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Popis i objasnjenje kratica koristenih u radu:

AD (engl. Alzheimer Disease) — Alzheimerova bolest

AIF (engl. Apoptosis Inducing Factor) - faktor indukcije apoptoze

ATP (engl. Adenosine triphosphate) — adenozin trifosfat

D21 (engl. Disomy 21) — disomija kromosoma 21

DAPI (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole) - fluorescentna boja koja boji jezgre
DMSO (engl. Dimethyl sulfoxide) - dimetil sulfoksid

DS (engl. Down Syndrome) - Downov sindrom

EE (engl. EEs- early endosomes) — rani endosomi

ESCs (engl. Embryonic Stem Cells) - embrionalne mati¢ne stanice

ICC (engl. Immunocytochemistry) — imunocitokemija

iPSCs (engl. induced Pluripotent Stem Cells) — inducirane pluripotentne mati¢ne stanice
LC3A (engl. Autophagy marker Light Chain 3) — marker autofagije laki lanac 3
LE (engl. LEs- late endosomes) — kasni endosomi

NSCs (engl. Neural Stem Cells) — ziv€ane mati¢ne stanice

PBS (engl. Phosphate Buffered Saline) — puferirana otopina fosfatnih soli

PFA (engl. Paraformaldehyde) — paraformaldehid

PSCs (engl. Pluripotent Stem Cells) — pluripotentne maticne stanice

pT21 (engl. partial Trisomy 21) — parcijalna trisomija kromosoma 21

RE (engl. REs- recycling endosomes) — reciklazni endosomi

T21 (engl. Trisomy 21) — trisomija kromosoma 21

TOMMZ20 (engl. Translocase of Outer Mitochondrial Membrane 20) — translokaza vanjske

mitohondrijske membrane 20
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Uvod

Downov sindrom (DS) je naj¢es¢i genetski poremecaj koji se razvija tijekom trudnoce,
a oCituje se zbog potpune ili djelomicne (parcijalne) trisomije 21. kromosoma. Klinicku sliku
je prvi put opisao dr. John Langdon Down 1866 godine. Gotovo 100 godina kasnije (1959.)
francuski lije¢nik, Jérdme Lejeune opisao je uzrok DS-a, a to je trisomija kromosoma 21
(ANTONARAKIS 1 sur., 2020.). Karakteristike Downovog sindroma su zakasnjeli razvoj,
blaga do umjerena mentalna zaostalost i specificne fizicke osobitosti poput kratkog i Sirokog
vrata, ruku i nogu, Saka, visi polozaj o€iju, nizak rast te slabiji misi¢ni tonus. Prate ih bolesti
kardiovaskularnog sustava te problemi s respiratornim sustavom i sluhom. Osobe s Downovim
sindromom imaju povecan rizik od nastanka leukemije u odnosu na opéu populaciju (HASLE
i sur., 2000.). Takoder, uz slab imunosni sustav, predisponirane su i za razvoj epilepsije,
strabizma, hipotireoidizma i Alzheimerove bolesti (engl. Alzheimer Disease, AD). Downov
sindrom se moze javiti i kao tzv. djelomi¢na trisomija kromosoma 21 (engl. partial Trisomy
21, pT21) kod koje samo odredeni geni na kromosomu 21 imaju dodatnu kopiju, dok ostatak
gena kromosoma 21 ima dvije kopije (euploidan broj). Osim toga, iako rijetko, postoje i osobe
s DS-om koje su tzv. strukturni mozaik, $to znaci da osoba ima sva fenotipska obiljezja DS-a,
ali u svom tijelu ima i trisomic¢ne i disomi¢ne (euploidne) stanice, a smatra se da zahvaca 1,3-
5% svjetske populacije (PAPPAVASILOU i sur., 2015.). Ovakav oblik DS-a je prvi put opisan
1961. (CLARKE i sur., 1963.).

Tijekom posljednjih dvadesetak godina, istrazivanja u podrucju neuroznanosti su
usmjerena prema maticnim stanica koje se mogu dobiti iz razli¢itih izvora. Iz ranih stadija
embrija se mogu dobiti embrionalne mati¢ne stanice (engl. Embryonic Stem Cells, ESCs) i
pluripotentne mati¢ne stanice (engl. Pluripotent Stem Cells, PSCs). Pluripotentne mati¢ne
stanice su stanice koje imaju moguc¢nost diferencijacije u gotovo sve stanice u tijelu. Drugi
naéin dobivanja mati¢nih stanica ukljuCuje reprogramiranje odraslih somatskih stanica,
uvodenjem specificnih transkripcijskih ¢imbenika Koji stanice vracaju u stanje pluripotentnosti
i takve stanice se nazivaju inducirane pluripotentne maticne stanice (engl. induced Pluripotent
Stem Cells, iPSCs). Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice, koriStene u ovom istrazivanju
dobivene su reprogramiranjem fibroblasta iz koze mlade osobe s konstitucionalnim
mozaicizmom za DS u laboratoriju profesora NiZeti¢a u Londonu (MURRAY i sur., 2015.).

