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1. UvOD

Mozdani udar je glavni uzrok oduzetosti kod odraslih (Lloyd-Jones i sur., 2009). Prema
svjetskoj organizaciji za mozdani udar (engl. World Stroke Organization, WSO,) prosje¢no 15
milijuna ljudi diljem svijeta svake godine dozivi mozdani udar (Mackayn i Mensah, 2004;
WSO, 2012). Do sada ne postoji ucinkovit tretman za obnovu mozga nakon ovakve vrste
ozljede (Shenglian i sur., 2013).

Razumijevanje grade mozga zasnivalo se na tradicionalnom stavu da u mozgu nakon rodenja
ne nastaju nove zivcane stanice te da je njihov gubitak tijekom Zivota trajan i nenadomjestiv.
Nakon spoznaje da u odraslom mozgu nastaju nove Ziv€ane stanice, koje se ukljuuju u
djelovanje mozga, otvaraju se novi terapijski pristupi (Gajovi¢, 2012). Mati¢ne stanice su
trenutno glavna nada za oporavak i obnovu ozljedenog tkiva mozga, ali potrebno je jo§ mnogo
istrazivanja kako bi se pokazao njihov dugoro¢ni ucinak (Zhang i sur., 2013). Vrsta mati¢nih
stanica kojima se daje prednost kod ozljeda mozga su neuralne mati¢ne stanice zbog svojih
posebnih svojstava. Poznato je da biopodudarni biomaterijali imaju vaznu ulogu u
prezivljenju i mnozenju transplatiranih mati¢nih stanica pruzaju¢i mehanicku podrsku
(Hwang 1 sur.,, 2014). Proucavanje interakcija izmedu neuralnih mati¢nih stanica 1
biomaterijala moZe unaprijediti naSe shvacanje njihove samoobnove 1 svojstva diferencijacije
kako bi se mogao osmisliti bioloSki sustav koji bi pruzio ucinkovitu ugradnju, opstanak i
prozimanje s ozljedenim ili oboljelim predjelima srediSnjeg Ziv€anog sustava (Discher 1 sur.,
2009).

Cilj ovoga rada bio je provijeriti da |i se metakrilirana gelan guma moze koristiti kao dobar
hidrogelni nosa¢ neuralnih mati¢nih stanica $to bi joj omoguéilo niz primjena u
neuroznanosti. Kako bismo to provjerili, uklopili smo misje neuralne stanice u hidrogelove

gelan gume i izmjerili stupanj umnazanja (proliferacije) stanica dva dana nakon uklapanja.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Mati¢ne stanice

Covjek svakodnevno gubi veliki broj razli¢itih stanica koje moraju biti nadoknadene novima.
U slucaju ozljede ili bolesti, potreba za novim stanicama je jo$ vise izrazena. Dvije su
mogucnosti obnove: dioba susjednih stanica koje su obavljale istu funkciju kao izgubljene
stanice ili, ¢e$ce, nase tijelo koristi stanice koje jo§ nisu imale svoju ulogu, nediferenciranim

stanicama koje, obzirom na danasnje spoznaje, nazivamo mati¢nim stanicama.

STO JE MATICNA STANICA?

Stanica koja ima moguénost:

Pretvaranja u djelatne stanice

Samoobnavljanja

Miicne Koitane Masne Hrskavitne

Slika 1. Svojstva mati¢nih stanica (TSAOG, 2015)

Matic¢ne stanice posjeduju dva vrlo bitna svojstva: prvo je da one same ne vrSe nikakvu
djelatnu ulogu u organizmu, ali imaju sposobnost pretvoriti se (diferencirati) u djelatne stanice
(npr. koStane stanice, masne stanice 1 miSi¢ne stanice). Drugo svojstvo mati¢nih stanica je
sposobnost samoobnavljanja, tj. stvaranja novih mati¢nih stanica koje se mogu koristiti u
slu¢aju potrebe (Gajovié¢, 2009). Mati¢ne stanice nuzne su za normalno funkcioniranje odrasle
osobe. Neke od njih se dijele brze jer je i potreba za njima veéa (npr. krvotvorne mati¢ne
stanice), dok druge miruju u tkivu i bit ¢e potaknute na diferencijaciju samo po potrebi (npr.
satelitske stanice u miSi¢nom tkivu). Pretvaranje obuhvaca niz promjena u kojima stanica
postupno dobiva svoj identitet, prilagodava svoju gradu i kona¢no pocinje izvrSavati svoju

djelatnu ulogu (Slika 1).

2.1.1. Maticne stanice prema moguénostima promjene

Prema moguénosti promjene, mati¢ne stanice dijelimo na:



Unipotentne prastanice (progenitorne mati¢ne stanice) imaju moguénost prijeé¢i samo u jednu

vrstu stanica (npr. spermatogonalne stanice koje rezultiraju samo spermijima).

Multipotentne mati¢ne stanice se mogu diferencirati u stanice razli¢itih tkiva (npr. neuralne

matiCne stanice, matic¢ne stanice koze, krvotvorne stanice i druge).

Pluripotentne mati¢ne stanice Su Stanice iz kojih mogu nastati svi tipovi stanica zametnih

listi¢a (ektoderma, mezoderma i endoderma).

