postavili smo pitanje kako hipoksija utjeCe na duljinu i razgranjenost nastavaka zivéanih stanica. Budu¢i da ne
mozemo donijeti znacajne zakljucke promatrajuci pojedine stanice ili mali broj stanica, prvo smo morali ispuniti
preduvjet postojanja dovoljno dobrog in vitro modela te dovoljno dobre metode koja ¢e nam omoguditi

kvantifikaciju velikog broja stani¢nih nastavaka.

Kultura zivcanih mati¢nih stanica miSa je ve¢ desetlje¢ima osnovno orude u analizi stani¢nih zbivanja na
neuronima u razvoju. Model se u nasem laboratoriju koristi ve¢ preko dvadeset godina i predstavlja pouzdanu
ulaznu toc¢ku analiza Zivcanih stanica u razvoju. Brojne publikacije potvrduju pouzdanu vezu izmedu kultura
misjih i ljudskih neurona (Nat i Dechant, 2011; Ogura i ostali, 2021), a otkri¢a na mi$jim kulturama se nerijetko

uspjesno prevode i u klini¢ke pokuse (Marsh i Blurton-Jones, 2017).

Kada smo poceli birati program koji bi nam omogucio analizu velikog broja stanica i kvantifikaciju Zeljenih
parametara, suo€ili smo se s neo¢ekivanim problemom: niti jedan od programa cesto koristenih i spominjanih u
literaturi za sli¢ne zadatke nije mogao obaviti ono $to nam je bilo potrebno. Za potrebe ovog istrazivanja testirali
smo nekoliko pristupa u obradi imunocitokemijskog prikaza: program za obradu slika CellProlifer, program
Imaris, program MATLAB, AxonTracer (jedan od plugin-a za ImageJ) te NeuronJ (plugin za Imagel).
CellProfiler je besplatan program prilagoden analizi stanica Sto ga ¢ini lako dostupnim i Siroko upotrebljavanim.
Ipak, iako ovaj program nudi brojne opcije, nema razradene nacine kako razdvojiti tijela neurona pozitivna na
biljege MAP2 i SMI312 od stani¢nih nastavaka i pozadine prikaza. Nadalje, za analizu slika za potrebe laboratorija
kupljen je i instaliran na superra¢unalo osnovni paket programa Imaris ¢ija je cijena bila oko 100 000 kuna $to ga
¢ini slabo dostupnim u §iroj populaciji. Program primarno koristimo u analizi kolokalizacija 3D signala i za to je
besprijekoran. Medutim, kada smo krenuli istrazivati opcije programa Imaris za analizu stani¢nih nastavaka,
doznali smo kako bi program bilo potrebno nadograditi jo$ jednim od paketa koji kostaju dodatnih stotinjak tisu¢a
kuna. Program MATLAB je takoder jedan od programa koji se treba kupiti kako bi se mogao sluzbeno koristiti.
Za analizu nastavaka nas je najvise zanimao algoritam 3DMorph pisan u programskom jeziku MATLAB-a (York
i ostali, 2018). 3DMorph pruza automatsku analizu morfologije mikroglije pa smo se nadali kako ¢e nam jednako
dobro analizirati i neurone. Medutim, program na neprihvatljiv na¢in obuhvaca tijela stanica u izracunu duljine
nastavaka, ¢ime stanice koje imaju velika izduZena tijela budu lazno prepoznate kao one koje imaju dulje nastavke
od drugih stanica. Takav nacin kvantifikacije je mozda dobar za mikrogliju, ali je za neurone posve neprihvatljiv.
Idudi pokusaj je bila instalacija dodatka (plugin) za program ImageJ, AxonTracer (Patel i ostali, 2018). Program
i plugin mogu se instalirati relativno jednostavno, medutim AxonTracer nije mogao dovoljno dobro diferencirati
stanice od pozadine pa smo se posvetili istrazivanju drugog plugina ImageJ-a, NeuronJ (Pemberton i ostali, 2018).
Nedostatak NeuronJ-a se pokazao u tome $to bi se svi nastavci trebali kvantificirati ru¢no, $to bi oduzelo previse