Drugim rije¢ima, 0soba koja je donirala stanice u sebi je imala disomi¢ne (D21) i trisomi¢ne



(T21) stanice koje su reprogramirane u iPSCs. Kasnije, u laboratoriju te stanice su odvojene na
D21 klonove (n=3) 1 T21 klonove (n=3) koji ¢ine izogeni¢ni sustav, odnosno bioloski savrsen
model u kojem stanice potjecu od iste osobe, napravljene na isti nacin, a jedina razlika je
dodatni kromosom u T21 stanicama. Prednost iPSCs je §to imaju sposobnost samoobnavljanja
1 mogucnost diferencijacije u bilo koju stanicu podrijetla iz sva tri zametna listi¢a (ektoderm,
mezoderm 1 endoderm) (LIU 1 sur., 2022.), §to ih ¢ini izrazito vrijednim instrumentom u
proucavanju i istrazivanju modela raznih bolesti, tkivhog inzenjeringa i testiranja lijekova
(GOUGH i sur., 2020.) Ove stanice su ve¢ puno doprinijele u istrazivanjima u kojima je
opisana zastitna uloga BACE2 gena u razvoju AD u ljudi s Downovim sindromom (ALIC i
sur., 2021.; FERTAN i sur., 2023.; MURRAY i sur. 2024.), kod opisa razlike u morfologiji
mitohondrija zrelih neurona (MURRAY i sur., 2015.), nanofibrila za inzenjering neuralnog
tkiva (ZHANG i sur., 2020.), endosoma u zrelim neuronima (BOTTE i sur., 2020.) te uloge
DYRK1A gena (MURRAY i sur., 2023.).

Mitohondriji su organeli koji imaju dvostruku membranu s enzimima specijaliziranim
za aerobno disanje i proizvodnju adenozin trifosfata (ATP), s visokim energetskim fosfatnim
vezama, koje omogucuju energiju za ve¢inu stani¢nih aktivnosti (MESCHER, 2016.) u
procesima oksidativne fosforilacije i Krebsovog ciklusa. Mitohondriji su obi¢no izduzenog
oblika, promjera 0,5-1 um. Brzo mijenjaju oblik te se medusobno spajaju i dijele kroz
citoplazmu. Broj mitohondrija ovisi o energetskom metabolizmu stanice, stanice s visokim
energetskim potrebama poput stanica miokarda ili epitelne stanice bubreznih tubula imaju velik
broj mitohondrija. Ovi organeli posjeduju vlastitu (mitohondrijsku) DNA koja se nasljeduje
isklju¢ivo od majke 1 sadrzi gene koji su potrebni za fiziolosko funkcioniranje mitohondrija.
Novi mitohondriji nastaju rastom 1 diobom (fisijom) ve¢ postojecih mitohondrija (MESCHER,
2016.). Tijekom stani¢nog stresa, s unutarnje membrane mitohondrija se oslobada protein
citokrom C. On aktivira odredene proteaze koje razgraduju stani¢ne komponente (uklanjanje
starih ili oStecenih stanica) u reguliranom procesu nazvanom apoptoza tj. programirana smrt

stanice.

Lizosomi su vezikule u citoplazmi eukariotskih stanica, promjera 0,05- 0,5 um u kojima
se odvija unutarstani¢na probava i obnova stani¢nih komponenti. Sadrze Cetrdesetak razlicitih
hidroliti¢kih enzima poput proteaza, nukleaza, fosfataza, fosfolipaza, itd. koji su posebno obilni
u stanicama s velikom fagocitnom aktivno$¢u (npr. makrofagi, neutrofili), a sluze za razgradnju
makromolekula. Citosolske komponente su zasticene od ovih enzima putem membrane koja
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okruzuje lizosome 1 zato S$to enzimi imaju optimalnu aktivnost u kiselom pH ~5,0 (MESCHER,
2016.). U golgijevom aparatu se enzimi modificiraju i pakiraju u vakuole koje formiraju
primarni lizosom. Spajanjem s fagosomom dolazi do stvaranja sekundarnog lizosoma koji
probavlja sadrzaj fagolizosoma te se Cesto proizvodi razgradnje koriste u sintezi novih

stani¢nih dijelova.