Totipotentne mati¢ne stanice se mogu diferencirati u sve tipove stanice, ukljucujuci
embrionalne stanice. One predstavljaju (sve)moguéi izbor bilo kojih stanica koje bi bile

potrebne nasem tijelu.

2.1.2. Maticne stanice prema podrijetlu

Mati¢ne stanice se, takoder mogu podijeliti i prema podrijetlu, a jedna od podjela jest na

adultne mati¢ne stanice i mati¢ne stanice fetalnog te embrionalnog podrijetla.

Adultne maticne stanice se nazivaju jo§ i somatske mati¢ne stanice, a nalaze se u tijelu
odraslih. Adultne mati¢ne stanice mogu tvoriti razli¢ita tkiva jetre, kosti, gusteraCe. Na

primjer, iz koStane srzi se izoliraju hematopoetske maticne stanice.

Mati¢ne stanice fetalnog podrijetla su stanice koje se izoliraju iz krvi pupkovine, ili iz samog

ploda nakon pobacaja.

Mati¢ne stanice embrionalnog podrijetla se nazivaju jos i embrionalne mati¢ne stanice (Slika
2). Pluripotentne mati¢ne stanice se izoliraju iz embrija u fazi blastociste, te se potom

uzgajaju u kulturi stanica (Van Assche, 2002).



Slika 2. Misje embrionalne mati¢ne stanice u kulturi. Strelice pokazuju nakupine
nediferenciranih stanica, a glave strelica diferencirane stanice. Mjerna crta je 100 pm.
(Gajovi¢, 2009)

Maticne stanice iz koStane srzi sada spadaju u zastarjeli nacin lijecenja teskih bolesti. One su
ve¢ prosle proces starenja i samim tim imaju manju sposobnost diferencijacije, a 1 veliki
nedostatak im je §to njihova nabava ukljucuje bolnu operaciju. S druge strane, mati¢ne stanice
iz krvi pupkovine omogucuju bezbolnu primjenu te imaju veu moguénost pretvaranja.
Zadnjih godina raste broj banaka mati¢nih stanica ¢ija je uloga pohranjivanje mati¢nih stanica
iz krvi pupkovine za moguce koriStenje pri lijeCenju pacijenta u buduénosti. Adultne mati¢ne
stanice se mogu diferencirati u razli¢ite vrste tkiva kao i embrionalne stanice, ali embrionalne

maticne stanice se i1 brZze razmnozavaju (Korica, 2015).

2.1.3. IstraZivanja na Zivotinjama

Zanimljivo je da su embrionalne mati¢ne stanice dobivene isklju¢ivo od zametaka sisavaca
dok su pokusi na pticama i ribama bili samo djelomi¢no uspjesni. Prve su takve stanice bile iz
zametka miSa, potom Stakora, hrcka, zeca, svinje, ovce, krave, konja 1 majmuna, a takoder i
covjeka.

Znanstvena primjena embrionalnih mati¢nih stanica vrlo je vaZzna u eksperimentima kojima
zelimo unijeti genske preinake u genom stanica u kulturi. Od genetski promijenjenih
embrionalnih mati¢nih stanica mozemo stvoriti novu generaciju eksperimentalnih Zivotinja (u
vecini slucajeva su to miSevi) koje su nositelji unesene genske preinake. Osnovna je genska
preinaka ona koja dovodi do onemogucavanja gena (engl. loss of function, knock-out). Njen

rezultat je mi$ kojemu nedostaje bjelancevina koju prou¢avamo.



Takvi miSevi razviju odredene posljedice koje se ogledaju u promjeni njihovog fenotipa, te
proucavanjem ovih posljedica zakljucujemo Sto bjelancevina koja nedostaje ¢ini u misu,

odnosno dobivamo uvid u ulogu onemoguéenog gena (Gajovic, 2009) .

2.1.4. Terapeutska upotreba ljudskih mati¢nih stanica

Adultne krvotvorne mati¢ne stanice se dobivaju iz kosStane srzi donora ili od samih bolesnika
(prije kemoterapije). Mogu se izolirati i iz krvi, ukoliko je tome prethodio tretman poticanja
prolaska stanica iz koStane srzi u krv. Krvotvorne fetalne mati¢ne stanice se izoliraju iz
pupkovine, odmah nakon rodenja. Ukoliko nisu potrebne, mogu se pohraniti u banku krvi

pupkovine.

Neuralne mati¢ne stanice iz ljudskog fetusa pokazuju terapeutski uc¢inak. Najveci nedostatak

predstavlja upravo eticko pitanje njihove nabave (Van Assche, 2002).

Grana regenerativne medicine jedna je od najbrze rastu¢ih grana medicine u 21. stoljecu.
Sposobnost mati¢nih stanica da pomognu pri obnavljanju drugih stanica i tkiva otkrivena je
nedavno, $to pruza nove mogucénosti u lije€enju mnogih bolesti, kao $to su mozdani udar,
Alzheimerova bolest te tumora razliCitih vrsta. Danas se mati¢nim stanicama iz pupkovine
pacijenta ve¢ lijeCe leukemija, mijeloproliferativna bolest, dijabetes, trisomija, Ulrich-

Turnerov sindrom i druge bolesti (Korica, 2015).