vremena zbog velike koli¢ine nastavaka na pojedinacnim imunocitokemijskim prikazima kao i velikog broja
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samih fotografija koje je trebalo obraditi za dobivanje statisti¢ki znacajne veli¢ine uzorka stanica. Zbog svega
navedenog, razvili smo novi vlastiti algoritam za kvantitativnu analizu neurona koji uspjesno radi slijedece:
precizno razdvaja tijela neurona, aksone i dendrite od pozadine te na neograni¢enom broju stanica prebrojava i
pruza sljedece podatke: brojnost stanica, brojnost stani¢nih nastavaka, duljinu stani¢nih nastavaka te kolic¢inu
grananja pojedinih stani¢nih nastavaka. Algoritam je demonstriran istrazivacima s FER-a, koji su stru¢njaci u

analizi slike i oni su ga proglasili ,,vrlo inovativnim*.

Prva testiranja programa proveli smo na stanicama diferenciranim u normoksiji. Analizom rezultata mjerenja
dobivenih koriste¢i na§ program dobili smo o€ekivani proporcionalni porast duljine i broja ogranaka stani¢nih
nastavaka (dendrita i aksona) s vremenom koje stanice provedu u diferencijaciji. Takoder su se te brojke vrlo
dobro slagale s onima dobivenima rué¢no. Time smo dokazali kako nas§ program moze izvrsiti preciznu i pouzdanu

automatsku kvantifikaciju duljine i razgranjenosti stani¢nih nastavaka.

Nakon §to smo razvili program koji provjereno radi to §to zelimo, dobili smo moguénost odgovoriti na pitanje
kako hipoksija utjee na neurone u razvoju. Usporedba prekursora neurona izlozenih $estosatnoj hipoksiji na prvi,
nismo nasli podatke o nekom drugom istrazivanju koje je koristilo stani¢ne kulture neurona, ovaj nalaz je donekle
oc¢ekivan. Naime, promjena duljine i razgranjenosti dendrita se mijenja u raznim stanjima te se primjerice povezuje
s u¢enjem i paméenjem (Woolf, 1998). Drugi primjer je utjecaj psihotropnih sredstava, za koje je pokazano da
primarno djeluju na duljinu dendrita (DePoy i Gourley, 2015). Titus i autori su istraZivali utjecaj hipoksije i
promjene tlaka na Stakore te na grananje dendrita u hipokampusu (Titus i ostali, 2007). Pokazali su da dulje
izlaganje hipoksiji smanjuje grananje dendrita. Ipak, izmedu ovog i naSeg istrazivanja postoji velika razlika: oni
su koristili kamera lucida tehnologiju, nakon koje su rucno izradene crteze skenirali i ruéno obradivali. Ovakvim
pristupom su za svaku Zivotinju mogli analizirati samo jednu vremensku to¢ku, a morali su utrositi mjesece kako
bi obradili stotinjak stanica. NaS§im pristupom mozZemo analizirati desetke tisuéa stanica u neograni¢enom broju
vremenskih to¢aka. Rezultat sli¢an na§em, na novorodenim Stakorima su opisali Raman i suradnici: opisuju kako

se u kroni¢noj hipoksiji produljuju neki elementi dendrita u hipokampusu (Raman i ostali, 2008).