Endosomi su membranske vezikule koje nastaju tijekom procesa unosenja vanjskih
molekula u stanicu koji se naziva endocitoza. Oni imaju klju¢nu ulogu u unutarstanicnom
transportu, omogucavajuéi stanici da odluci koje ¢e molekule biti razgradene, reciklirane ili
prenesene u druge dijelove stanice. Nakon endocitnog unosa, molekule prvo idu do ranih
endosoma (engl. EEs- early endosomes) otkuda mogu i¢i na razgradnju do kasnih endosoma
(engl. LEs- late endosomes) i naposlijetku lizosoma. Takoder, unesene molekule mogu proc¢i
kroz recikliranje neizravnim putem kroz reciklazne endosome (engl. REs- recycling
endosomes) i vratiti se natrag do membrane (TAGUCHI, 2013.). Uz sve navedeno, sudjeluju i
u stani¢noj signalizaciji i prezentaciji antigena. Endosomske abnormalnosti su ¢este kod nekih
bolesti srediSnjeg zivéanog sustava, ukljucujuéi i AD. Istrazivanja su pokazala da veéina osoba
s Downovim sindromom razvija patologiju povezanu s AD i manifestira izmijenjenu
morfologiju i broj endosoma (WISEMAN i sur., 2015.; FILIPPONE i sur., 2021.)

U ovom radu napravljena je detaljna analiza stani¢nih organela na izogeni¢nim
ziv€anim mati¢nim stanicama. Rezultati ovog istraZivanja pokazali su statisti¢ki znacajno vece
vrijednosti mitohondrija, lizosoma i endosoma u trisomi¢nim stanicama u odnosu na disomic¢ne

stanice.



Hipoteza

Trisomija kromosoma 21 utjece na razvoj i morfologiju stani¢nih organela.
Kako bi se potvrdila ili odbacila hipoteza, postavljeni su sljedeci ciljevi:

1) Opisati razvoj i diferencijaciju izogeni¢nih ziv€anih matic¢nih stanica
2) Pomocu IMARIS softvera analizirat ¢e se povrsina i volumen organela u disomi¢nim i
trisomi¢nim stanicama

3) Opisati izraZaj neoepitop specificnog biljega organela te stupanj njihove kolokalizacije



Materijali i metode

Inducirane pluripotentne maticne stanice (iPSCs)

Izogeni¢ne inducirane pluripotentne mati¢ne stanice koriStene u ovom istrazivanju prvi
put su objavljene 2015 godine (MURRAY i sur., 2015.) i donirane su u Laboratorij za mati¢ne
stanice na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga u Zagrebu, u sklopu Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. U ovom istrazivanju koristena su dva klona, D21-C7 i T21-
C6. Stanice su uzgajane u E8 mediju (Essential 8TM Medium, Gibco, A15169-01) na
Geltrexom (Gibco, A14133-02) presvuéenim podlogama, uz dodatak streptomicina i penicilina
(Gibco, 15140-122). Nuzno je vrsiti redovite provjere tijekom rasta stanica kako bi utvrdili broj
kromosoma i moguée mutacije te biljege pluripotencije (ALIC i sur., 2021.). Nakon odredenog
vremena kada su stanice dosegnule 70-80% gustoe pasazirane su, smrznute u mediju za
smrzavanje stanica (Bambanker, GC LYMPHOTEC, BB02) i pohranjene u teku¢em dusiku.

Od ovih stanica uzgojene su zivéane mati¢ne stanice (engl. Neural Stem Cells, NSCs).

Ziv€ane mati¢ne stanice (NSCs)

Zivéane matiéne stanice su stanice koje imaju sposobnost diferencijacije u sve stanice
koje ¢ine Zivéani sustav, dakle neurone i glija-stanice. Zivéane stanice su uzgojene prema
protokolu ANNONYMOUS (2013.), Gibco Life Technologies. Kada su iPSCs dosegnule
gusto¢u od 15-25%, E8 medij zamijenjen je s medijem za indukciju NSCs (Neurobasal, Gibco,
21103-049). Medij je redovito mijenjan tijekom sljede¢ih tjedan dana. Nakon sedam dana,
stanice su isprane PBS-om i na njih je naslojen enzim Akutaza (Gibco, A11105-01) kako bi se
dobile pojedinacne stanice, nakon ¢ega su stanice prosle kroz sito od 70 um te su prebrojane
pomoéu Neubauerove komorice. Stanice su nasadene u gusto¢i od 5x10° u plodama za
diferencijaciju stanica u mediju za umnazanje NSCs (Neurobasal ® Medium (IX), Gibco,
21103-049 + Advanced DMEM/F12, Gibco, 12634010 + NIS, Gibco, A16477-01) uz dodatak
5 pM ROCK inhibitora (Millipore Sigma, SCMO075). Dokazano je da ROCK inhibitor