2.2. Neuralne mati¢ne stanice

Dugi niz godina se vjerovalo da je mozak staticni organ ¢ije se stanice ne mogu regenerirati
nakon ozljede ili bolesti. No, novija istrazivanja su dokazala regenerativni potencijal
neuralnih mati¢nih stanica (NMS) u nizu eksperimentalno izazvanih ozljeda ziv€anog tkiva.
Ovi pozitivni rezultati su dali nadu da ¢e se u skoroj buduénosti ozljeda zivéanog tkiva moci
sanirati obnovom uz pomo¢ neuralnih mati¢nih stanica. Mala populacija mati¢nih stanica
nadena je u 1 hipokampusu odraslih ljudi. Njihova funkcija jo$ uvijek nije razjasnjena, no
sli¢na populacija stanica kod Zivotinja ima vaznu ulogu u postnatalnom rastu i obnovi

ziv€anog tkiva od ozljeda, anoksije ili bolesti (English i sur., 2013).



2.2.1. Pluripotentnost neuralnih mati¢nih stanica

Neuralne mati¢ne stanice su prvi izbor medu mati¢nim stanicama, u sluc¢ajevima kada je
potrebna obnova ziv€éanog tkiva i to zbog moguénosti razvitka u sve vrste odraslih neuralnih
stanica: ziv€ane stanice (neurone), oligodendrocite i astrocite (Kennea i Mehmet, 2002).

Weiss i suradnici (1996) su pokazali da te stanice imaju moguénost razmnozavati se in vitro.

Ziv&ane stanice su strukturalna i funkcionalna jedinica Zivéanog sustava. To su specijalizirane
stanice koje imaju jedinstvenu sposobnost stvaranja i provodenja elektri¢nih impulsa. Zivéane
stanice medusobno komuniciraju na mjestima gdje se dodiruju, ta mjesta nazivamo sinapse
(FitzGerald i Folan-Curran, 2002). Neuroni vr$e kontrolu ponasanja djelujuci pojedinaéno ili,
cesce, zajednicki kao neuronske mreze koje su povezane u specijalizirane funkcionalne
sustave. Opcenito, sustavi nastaju kada skupine neurona ili neuronskih mreza sudjeluju u
kontroli odredenog oblika ponaSanja. Zivéana stanica se sastoji od tijela Ziv&ane stanice
(soma), dendrita, aksona i presinapti¢kih aksonskih zavrSetaka (Slika 3) (Demarin i Trkanjec,
2008).

Soma
Mijelinske

ovojnice

Jezgra

Aksonski
breZuljak

Dendriti

Aksonski
zavrietak

Slika 3. Grada zivc¢ane stanice (Runichoue, 2014)

Oligodendrociti su zaduZeni za stvaranje mijelinskih ovojnica oko aksona u bijeloj masi
mozga. U sivoj masi, one stvaraju satelitske stanice koje sudjeluju u izmjeni iona sa zivéanim

stanicama (FitzGerald i Folan-Curran, 2002).

Astrociti imaju vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze iona i pH vrijednosti izvanstani¢ne

tekucine, a zavrSnim nozicama svojih protoplazmatskih izdanaka okruzuju mozdane kapilare



(Slika 4). Na taj nacin ¢ine dio krvno-mozdane barijere te sudjeluju u prijenosu tvari izmedu
kapilara i neurona. Nakon ozljede, astrociti se pretvaraju u reaktivnu gliju i na mjestu ozljede

stvaraju glijalni oziljak (Demarin i Trkanjec, 2008).

Neuron :
Oligodendrocit
Mijelinska
ovojnica
Akson
Zavrinanoiica
astrocite
Moidana
kapilara

Slika 4. Astrociti sudjeluju u stvaranju krv — mozak barijere (FitzGerald i Folan-Curran,
2002)

2.2.2. Neurogeneza

Neurogeneza je postupak stvaranja novih neurona iz neuralnih mati¢nih stanica. Vjeruje se da
je postupak neurogeneze, pod normalnim fizioloskim uvjetima, veoma ogranicen.

Nekoliko unutarnjih i vanjskih faktora reguliraju rad neuralnih mati¢nih stanica, kao i njihove
razli¢ite faze razvitka. Ti faktori sadrze signalne molekule (npr. koStani morfogenetski
protein), neurotrofne faktore i faktore rasta (npr. neurotrofni moZdani faktor (BDNF),
epidermalni faktor rasta — EGF) i neurotransmitere (npr. y-aminomasla¢na kiselina, (engl. y-
aminobutyric acid; GABA)).

Bitnu ulogu u razvoju neurona igraju i astrociti. Specijalna vrsta zvjezdolikih astrocita se
dijeli asimetri¢no, stvarajuci jednu stanicu nalik sebi i jednu stanicu, zvanu pratilac stanica s
ograni¢enim potencijalom samoobnavljanja (engl. transient amplifying cell). One se dijele
brzo, diferenciraju se u neuroblaste 1 migriraju na svoje konacne destinacije u srediSnjem

ziv€anom sustavu dok su joS u fazi diferencijacije. Kada stignu na svoje odrediste, iz

7



neuroblasta nastaju neuroni. U odraslom sredi$njem zivéanom sustavu, novonastali neuroni se
integriraju u postojecu strukturu mozga te tako odrzavaju plasti¢nost mozga.