Studije na zivotinjama imaju ograni¢enje $to ne mogu pratiti iste neurone u razli¢itim vremenskim tockama. Mi
smo, u istoj kulturi bili sposobni pokazati kako razli¢iti stadiji neurona pokazuju razliitu osjetljivost na hipoksiju.
Rani prekursori (prvi dan diferencijacije) nisu pokazali razliku u odnosu na kontrole, ali su zato zreliji prekursori
mnogo jace reagirali na hipoksiju (peti i sedmi dan diferencijacije). Ovo odgovara naSim opazanjima kako
osjetljivost na hipoksijsko ostecenje raste sa stupnjem diferencijacije neurona, a slaze se i s klinickim opazanjima
gdje se zna da perinatalno hipoksijsko osteéenje ostavlja trajnije posljedice kod starije prerano rodene djece. Ovo
opaZanje bi se mozda moglo povezati i s aktivno$¢u telomeraze. Naime, prilikom pojave oksidativnog stresa
proteini telomerazne reverzne transkriptaze premjestaju se iz jezgre u mitohondrije te tako Stite stanicu, ali i
pokrecéu razna druga zbivanja (Wu i ostali, 2020). Budu¢i da se pretece neurona diferenciraju iz mati¢nih stanica
u kojima je enzim telomeraza aktivan, razvidno je pretpostaviti kako se nezreliji stadiji ponasaju drugacije od onih

starijih, u kojima telomerazna reverzna transkriptaza vise nije aktivna.

Istovremeno, nase istrazivanje je pokazalo kako hipoksija od 6 sati ne utjec¢e na duljinu aksona. Razloge toga treba

traziti u tome $to aksoni nisu toliko ukljuceni u reorganizaciju i plasti¢nost zivéanog sustava kao dendriti te zbog
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toga Sto su izmjerene duljine aksona bile vrlo velike. Stoga je moguce da 6 sati hipoksije 1 4 sata reoksigenacije

nije dovoljno vrijeme izloZenosti stanica da uo¢imo razlike koje bi bile statisticki znacajne.

Do sada je istrazeno mnogo molekularnih ¢imbenika koji utjeu na duljinu nastavaka. Takoder je poznato mnogo
molekularnih odgovora koji se aktiviraju prilikom izlaganja stanica hipoksiji. Istrazivanja koja se bave rastom
nastavaka izlozenih hipoksiji su jos uvijek malobrojna, stoga je tesko tvrditi zasto su dendriti izlozeni hipoksiji
tijekom 6 sati i nakon 4 sata reoksigenacije dulji od njihovih kontrola. Ipak, pazljivim Citanjem literature smo
dosli do mogucéih objasnjenja. Kao prvo, intermitentna hipoksija smanjuje oksidativni metabolizam mitohondrija,
¢ime se smanjuje i broj ATP molekula. Smanjenje ATP-a djeluje na stanicne transportere, izmedu ostalog i na
Ca?* transportere u stani¢noj membrani. Citosolno poveéanje razine Ca?* vezanjem za kalmodulin aktivira ksantin
oksidazu koja prethodi aktivaciji NADPH oksidaze (NOX) (Nanduri i ostali, 2015). Ksantin oksidaza i NOX
enzimi povecéavaju proizvodnju slobodnih kisikovih radikala. Slobodni radikali kisika stabiliziraju o podjedinicu
HIF-1, ali takoder imaju i velik utjecaj na ziv€ane maticne stanice. Istrazivanja radena na primarnim kortikalnim
neuronima pokazuju da upravo reaktivni kisikovi radikali sudjeluju u diferencijaciji ziv€éanih mati¢nih stanica, ali
i u produljenju nastavaka Ziv€anih stanica (Olguin-Albuerne i Moran, 2018; Terzi i Suter, 2020). HIF-1 aktivira
vazne signalne puteve i transkripciju sljedeé¢ih molekula koji dalje sudjeluju u rastu staniénih nastavaka: NFkB,
VEGF, Wnt/B-catenin (Bonini i ostali, 2011; Fernando i ostali, 2014; Genetos i ostali, 2010). Jo§ jedan
molekularni put koji je posredovan aktivacijom HIF-1 je onaj koji djeluje na receptor retinoi¢ne kiseline B. Tako
aktiviran HIF-1 sudjeluje u migraciji mitohondrija prema rastu¢em kraju nastavka. Povecanjem broja
mitohondrija na rastu¢em kraju nastavka neurona povecava se i sinteza molekula ¢ije su veze bogate energijom
Sto dovodi do brzeg rasta nastavaka (Trigo i ostali, 2019). Istrazivanjem stanja smanjene koncentracije kisika u
literaturi naisli smo i na podatak kako se prilikom hipoksije u mozgu Stakora povecava razina pro-apoptotickih i
anti-apoptotickih proteina Bax, Bcl-2 i Bel-xI (Ferrer i ostali, 1997). Zanimljivo je da ti proteini pozitivno utje¢u