(inhibitor Rho-kinaze) pospjesuje prezivljavanje i potice proliferaciju mati¢nih stanica tijekom



stresnih razdoblja kada se suocavaju s visokim stopama apoptoze (RUNGSIWIWUT 1 sur.,

2013.).

Obiljezavanje ziv€anih maticnih stanica fluorescentnim

bojama

Peta pasaza izogeni¢nih ziv€anih matic¢nih stanica, neposredno prije fiksacije obiljezena

je fluorescentnim bojama prema uputama proizvodaca. U ovom istrazivanju koriStene su dvije

fluorescentne boje:

1)

2)

MitoTracker (Molecular probes by Life Technologies, Red, M7512)
(ANNONYMOUS, 2008.)

Fluorescentna boja koja boji mitohondrije nalazi se u crvenom spektru i dolazi u obliku
praha te ju je potrebno pripremiti za bojanje. Kako bi se napravila 1ImM boja u
originalnu tubicu dodana su 94 pL dimetilsulfoksida (DMSO) (Sigma-Aldrich, D2650)
te je boja pohranjena na -20°C do koristenja. Neposredno prije koriStenja, boja je
razrijedena u mediju kako bi se dobila kona¢na koncentracija 100 nM. Kako bi se to
postiglo najprije je napravljeno 1 mL medija (1uM koncentracija boje) u koji je potom
dodano 9 mL medija kako bi se postigla kona¢na koncentracija (100 nM). Ovako
pripremljena boja, dobro je promijeSana i dodana na stanice. Stanice su inkubirane
bojom kroz 45 minuta u inkubatoru. Nakon toga stanice su isprane PBS-om, fiksirane

i pohranjene na +4°C do bojanja s protutijelima.

LysoTracker (Molecular probes by Life Technologies, Deep Red, L12492)
(ANNONYMOUS, 2024.)

Fluorescentna boja koja boji lizosome nalazi se u daleko crvenom spektru 1 buduéi da
potjeCe od istog proizvodaa, pripremljena je 1 inkubirana na isti nacin kao i

MitoTracker.

Fiksacija stanica

Po zavrSetku pokusa, stanice su fiksirane 4% otopinom paraformaldehida (PFA) kroz 10

minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su isprane tri puta s PBS-om i pohranjene na +4°C

do bojanja s protutijelima, odnosno imunocitokemije.



Imunocitokemija

Imunocitokemija (engl. Immunocytochemistry, 1CC) je proces lokalizacije antigena
proteina putem to¢no odredenih protutijela koja se specificno vezu samo za ciljni antigen.
Kori$tene su stanice koje su prethodno fiksirane paraformaldehidom te im je permeabilizirana
membrana koriStenjem 0,2% Tritona u PBS-u s dodatkom 3% seruma (magareci / kozji)
tijekom 1h na sobnoj temperaturi i to se naziva “blocking”. Dodana su primarna protutijela u
otopini 0,2% Triton u PBS-u + 1% serum i ostavljena preko no¢i u hladnjaku na +4 °C.
Primarna protutijela se specificno vezu za odredene proteine u ili na stanici. Primarna
protutijela koja nisu vezana za proteine su sljede¢i dan isprana sa PBS-om (3x10 min) te su
potom dodana sekundarna protutijela obiljezena fluorescentnom bojom Alexa Fluor.
Inkubirana su tijekom 2 sata u mraénom prostoru na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku su
sekundarna protutijela isprana PBS-om tri puta po pet minuta. Zatim je dodana fluorescentna
boja za jezgre; 0,2 mL DAPI 1:8000 razrijedene otopine pa je ponovno inkubirano tijekom 10
minuta na sobnoj temperaturi. Za kraj su stanice isprane tri puta po pet minuta s PBS-om,
prekrivene s Dako Fluorescent Mouting Medium, S3023 i pustene da se lagano osuse tijekom

no¢i. Protutijela koriStena u ovom istraZivanju prikazana su u Tablicama 1 1 2.

Tablica 1. Primarna protutijela koristena u istrazivanju.