Bitno je znati da razli¢iti stimulansi fizioloSke ili patoloske naravi mogu djelovati na proces
neurogeneze, pojacavajudi ili potiskivajuci stvaranje novih neurona kod odraslog pacijenta.
Razlicita patoloska stanja poput mozdanog udara i neurodegenerativnih bolesti mogu utjecati
na neurogenezu u mozgu odraslog pojedinca.

Mati¢ne stanice i prethodnici neurona u stanju su reagirati na takva patoloska stanja te
povecati proliferaciju i1 stvaranje novih neurona koji kasnije okruze pogodeno podrucje.
Spontani odgovor odraslog mozga ukazuje na postojanje regenerativnog potencijala mozga,
ali neuralne matic¢ne stanice koje se nalaze u odraslom ¢ovjeku nisu U Stanju same izazvati
potpunu neuroregeneraciju (Korica, 2015).

Tretman mati¢nim stanicama kod bolesti srediSnjeg Ziv€anog sustava je izazov iz razloga Sto
krvno-mozdana barijera ogranicava difuziju NMS u mozak. Stoga je iskljucena opcija
tretiranja bolesnika tradicionalnim oralnim ili intravenoznim putem. Nadalje, lezija mozga ne
moze pruziti pogodan mikrookoli§ za obnovu i rast NMS zbog upale, nastanka glijalnog
oziljka, otpustanja inhibicijskih molekula i odsustva ranije spomenute vrste astrocita, stanica
pratilaca (Parr i sur., 2007). Stoga je jedan od nacina razviti unaprijeden biomaterijal, koji ¢e
biti pogodan za rast novih stanica, na neki nafin oponaSati prirodne niSe, podrzavati rast
NMS, ali bez nezeljenih diferencijacija u pogreSnom smjeru i gubitka ,,mati¢nosti* (Shenglian

i sur., 2013).

2.3. Biomaterijali u tkivnom inZinjerstvu

Tkivno inZenjerstvo je interdisciplinarno znanstveno podrucje koje obuhvaca podrucje
stani¢ne biologije, medicine, biomaterijala i bioinzenjerstva. Tkiva nastala kombiniranjem
stanica 1 biomaterijala otvaraju nove terapeutske mogucénosti u podru¢ju transplantacijske
medicine. Najveci znanstveni napredak napravljen je u podrucju izrade umjetnih kostiju,
hrskavice i koze. Mati¢ne stanice se sve ¢eSce koriste u ove svrhe zbog njihove sposobnosti
diferenciranja u viSestani¢nu organiziranu strukturu nalik tkivu.

Brojni biomaterijali su koriSteni u srediSnjem ziv€anom sustavu (Gnavi i sur., 2013; Tam i
sur., 2014; Zhang i sur., 2014). Za pojedine medicinske svrhe je vazno da biomaterijali ostanu
stabilni u duzem vremenskom periodu (na primjer za izradu elektroda) (Ordonez i sur., 2012).
S druge strane, u podrucju tkivnog inzenjerstva (Silva i sur., 2012) biomaterijali se moraju

razgraditi nakon $to ispune svoju prvotnu svrhu.



2.3.1. Hidrogelovi

Hidrogelovi imaju visok postotak vode (> 90%) zbog svog hidrofilnog karaktera, Sto ih ¢ini
pogodnim za koristenje u tkivhom inzenjerstvu. Hidrogelovi mogu biti fleksibilni kao meka
tkiva, kruti kao hrskavica ili kost, ili elasti¢ni kao koza i krvne zile. S obzirom na podrijetlo,
hidrogelove dijelimo na prirodne i sinteticke. Sinteticki hidrogelovi se za razliku od prirodnih,
mogu izraditi tako da precizno imitiraju mehanicke karakteristike izvanstani¢nog matriksa.
Njihova je prednost u tome §to im se polimerizacija, degradacija i biokompatibilnost mogu
precizno kontrolirati, $to uvelike utjee na smanjenje varijabilnosti medu in vitro
istrazivanjima i smanjuje potencijalnu imunoreakciju prilikom koristenja u mozgu. Nadalje, u
porama sinteti¢kih hidrogelova mogu se uklopiti stanice, lijekovi ili drugi terapeutski agensi
(Aurand i sur., 2012).

Tkivno inZenjerstvo u podruc¢ju neuroznanosti predstavlja poseban izazov zbog kompleksnosti
i osjetljivosti zivéanog tkiva. Hidrogelovi su zbog svojih pogodnih fizikalno-kemijskih
svojstava i biokompatibilnosti ¢esto prvi odabir medu brojnim biomaterijalima za koristenje u
neuroznanosti. Ugradnjom stanica, lijekova i/ili bioaktivnih tvari u hidrogelove, znanstvenici
se mogu pribliziti svom kona¢nom cilju - izradi tkiva ex vivo ili in situ za oporavak mozga. Ti

viSekomponentni sustavi mogu biti izvedeni tako da vode ka direktnoj stani¢noj diferencijaciji

(Slika 5) i vaskularizaciji unutar gela i formiranju kompozitnih neuralnih tkiva (Aurand i sur.,
2012).