na produljivanje stani¢nih nastavaka (Lentz i ostali, 1999; Park i ostali, 2015).

U zakljucku, program koji smo razvili omogucuje precizno prebrojavanje i mjerenje tijela, dendrita i aksona
ziv€anih stanica u razvoju, a posebno je vazno $to omogucuje automatsku analizu neograni¢enog broja stanica.
Ovom metodom smo analizirali vrlo velik broj stanica (n=3744) te smo tako bili u stanju uociti i suptilne razlike
koje bi ostale nezamije¢ene u analizi mnogo manjeg broja stanica koje bi mogli obraditi ru¢no. Generalno,
hipoksija jac¢e djeluje na starije razvojne pretece neurona i to na naéin da produljuje njihove dendrite. Takoder,
uodili smo znacajno povecanje razgranjenosti dendrita u tocno odredenom vremenskom prozoru. Razvijeni
postupci, kultura stanica i vlastiti razvijeni program ¢e nam omoguciti nastavak niza istrazivanja u kojima ¢emo

moci, po potrebi i u realnom vremenu, zamijetiti i kvantificirati suptilne promjene u stani¢noj morfologiji.
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7. ZAKLJUCCI

1. Kompjuterski program koji smo sami razvili (,,Lusca“) omoguéuje preciznu, brzu i automatiziranu analizu broja
tijela neurona te broja, duljine i razgranjenosti njihovih nastavaka. Usporedba s drugim programima pokazuje
kako je precizniji od drugih sli¢nih programa te je jedini koji omogucuje jednostavnu analizu neograni¢enog broja

vidnih polja u istom postupku.

2. Analiza broja i razgranjenosti dendrita razvojnih prete¢a neurona misa uzgajanih 7 dana u fizioloskim uvjetima

je pokazala o¢ekivanu povezanost vremena diferencijacije s brojem stanica te duljinom i brojem grananja dendrita.

3. Analiza broja i razgranjenosti aksona razvojnih preteéa neurona misa uzgajanih 7 dana u uvjetima normoksije
je pokazala ocekivani proporcionalan odnos izmedu vremena koje stanice provedu u diferencijaciji i broja stanica,

duljine aksona te razgranjenosti aksona.

4. Izlaganje razvojnih preteCa neurona misa Sestosatnoj hipoksiji nakon koje je slijedila cetverosatna
reoksigenacija je u usporedbi s kontrolama uzgajanim u fiziolo§kim uvjetima imalo za posljedicu promjenu u
duljini i razgranjenosti dendrita. Hipoksija djeluje na starije razvojne stadije neurona (peti i sedmi dan
diferencijacije) tako $to im povecava duljinu i broj ogranaka dendrita. Kod mladih razvojnih preteca (prvi dan

diferencijacije) hipoksija nije imala u¢inak na broj i razgranjenost dendrita.

5. lIzlaganje razvojnih pretea neurona miSa Sestosatnoj hipoksiji nakon koje je slijedila Cetverosatna
reoksigenacija u usporedbi s kontrolama uzgajanim u fizioloskim uvjetima nije utjecalo na duljinu i razgranjenost

aksona.