PRIMARNO PODRIJETLO RAZRJEDENJE | PROIZVOPAC
PROTUTIJELO

AIF Kuni¢ IgG monoklonalno 1:400 Cell Signaling (5318S)
LAMPI1 Stakor IgG2a monoklonalnol | 1:200 Abcam (ab25245)
LC3A Kuni¢ IgG monoklonalno 1:400 Cell Signaling (4599S)
Nestin Mis IgG1 monoklonalno 1:200 Abcam (ab6320)
PAX6 Kuni¢-IgG poliklonalno 1:200 Biolegend (#901301)
SOX2 Koza-IgG poliklonalno 1:200 Santa Cruz (sc-17320)
TOMM?20 Kuni¢ IgG monoklonalno 1:250 Abcam (ab186735)




Tablica 2. Sekundarna protutijela koriStena u istrazivanju.

SEKUNDARNO FLUORESCENCIJA | RAZRJEPENJE | PROIZVOPAC
PROTUTIJELO

Magarac anti-Kuni¢ IgG Alexa Fluor 488 1:1000 TermoFisher SCIENTIFIC
(H+L) (A21206)

Magarac anti-Koza IgG Alexa Fluor 488 1:1000 TermoFisher SCIENTIFIC
(H+L) (A11055)

Magarac anti-Mis I1gG Alexa Fluor 555 1:1000 TermoFisher SCIENTIFIC
(H+L) (A31570)

Koza anti-Stakor IgG Alexa Fluor 555 1:1000 TermoFisher SCIENTIFIC
(H+L) (A21434)

Koza anti-Kuni¢ IgG Alexa Fluor 633 1:500 TermoFisher SCIENTIFIC
(H+L) (A21070)

Konfokalna mikroskopija i IMARIS analiza

Nakon odradene imunocitokemije (ICC), stanice su slikane konfokalnim mikroskopom
Olympus FV300 pri maksimalnoj projekciji koriste¢i objektiv 60x. Ovako dobivene slike
prenesene su u softver IMARIS 9.9.1. (ANNONYMOUS, 2018.), gdje su analizirani sljedeci
parametri: kolokalizacija izmedu dva ili viSe biljega, ukupna povrSina pojedinih signala,

ukupna povrs$ina i prosjecan volumen organela (mitohondriji, lizosomi i endosomi).

Statisticka analiza

Svi pokusi napravljeni su u triplikatu. Za svako pokrovno stakalce s imunocitokemijski
obojanim ziv€anim mati¢nim stanicama napravljeno je pet do osam slika u maksimalnoj
projekciji pomocu konfokalnog mikroskopa Olympus FV300. Za statisticku analizu koristen
je studentski T-test jer je istrazivanje provedeno na dvije skupine stanica odnosno na
disomi¢nim i trisomi¢nim ljudskim NSCs. IMARIS softver je takoder koriSten i za izratun
Pearsonovog koeficijenta kolokalizacije. Statisticka zna¢ajnost je odredena na razini p<0,05, a
svi rezultati su prikazani kao srednja vrijednost uz standardnu pogresku standardne devijacije

(SEM).



Rezultati

U ovom istrazivanju koriStene su izogeni¢ne NSCs koje su u prvom redu validirane s
biljezima karakteristicnim za NSCs: Nestin — citoplazmatski biljeg NSCs te SOX2 i PAX6,
nuklearni biljezi (Slika 1). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da su sve stanice pozitivne
na sva tri biljega Sto upucuje na ¢istu NSCs populaciju koje su kasnije koristene za analizu
stani¢nih organela. Vazno je naglasiti da u ovom stadiju nema razlike izmedu D21 1 T21 stanica,

Sto je vazno za nastavak pokusa odnosno za analizu dobivenih rezultata.

Nestin Pax6 DAPI Stopljeno

Slika 1. Imunocitokemijsko bojanje izogeni¢nih NSCs specifi¢nim biljezima: Sox2 (zeleno),
Nestin (crveno), Pax6 (ljubicasto) i DAPI (plavo). Na stopljenim slikama vidi se da su sve

stanice pozitivne na sva tri biljega NSCs. Mjerka 20 um.