Slika 5. Sfere misjih neuralnih mati¢nih stanica u alginatnom hidrogelu, aksonalni izdanci
koji se pruzaju van sfera su vidljivi nakon 10 dana in vitro uzgoja (Ljubazno$¢u Ferhatovic¢

Hamzi¢, 2013).



Hidrogelovi pruzaju odgovarajucu trodimenzionalu mrezu za transplantirane stanice ili
bioaktivne tvari, te mogu regulirati njihovo ponasSanje i povecati njihov neuroprotektivni
potencijal. Nadalje, hidrogelovi mogu pruziti stromalnu potporu unutar Supljina u zivéanom
tkivu nastalih nakon ozljeda i mogu pojacati sposobnost mati¢nih stanica da obnove strukturu
1 funkcionalnost ziv€anog tkiva. Zbog svoje biokompatibilnosti, hidrofilnog karaktera i
mehanickih svojstava (niskih mikromehani¢kih modula) 1 strukturalne raznolikosti,
hidrogelovi se Cesto koriste za regeneraciju zivéanog tkiva (Aurand i sur., 2012; Hynd i sur.,
2007). Otopine injektirane u mozak nakon mozdanog udara trenutno stvaraju in situ
trodimenzionalne hidrogelove pri fizioloSkim temperaturama. Transplantacija ljudskih ili
Stakorskih neuralnih mati¢nih stanica suspendiranih u hidrogelovima rezultira ravnomjerno
distribuiranim stanicama unutar mozdane lezije, neuronalnom diferencijacijom i poboljSanim
histoloSkim rezultatima (Bible i sur., 2012; Cheng i sur., 2013; Jin i sur., 2010). Izvanstani¢ni
matriks izraden od hijaluronske kiseline pruza makroskopsku arhitekturu i potporu za razvoj

neuralnih matiénih stanica, njihovu migraciju i diferencijaciju (Quirico-Santos i sur., 2010).

2.3.2. Metakrilirana gelan guma (MGG)

Gelan guma je polisararid koji se dobiva mikrobnom fermentacijom bakterije Sphingomonas
paucimobilis. Cesto se koristi u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao zguinjiva¢,
emulgator 1 stabilizator jer povecava viskoznost otopina kojima se dodaje (Terry, 2014).

Topiva je u vodi, a kada se zagrije u smjesi s monovalentnim i divalentnim kationima, formira

gel tijekom hladenja pod blagim uvjetima (Slika 6).

Slika 6. Pretvorba sol-gel u otopini gelan gume koja sadrzi kalcijev klorid (slika lijevo- prije

geliranja, slika desno- nakon geliranja) (Oliveira i sur., 2010)
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Iako gelan guma daje relativno stabilne gelove, potrebno je poboljsati njihovu mehanicku
funkcionalnost i dugotrajnost prilikom koriStenja u medicinske svrhe. Jedna od kemijskih
preinaka koje se mogu Koristiti u svrhu poboljSanja svojstava gelan gume je metakrilacija.
Hidrogelovi metakrilirane gelan gume prvi su put proizvedeni u grupi profesora Rui Reisa
metakrilacijom kratkolan¢ane gelan gume (Silva-Correia i sur.,, 2010). Ova kemijska
modifikacija gelan gume otvara mogucnost kontroliranja ulaska endotelnih stanica i urastanja
krvnih Zzila u gel i poboljSava mehanicka svojstva hidrogela (Silva-Correia 1 sur., 2011).
Nadalje, ovakav hidrogel se moze in situ gelirati u vrlo kratkom vremenskom intervalu
(nekoliko minuta) (Silva-Correiai sur., 2010). Metakriliranjem gelan gume pri razli¢itim
reakcijskim uvjetima i upotrebom razliCitih strategija geliranja moguce je podesiti stupanj
umrezenosti hidrogela i samim time utjecati na vazna mehanicka svojstva hidrogela kao §to su
profil degradacije i kapacitet bubrenja. Kompaktnija mikrostruktura metakrilirane gelan gume
se pokazala efikasnijom kod regeneracije nukleusa pulpozusa u usporedbi s obi¢nom gelan
gumom (Silva-Correia i sur., 2012). Dakle, optimiranjem eksperimentalnih uvjeta mozemo
utjecati na konacna svojstva hidrogelova kako bismo se ¢im vise priblizili funkcionalnim
svojstvima tkiva koje Zelimo regenerirati. Daljnja istrazivanja koja su proveli ¢lanovi
istrazivackog tima Rui Reisa pokazala su da stupanj metakrilacije gelan gume koji oni koriste
nije otrovan za stanice, konacno dobiveni materijal je biokompatibilan budu¢i da ne
prouzrokuje nikakve Stetne posljedice u in vitro i in vivo sustavima (Silva-Correia i sur.,
2013).