8. ZAHVALA

Zelim se zahvaliti profesoru Dinku Mitre¢i¢u na velikom strpljenju i povjerenju tijekom izrade ovog rada,
dragocjenim savjetima i razgovorima o uzbudljivim znanstvenim temama koje smo obuhvatili ovim istrazivanjem,
dostupnosti i otvorenosti za raspravljanje o pitanjima na koja sam nailazila te nesebi¢noj podrsci i vjeri u mene u
teSkim trenucima. Uvode¢i me u predivan svijet znanosti uspio je na mene prenijeti svoj iskreni zanos, predanost

i ljubav za istrazivanje.
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10. SAZETAK
Iva Simunié

Izlaganje neurona misa tijekom diferencijacije hipoksiji poveéava duljinu i razgranjenost dendrita u

razvojno zrelijim stanicama

Osnovno obiljezje ziv€anih stanica je velik broj nastavaka kojima se one medusobno povezuju te tako omogucuju
obavljanje svih uloga Ziv¢anog sustava. Budu¢i da je broj nastavaka i njihovo razgranjenje dinamic¢ki parametar,
mijenja se u brojnim bolestima, ali i tijekom razvoja Zivéanog sustava. Prvi cilj ovog rada je bio razvoj ratunalnog
algoritma za razlikovanje aksona, dendrita i tijela neurona koji mjeri duljine i razgranjenost stani¢nih nastavaka.
Budu¢i da su naj¢esce bolesti zivéanog sustava uzrokovane hipoksijom, nakon uspje$no razvijenog programa smo
istrazili kako manjak kisika djeluje na razvojne pretece neurona u razli¢itim stadijima diferencijacije. Stanice misa
su na prvi, peti i sedmi dan diferencijacije bile izlozene 1% kisika tijekom Sest sati te su zatim dendriti oznaceni
biljegom MAP2, a aksoni SMI312. Usporedba stanica izloZenih hipoksiji i njihovih kontrola je otkrila kako su,
kako reagiraju produljenjem dendrita i izrastanjem veceg broja dendriti¢kih ogranaka. Istovremeno, hipoksija nije
utjecala na mjerene parametre aksona. Ovaj rad je iznjedrio vrijedan ra¢unalni program koji omogucuje preciznu
analizu parametara stani¢nih nastavaka. Kvantificiranjem suptilnih morfologkih promjena tijekom diferencijacije

neurona smo unaprijedili razumijevanje utjecaja hipoksije na Ziv¢ano tkivo.

Kljuéne rijeci: diferencijacija razvojnih preteca neurona, hipoksija, stani¢ni nastavci, strojno ucenje
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11. SUMMARY
Iva Simunié

Exposure of mouse neurons during differentiation to hypoxia increases the length and branching of
dendrites in more mature cells

The basic feature of neurons is a large number of interconnected projections which enable the nervous system to
perform all its tasks. Number of extensions and their branching is a dynamic parameter which changes during
progress of diseases and development. The first goal was to develop a computer algorithm for distinguishing
axons, dendrites, and neuronal bodies, which as well measures the lengths and branching of cell extensions. Since
the most common diseases of the nervous system are caused by hypoxia, we investigated how hypoxia (1% oxygen
for 6 hours) affects mouse neuronal precursors at different stages of differentiation (days one, five and seven) and
how it influences dendrites, labelled by MAP2, and axons, labelled by SM1312. Comparison of cells exposed to
hypoxia and their controls revealed that, unlike younger precursors (day 1), older precursors (days 5 and 7) were
more susceptible to hypoxia. They responded by growing longer dendrites with more dendritic branches. At the
same time, hypoxia did not affect measured parameters of axons. This paper has yielded valuable computer
program that allows accurate analysis of cell extensions. By quantification of subtle morphological changes during

neuronal differentiation we improved understanding of the effects of hypoxia on the nervous tissue.

Key words: neural precursor differentiation, hypoxia, cellular projections, machine learning
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