Mitohondriji

Zapotrebe ovog istrazivanja koriStena je fluorescentna boja MitoTracker (Slika 2 i Slika
3) koja se nalazi u crvenom spektru. Ovom bojom obojani su svi mitohondriji na Zivim
stanicama. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu T21 i D21
stanica (p<0.0001) (Slika 5) pri ¢emu su vece vrijednosti u trisomi¢nih stanica. Osim ovom
bojom, stanice su obojane i s dva neo-epitop specifi¢na protutijela, AIF protutijelom (Slika 2)
koji boji unutrasnju membranu mitohondrija i TOMM?20 (Slika 3) koji boji vanjsku membranu
mitohondrija. Oba protutijela pokazala su veée vrijednosti trisomi¢nih stanica u odnosu na
disomicne stanice pri ¢emu je razlika u sluc¢aju AIF statisticki znacajna (p<0.0001) dok u

slucaju TOMM20 razlika nije znacajna (p=0.0553), ali je isti trend kao 1 u slucaju AIF. Osim



analize povrSina, biljega mitohondrija, na istima je izraCunat 1 Pearsonov koeficijent

kolokalizacije 1 iznosi visokih 0,7 (Slika 4).

AIF MitoTracker ATF+MitoTracker Stopljeno+DAPI

Slika 2. Reprezentativne slike bojanja mitohondrija s AIF protutijelom (zeleno),
fluorescentnom bojom za mitohondrije (MitoTracker, crveno) te fluorescentnom bojom za

jezgre (DAPI, plavo). Mjerka 10 pm.

Stopljeno+DAPI

L Y "’é‘

Slika 3. Reprezentativne slike bojanja mitohondrija s TOMM20 protutijelom (zeleno),
fluorescentnom bojom za mitohondrije (MitoTracker, crveno) te fluorescentnom bojom za
jezgre (DAPI, plavo). Mjerka 10 pm.
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TOMM20 AIF TOMM20+AIF Stopljeno+DAPI

Slika 4. Reprezentativne slike bojanja mitohondrija s TOMMZ20 protutijelom (zeleno), AIF

protutijelom (crveno) te fluorescentnom bojom za jezgre (DAPI, plavo). Mjerka 10 um.

AIF/DAPI TOMM20/DAPI MitoTracker/DAPI
%k %k Xk -
- ]
| L ] | | ]
1.5 1.5 . 1.5

1.0 1.0 1.0

0.54 o, 0.5- 0.5-

0.0- 0.0- 0.0-
D21 T21 D21 T21 D21 T21

Slika 5. Kvantifikacija biljega mitohondrija. Na slici se vide normalizirane vrijednosti povrSine
1 volumena mitohondrija s ukupnom povr§inom jezgara po vidnom polju. Analiza je
napravljena na 6 odnosno 12 slika (toCkice na pojedinom stupcu, predstavljaju pojedinacne
slike) bududi da je MitoTracker bojan s oba protutijela. Na slici se vidi razlika izmedu D21 i
T21 stanica kako slijedi: AIF/DAPI (p<0.0001), TOMM20/DAPI (p=0.0553) i
MitoTracker/DAPI (p<0.0001). Grafovi predstavljaju srednje vrijednosti = SEM.
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Lizosomi

Za potrebe ovog istrazivanja koriStena je fluorescentna boja LysoTracker koja se nalazi u
daleko crvenom spektru. Ovom bojom obojani su svi lizosomi na zivim stanicama (Slika 6).
Osim toga stanice su obojane i s neoepitop specifiénim protutijelom LC3A (Slika 6). Rezultati
ovog istrazivanja pokazuju vece vrijednosti u trisomic¢nih stanica s time da je razlika u LC3A
statistiCki znacajna (p=0.001) (Slika 8). Razlika izmedu LysoTracker je takoder vidljiva, iako
nije statisticki znacajna (p=0.1232) (Slika 8) pokazuje trend, odnosno veée vrijednosti u

trisomic¢nih stanica u odnosu na disomic¢ne stanice.

Endosomi

Endosomi u ovom istrazivanju bojani su s Lampl protutijelom (Slika 7). Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su statisticki znacajnu (p=0.004) razliku izmedu disomic¢nih i trisomi¢nih
stanica (Slika 8), pri ¢emu su veée vrijednosti u trisomi¢nih stanica u odnosu na disomicne
stanice.

LC3A LysoTracker

Stopljeno+DAPI

Slika 6. Reprezentativne slike bojanja lizosoma s LC3A protutijelom (zeleno), fluorescentnom
bojom za lizosome (LysoTracker, ljubicasto) te fluorescentnom bojom za jezgre (DAPI, plavo).

Mjerka 10 um.



Lampl Lamp1+DAPI

Slika 7. Reprezentativne slike bojanja endosoma s Lampl protutijelom (crveno) te

fluorescentnom bojom za jezgre (DAPI, plavo). Mjerka 10um.