Ponukani pozitivnim rezultatima prethodnih istrazivanja, Reis i suradnici (Silva-Correia i sur.,
2012; 2013) odlucili su provjeriti moze li gelan guma posluziti kao dobar nosa¢ mati¢nih
stanica u svrhu regeneracije Zivcanog tkiva. Njihov prvi pokuSaj koriStenja gelan gume u
podrucju neuroznanosti je rezultirao zaklju¢kom da je gelan gumu potrebno kemijski
modificirati (Silva i sur., 2012). Kada se sinteticki peptid izveden iz fibronektina veze Diels-
Alderovom reakcijom za gelan gumu, dobije se produkt na koji stanice znacajno bolje
prijanjaju u odnosu na samu gelan gumu, $to dovodi do pobolj$anja stani¢ne morfologije i

proliferacije.

Cilj rada bio je provijeriti koja koja ¢e koncentracija neuralnih mati¢nih stanica pokazati

najbolju proliferaciju u metakirliranoj gelan gumi.
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2.4. MTS tetrazol test

MTS test je kolorimetrijska metoda koja se obi¢no koristi za odredivanje broja zivih stanica u
proliferacijskim testovima ili testovima citotoksi¢nosti. MTS test je dizajniran za ispitivanje
citotoksicnosti tvari koje se oslobadaju iz polimernih materijala kao Sto su gelovi, mreze

vlakana, membrane i sli¢no.

MTS test se temelji na bioredukciji novog tetrazolskog spoja, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium (MTS, Owenov reagens) u smedi
produkt topiv u mediju za uzgoj stanica (Slika 7). Ova konverzija se vjerojatno dogada
pomoc¢u NADPH ili NADH koje proizvodi enzim dehidrogenaza u metabolicki aktivnim

stanicama.

OCHCO0H OCH,COOH

,O/ .
> \
N-N@(_Z/ CHs N=NH S ch,
\I
CH NN

MTS formazan

Slika 7. Struktura MTS tetrazola i njegovog formazanskog produkta

Koli¢ina formazanskog produkta se odreduje pomocu apsorbancije uzorka pri 490 nm, a
direktno je proporcionalna broju zivih stanica u uzorku. Formazanski produkt u MTS testu je
topiv u mediju za uzgoj stanica $to ovaj test ¢ini jednostavnijim za koristenje u usporedbi sa

sli¢nim testovima, kao Sto je MTT.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za eksperimentalni dio ovog rada koriStene su neuralne mati¢ne stanice izolirane iz E14

mozdanog tkiva mi§jih embrija iz trudne Cd57 misSice.

Hidrogel koji smo koristili je metakrilirana gelan guma, mimsys G, donacija istrazivace grupe

3B's, to¢nije, njihove spin off tvrtke Stemmatters (Caldas das Taipas, Portugal).

Reagensi:
1) Etanol, 70%-tna otopina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
2) Hank Balanced Salt Solution (HBSS) (bez Ca** i Mg®*, Invitrogen, Grand Island, NY,
SAD)
3) otopina enzima akutaze (Invitrogen, Grand Island, NY, SAD))
4) Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Lonza, Verviers, Belgija)
5) Glutamax (Invitrogen, Grand Island, NY, SAD)
6) mimsys G (Stemmatters, Caldas das Taipas, Portugal)
7) MTS testa (Promega, MA, USA)

Aparatura i pribor:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Petrijeve zdjelice (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)
Epruvete (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)

Pipete (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)

Skare

Pinceta

Spektrofotometar (Bio Rad, Hercules, CA, SAD)
24-titarska plocica za rast stanica (Croning, NY, SAD)
Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)
Mikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss, Jena, Njemacka)

10) Inkubator (37 °C, 5% CO,) (Binder, Bohemia, NY, SAD)

3.2. Metode rada

3.2.1. 1zolacija i seciranje moZdanog tkiva misa

Izolacija 1 seciranje mozdanog tkiva miSa E14 vrSila se u 14. danu embrionalnog razvoja.

Nakon eutanazije trudne Cd57 crne miSice cervikalnom dislokacijom, trbusna Supljina se
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ispire sa 70 % -tnom otopinom etanola. Koza se uhvati s pincetom i presjece s malim Skarama
kako bi se vidjela maternica koja se zatim izvadi. Tkivo maternice se postavi u petrijevu
zdjelicu s HBBS. Rad se nastavlja u sterilnim uvjetima na stolu s okomitim protokom zraka.
Tkivo maternice se prebaci u novu petrijevu zdjelicu koja sadrzi svjezi HBSS. Maternica se
izreze 1 zametak se prenese u drugu petrijevu zdjelici s hladnom HBBS. Glave zametaka je
potrebno odvojiti na razini vratne ledne mozdine i prenijeti ih u posudu s otopinom za
seciranje. Proces se zapoCinje uklanjanjem mozga, drzeéi glavu s pincetom u poziciji leda
okrenutih prema gore. Mozak se lagano prihvati pincetom i izvadi. Obje hemisfere se seciraju
te se prenesu pomocu pipete od 1000 pl s odrezanim vrhom (kako bi tkivo lakse uslo kroz
veéi promjer otvora) u epruvetu od 50 ml. Postupak se ponavlja sve dok svi mozgovi nisu
secirani. Sva izolirana tkiva se stave u novu petrijevu posudu s hladnom otopinom za
seciranje. Tkiva se usitnjavaju s malim $karama. Usitnjeno tkivo se prebaci u epruvetu od 50

ml.

3.2.2. Odvajanje neuralnih mati¢nih stanica i nasadivanje na hranjivu podlogu

Usitnjeno tkivo se treba slegnuti na dnu epruvete, nakon cCega se uklanja visak otopine.
Dodaje se otopina enzima akutaze u epruvetu (2-3 ml za tkivo iz 4-5 embrija). Inkubacija s
akutazom traje 20-30 minuta, na sobnoj temperaturi. Za to vrijeme potrebno je tresti epruvetu
i periodi¢no triturirati tkivo s pipetom od 1000 ul (25-35 puta). Na kraju enzimatske
inkubacije ostati ¢e plutati manja koli¢ina tkiva koje se nije razdvojilo, dok ¢e ostatak stanica
biti u suspenziji. Kada se tkiva slegnu, suspenzija se odvoji u novu epruvetu od 50 ml. Dodaje
se 5 ml DMEM i Glutamax u supenziju stanica kako bi se stanice odvojile od otopine.
Suspenzija se centrifugira 6 min na 340 x g, na sobnoj temperaturi. Supernatant se uklanja, a
talog resuspendira u 2 ml DMEM medija za rast . Stanice se izbroje kako bi se mogle nasaditi
u gustoéi od 2-3 x 10° stanica po 25 ml (u boci od 75 cm?). Stanice se inkubiraju u vlaznom
inkubatoru pri 37°C i 5% CO,.

3.2.3. Pasaza embrionalnih neurosfera

Dva dana nakon izolacije, nastaje neurosfera oko stanica. Stanice se prenose iz boce u
epruvetu od 50 ml. Centrifugiraju se 5 minuta na 200 x g pri sobnoj temperaturi. Supernatant
se mora ukloniti nakon ¢ega se dodaje 2 ml enzima akutaze. Sfere se inkubiraju u akutazi 10
min na sobnoj temperaturi uz redovno protresanje epruvete i trituriranje s pipetom od 1000 pul

(20-30 puta). Za razrjedivanje enzima dodaje se 5 ml DMEM medija. Slijedi centrifugiranje
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suspenzije 6 minuta na 340 x g na sobnoj temperaturi. Supernatant se uklanja, a talog se

resuspendira u MGG tako da gustoéa bude 1 x 10° stanica po mililitru.

3.2.4. Uklapanje stanica u hidrogel

Pod aseptickim uvjetima doda se 9 ml sterilne deionizirane vode u 0,2 g MGG. Gel se otopi se
uz mijeSanje na 37°C. Talog stanica se resuspendira u 1 ml medija za rast stanica i pomijeSa
se s MGG otopinom tako da se dobiju dvije koncentracije otopina (1 i 2 x 10° stanica po ml).
Mjesavina stanica i MGG-a volumena 100 pl se prenosi u jazice 24-titarske plocice za rast
stanica te se doda DMEM medij kako bi prekrio sve stanice. Geliranje MGG i povezivanje
stanica s gelom se dogada tijekom 5 minuta, nakon ¢ega se preporuca period stabilizacije od
10 minuta u mediju koji u ovom slucaju sluzi kao otopina za umrezavanje (crosslink solution).
Nakon toga se taj medij moze zamijeniti s 900 pl svjezeg medija za rast stanica. Kao kontrola,
koristene su 10° stanica u 1 ml DMEM medija za uzgoj. Sve stanice koriStene u eksperimentu
se zatim pogledaju pod svjetlosnim mikroskopom i1 ako su ravnomjerno rasporedene u

jazicama, stave se u inkubator na uzgoj dva dana.

Stanice razligitih koncentracija (1 i 2 x 10° stanica po ml) nasade se na 1% MGG, pogodan za
uzgoj NMS. Usporedba se vrsi s NMS u ¢istom mediju, $to je u rezultatima oznaceno kao
100% fluorescencije. Proliferacija se odredeju pomocu MTS testa.

MTS reagens se dodaje u uzorke u omjeru 1:10 u tami, te se potom plocica sa uzorcima

pohrani u inkubator 4 sata nakon ¢ega se mjeri apsorbancija na speektrofotometru pri 490 nm.

3.2.5. Statistika

Za obradu podataka koristili smo kompjuterski program Graph Pad (GraphPad Software, Inc.
California, USA) Znacajnost razlika izmedu vrijednosti dobivenih u pokusim i kontrolnoj

skupini odredivali smo Student-ovim t-testom neovisnih varijabli.