0.5 LC3A/DAPI 0.6 LysoTracker/DAPI 0.6 Lamp1/DAPI
0.4 el * %

L 0.4 0.4 ™
0.3

| N | |
0.2+
0.2 e® 0.2 .
[ .4
0.1
0.0- 0.0- 0.0-
D21 T21 D21 T21 D21 T21

Slika 8. Kvantifikacija lisozoma i endosoma. Na slici se vide normalizirane vrijednosti

povrsine 1 volumena lizosoma i endosoma s ukupnom povrSinom jezgara po vidnom polju.
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Analiza je napravljena na 6 slika (toc¢kice na pojedinom stupcu predstavljaju pojedinacne slike).
Na slici se vidi razlika izmedu D21 i1 T21 stanica kako slijedi: LC3A/DAPI (p=0.001),
LysoTracker/DAPI (p=0.1232) i Lampl/DAPI (p=0.004). Grafovi predstavljaju srednje
vrijednosti = SEM.
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Rasprava

U ovom istrazivanju napravljena je detaljna analiza stani¢nih organela na izogeni¢nom
modelu ziv€anih mati¢nih stanica uzgojenih od iPSCs. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju
statisticki znacajnu razliku u izrazaju biljega mitohondrija u trisomicnih stanica. Zanimljivo je
da mitohondriji obiljezeni s fluorescentnom bojom MitoTracker-om koja boji sve mitohondrije
unutar stanica pokazuju veliku statisticku zna¢ajnost isto kao 1 mitohondriji bojani s primarnim
protutijelom AIF (Slika 2) koje boji unutrasnju membranu mitohondrija, dok mitohondriji
bojani s TOMM20 protutijelom (Slika 3) koje boji vanjsku membranu mitohondrija ne
pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku, ali pokazuju isti trend. Ovaj rezultat moZe se objasniti na
dva sljedec¢a nacina: U navedenom istraZivanju koriSten je jedan D21 i jedan T21 klon, stoga
bi se u nastavku ovog istrazivanja trebalo ukljuciti i ostale D21 i T21 klonove kako bi se
povecao broj slika i klonova stanica po bojanju. Druga mogucénost je koristiti drugo TOMM20
protutijelo kako bi se dodatno potvrdio rezultat. Osim same analize izraZaja pojedinih biljega
na stanicama je izrac¢unat i Pearsonov koeficijent kolokalizacije izmedu AIF 1 TOMM?20 Slika
4), te iznosi visokih 0,7, od maksimalnih 1,0, Sto nam govori o visokoj kolokalizaciji odnosno
koliko se pojedina protutijela preklapaju i nalaze u istoj stani¢noj strukturi. Upravo ovaj
rezultat bi mogao biti razlog zaSto s TOMM20 nije dobivena znacajnost, jer protutijelo osim
vanjske membrane mitohondrija boji i dio unutraSnje membrane mitohondrija bojane s AIF.
Znacajna razlika izmedu D21 1 T21 mitohondrija opisana je ranije na zrelim, diferenciranim
neuronima koriStenjem JC-10 boje (MURRAY 1 sur., 2015.) §to je u skladu s rezultatima ovog
rada na NSCs.

Osim mitohondrija, u ovom istraZivanju napravljena je i1 analiza lizosoma
pomocu protutijela LC3A 1 fluorescentne boje LysoTracker (Slika 6 1 Slika 8). Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su statisticki znacajnu razliku koristenjem LC3A protutijela, dok bojanje
s LysoTracker-om pokazuje isti trend, ali rezultat nije znacajan. Ovaj rezultat moZe se objasniti
ve¢om specificnosti protutijela u odnosu na fluorescentnu boju. Osim toga isto protutijelo
koristeno je i ranije u istraZivanju na cerebralnim organoidima (ALIC i sur., 2021.) gdje je
takoder opisan izrazaj lizosoma u T21 stanicama gdje je opisan izrazaj LC3A u organoidima,
ali da nema kolokalizacije s BACE2. Isto tako, osim ovog protutijela postoje komecijalno
dostupna i druga protutijela, kao Sto je LC3B koji specifi¢no boji drugu sub-populaciju
lizosoma.

Konac¢no u ovom istrazivanju napravljena je 1 detaljna analiza lizosoma pomoc¢u Lamp1

protutijela (Slika 7 i Slika 8). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su znacajnu razliku u

15



lizosomima pri ¢emu su vece vrijednosti u T21 stanica u odnosu na D21 stanice. Rezultati ovog
istrazivanja u skladu su s ranijim istrazivanjima objavljenim na diferenciranim neuronima
uzgajanim u 2D strukturi (BOTTE i sur., 2020.), u kojem su lizosomi obiljezeni s dva
protutijela, Lampl i EEA1 te pokazuju sli¢ne vrijednosti. Osim na zrelim neuronima, ova dva
lizosomalna protutijela koriStena su i u analizi izrazaja BACE2 na cerebralnim organoidima te
su pokazala sli¢an rezultat pri cemu je pokazano da ne kolokaliziraju s BACE2 niti da su
lizosomi ukljuéeni u procese cijepanja AB bjelanéevine (ALIC i sur., 2021.).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju znacajne vrijednosti u T21 stanica za sve
ispitivane organele: mitohondrije, lizosome i endosome na modelu izogeni¢nih ZzivC€anih
matic¢nih stanica. Drugim rije¢ima trisomija kromosoma 21 dovodi do pojacanog izrazaja svih

ispitivanih organela te utjece na njihov razvoj, sazrijevanje i funkciju.
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Zakljucci

Na temelju ovog istrazivanja proizasli su sljedeci zakljucci:

1)

2)

3)

4)
5)

Trisomija kromosoma 21 utjeCe na razvoj i izrazaj biljega mitohondrija, lizosoma 1
endosoma

T21 mitohondriji imaju znacajno vecu povrSinu i volumen u odnosu na D21
mitohondrije

Pearsonov koeficijent kolokalizacije izmedu AIF i TOMM?20 iznosi visokih 0,7
T21 lizosomi imaju znac¢ajno vecu povrsinu i volumen u odnosu na D21 lizosome

T21 endosomi imaju znacajno vecu povrsinu i volumen u odnosu na D21 endosome
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Sazetak

Utjecaj trisomije kromosoma 21 na razvoj i morfologiju stani¢nih organela u

izogeni¢nim Ziv€éanim mati¢nim stanicama

Ana Druzeta

Downov sindrom (DS) je najces¢i genetski poremecaj u ljudi uzrokovan trisomijom
kromosoma 21. Trisomija moze biti potpuna ili parcijalna, a postoji i tzv. strukturni
mozaicicam kojeg karakterizira prisustvo disomi¢nih (D21) i trisomi¢nih (T21) stanica. Od
osobe koja je strukturni mozaik za DS napravljene su izogeni¢ne iPSCs od kojih su potom
uzgojene NSCs koriStene u ovom istrazivanju. Glavni cilj ovog istrazivanja bio je opisati
utjecaj trisomije kromosoma 21 na razvoj i morfologiju staniénih organela. Zive stanice
obojane su fluorescentnom bojom MitoTracker koja boji mitohondije i LysoTracker koja boji
lizosome. Stanice su potom fiksirane i obojane neo-epitop specificnim protutijelima za
mitohondrije (AIF i TOMM?20), lizosome (LC3A) i endosome (Lampl). Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su veée vrijednosti svih protutijela 1 boja u T21 stanica. Pearsonov
koeficijent kolokalizacije izmedu AIF i TOMMZ20 iznosi visokih 0,7. Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su da trisomija kromosoma 21 utjeCe na razvoj 1 morfologiju

mitohondrija, lizosoma 1 endosoma.

Klju¢ne rijeci: Downov sindrom, iPSCs, NSCs, mitohondriji, lizosomi, endosomi

23



Summary

The Impact of Trisomy of Chromosome 21 on the Development and Morphology of

Cellular Organelles in Isogenic Neural Stem Cells
Ana Druzeta

Down syndrome (DS) is the most common genetic disorder in humans caused by trisomy of
chromosome 21. Trisomy can be complete or partial, and there is also a structural mosaicism
characterized by the presence of disomic (D21) and trisomic (T21) cells. Isogenic iPSCs were
derived from a person who is a structural mosaic for DS, from which NSCs were then cultured
and used in this study. The main goal of this study was to describe the impact of trisomy of
chromosome 21 on the development and morphology of cellular organelles. Live cells were
stained with the fluorescent dye MitoTracker, which stains mitochondria, and LysoTracker,
which stains lysosomes. The cells were then fixed and stained with neo-epitope-specific
antibodies for mitochondria (AIF and TOMM?20), lysosomes (LC3A), and endosomes
(Lamp1). The results of this study showed higher values for all antibodies and dyes in T21
cells. Pearson's colocalization coefficient between AIF and TOMM?20 is a high 0.7. The results
of this study demonstrated that trisomy of chromosome 21 affects the development and

morphology of mitochondria, lysosomes, and endosomes.

Keywords: Down syndrome, iPSCs, NSCs, mitochondria, lysosomes, endosomes
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