15



4. REZULTATI

Cetiri sata nakon pocetka eksperimenta smanjen je broj zivih stanica uklopljenih u MGG u
odnosu na kontrolu (stanice u mediju) (Slika 8). Pri manjoj koristenoj koncentraciji (1 x 10°
stanica) je fluorescencija pala na 88,80 + 5,39% (srednja vrijednost + standardna pogreska
aritmetiGe sredine) od kontrolne vrijednosti, dok je smanjenje pri visoj koncentraciji (2 x 10°
stanica) jo$ drasti¢nije, pa fluorescencija iznosi 50,48 + 0,78% od kontrolne vrijednosti.
Statisticka analiza otkriva da se vrijednosti fluorescencije medu dvjema KkoriStenim
koncentracijama znacajno razlikuju, te je visa koncentracija uklopljenih stanica dala loSije

rezultate (t-test, p<0,05).
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Slika 8. Usporedba prezivljenja neuralnih mati¢nih stanica u mediju i u 1 %- tnom MGG-u
pri koncentraciji od 1 x 10° te 2 x 10° 4 h nakon inkubacije. Zvjezdica ozna¢ava znacajnu

razliku medu uzorcima (t-test, p<0,05)

Kod dugotrajnijeg uzgoja stanica (24 sata) u MGG-u primjecen je nastavak trenda smanjenja
broja zivih stanica pri manjoj koncentraciji i fluorescencija iznosi 73,24 + 3,31% (Slika 9). Pri
viSoj koncentraciji stanica postotak fluorescencije je blago porastao u odnosu na kontrolne
vrijednosti 1 iznosi 66,40 =+ 1,13%. U ovoj vremenskoj to¢ci ne primjecujemo znacajne razlike

medu koriStenim koncentracijama stanica (t-test).
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Slika 9. Usporedba prezivljenja neuralnih mati¢nih stanica u mediju (kontrola) i u 1 %- tnoj
MGG-u pri koncentraciji od 1 x 10° te 2 x 10°, 24 h nakon inkubacije- Zvjezdica oznacava

znacajnu razliku medu uzorcima, t-test, p<0,05.

Drugi dan nakon pocetka eksperimenta uoceno je drasticno opadanje broja prezivjelih stanica
pri objema koriStenim koncentracijama (Slika 10.). Postotak fluorescencije iznosi 6,16 +
1,62% pri niZoj, a 20,17 + 3,61% pri viSoj koncentraciji stanica. U ovoj vremenskoj to¢ci visa
koncentracija stanica dala je statisti¢ki znacajno bolji rezultat u odnosu na nizu koncentraciju

stanica (t-test, p<0,05).
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Slika 10. Usporedba prezivljenja neuralnih mati¢nih stanica u mediju (kontrola) i u 1 %- thom
MGG-u pri koncentraciji od 1 x 10° te 2 x 10°, 31 h nakon inkubacije, zvjezdica pokazuje

znacajnu razliku u odnosu na kontrolu, t-test, p<0,05
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5. RASPRAVA

Trodimenzionalne kulture stanica imaju niz prednosti u usporedbi sa dvodimenzionalnim

kulturama Siroko koriStenim u bioloskim testiranjima.

MGG se pokazala kao dobar medij za uzgoj fibroblasta u trodimenzionalnoj kulturi in vitro
(Oliveria i sur., 2010.), te je pokazala jako dobre rezultate u in vivo pokusima (Silva-Correia i
sur., 2012.). U daljnjim istrazivanjima MGG je dala dobre rezultate s glija stanicama (Silva i

sur., 2012), otvorivsi put za dodatne eksperimente u neuroznanosti.

Testirali smo utjecaj uzgoja NMS-a unutar trodimenzionalne mreze MGG-a na proliferaciju

stanica i nasi rezultati su pokazali citotoksi¢no djelovanje MGG-a.

Vec 4 sata nakon inkubacije uo€eno je smanjenje broja Zivih stanica uklopljenih u MGG gel u
odnosu na kontrolu. Zanimljivo je da smo u uzorku s ve¢om koncentracijom stanica dobili
statisticki znac¢ajno manji broj metabolicki aktivnih stanica u usporedbi s kontrolom i manjom
koncentracijom, iako je u samom pocetku u ovom uzorku koristen dvostruko veéi broj stanica.
Pretpostavljamo da je veci broj stanica i kompeticija medu njima umanjila dostupnost Kisika i
hranjivih tvari u uzorku do te mjere da je Cetiri sata nakon pocetka eksperimenta dvostruko

veci broj stanica pri viSoj testiranoj koncentraciji dao dvostruko manji broj izmjerenih stanica.

Negativni trend opadanja broja stanica u odnosu na kontrolne uzorke nastavljen je tijekom
Citavog eksperimenta i tijekom dvodnevnog uzgoja uocili smo citotoksicno djelovanje MGG
na neuralne mati¢ne stanice. Broj stanica je pri obje testirane koncentracije u usporedbi sa
kontrolom pao na manje od 50%.

Za potpuniju sliku utjecaja trodimenzionalne mreze MGG-a na proliferaciju NMS-a potrebno
je napraviti dodatna istrazivanja, te provjeriti moze li veca ili manja koncentracija MGG- a

dati bolje rezultate.
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6. ZAKLJUCAK

1. Drasti¢no opadanje broja neuralnih maticnih stanica ukopljenih u hidrogel metakrilirane
gelan gume je pokazalo da 1%-tni MGG nije pogodan za uzgoj neuralnih mati¢nih stanica.

2. Umjesto ocekivanog pozitivnog utjecaja na proliferaciju stanica, MGG je na stanice
djelovao citotoksicno.

3. Za potpuniju sliku djelovanja MGG na neuralne mati¢ne stanice potrebna su daljnja

ispitivanja.
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