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Analiza izražaja gena tijekom in vitro 
diferencijacije neurona

Analysis of gene expression during in vitro differentiation of 
neurons

Stojanac, A.1*, I. Alić2

Sažetak

Analiza izražaja gena napravljena je tijekom in vitro diferencijacije živčanih matičnih stanica 0., 
1., 3., 5. i 7. dan diferencijacije. U ovom je istraživanju napravljena analiza izražaja gena karak-

terističnih za živčane matične stanice (Nestin), neurone (MAP2), astrocite (GFAP) te za dva sinaptič-
ka biljega (Neuroligin 1 i Synapsin 1) pomoću RT-PCR-a. Rezultati RT-PCR-a uspoređeni su s rezulta-
tima imunocitokemije. Razina izražaja Nestina najveća je tijekom nultog dana diferencijacije i nakon 
toga smanjuje se tijekom diferencijacije stanica. No, dio stanica ostaje u nediferenciranom obliku 
i čini 2,5 % početne razine Nestina. Stanice MAP2 izražavaju već nulti dan diferencijacije na razini 
16,6 % od maksimalnog izražaja koji se pojavljuje sedmi dan diferencijacije. Izražaj GFAP-a pojav-
ljuje se treći dan diferencijacije i postupno raste do sedmoga dana. Imunocitokemijski, GFAP-po-
zitivne stanice vidljive su tek peti dan u 1 % prebrojenih stanica. Oba sinaptička biljega pozitivna 
su već nulti dan diferencijacije i razina njihova izražaja postupno se povećava za 70 % od početne 
vrijednosti, pri čemu je razina Neuroligina 1 jača u odnosu na Synapsin 1.

Abstract

Analysis was undertaken of gene expression during in vitro differentiation of neural stem cells 
on days 0, 1, 3, 5 and 7 of differentiation. In this study, expression of genes typical for neural 

stem cells (Nestin), neurons (MAP2), astrocytes (GFAP) and two synaptic markers (Neuroligin 1 and 
Synapsin 1) were analysed using RT-PCR. The results of RT-PCR were compared with the results 
of immunocytochemistry. The Nestin expression was highest on day zero of differentiation and 
then decreased with cell differentiation. Some cells remained undifferentiated, and accounted for 
2.5% of the initial Nestin expression. MAP2 expression on day zero of differentiation was 16.6% 
of the maximum expression occurring on the seventh day of differentiation. GFAP expression was 
observed on the third day of differentiation and gradually increased. On the fifth day of differentia-
tion immunocytochemical analysis showed that 1% of the counted cells were GFAP positive. Both 
synaptic markers were already positive on day zero of differentiation and their expression gradu-
ally increased to 70% of the initial value. Neuroligin 1 expression was stronger than Synapsin 1 
expression. 
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UVOD

Matične stanice (engl. stem cells) velika su 
skupina stanica koje se u kontroliranim uvjeti-
ma mogu diferencirati u bilo koju vrstu stani-
ca. Matične se stanice dijele na totipotentne, 
pluripotentne i multipotentne matične stanice. 
Totipotentna stanica je zigota, jedina stanica iz 
koje se mogu razviti sve vrste stanica fetusa, ali 
isto tako i stanice fetalnih ovojnica koje čine po-
steljicu. Pluripotentne stanice su embrionalne 
matične stanice koje imaju manju sposobnost 
diferencijacije od zigote, ali se iz njih mogu ra-
zviti sve stanice embrioblasta, odnosno sam 
zametak. Multipotentne stanice su stanice koje 
su usmjerene prema određenom organskom 
sustavu. Živčane matične stanice primjer su 
multipotentnih matičnih stanica iz kojih će se 
razviti stanice središnjega i perifernog živča-
nog sustava. Živčane matične stanice mogu se 
izolirati iz fetalnog i odraslog mozga te imaju 
sposobnost diferencijacije u stanice živčanog 
sustava (neurone i glija-stanice) (Hyttel i sur., 
2010.; McGeady i sur., 2014.). Poznato je da se u 
odraslom mozgu miša i čovjeka živčane matične 
stanice nalaze u subventrikularnoj zoni i u zrna-
tom sloju hipokampusa (Gage, 2000.; Mitrečić i 
sur., 2009.; Watson i sur., 2012.).

U istraživanjima diferencijacije živčanih ma-
tičnih stanica veliku ulogu imaju različiti sojevi 
miševa. Osim uobičajenih sojeva, tzv. divlji tip, 
uzgojeni su i brojni transgenični sojevi koji se 
razlikuju po izražaju različitih gena i bjelančevi-
na u različitim vrstama stanica. Ovo je istraživa-
nje napravljeno na transgeničnom soju (THY1 – 
YFP) koji u svojim živčanim stanicama pod utje-
cajem neuron-specifičnog promotora Thy1-ge-
na izražava zelenu fluorescentnu bjelančevinu 
(engl. green fluorescent protein, GFP) ili jednu 
od njezinih spektralnih varijanti (zelena, žuta, 
crvena i zelenoplava) (Feng i sur., 2000.). Izražaj 
ove fluorescentne bjelančevine vidljiv je u svim 
dijelovima živčane stanice, uključujući jezgru, 
perikarion i nastavke, sve do terminalnih trno-
va – spina, što omogućuje vizualiziranje čitave 
stanice (Bannerman i sur., 2005.).

Iako ovaj soj miša THY1 – YFP postoji pet-
naestak godina, uzorak fluorescencije do da-
nas nije precizno opisan (Wang i sur., 2006.). 
Morfološka analiza diferencijacije živčanih ma-
tičnih stanica u ovog soja opisana je tijekom 

diferencijacije in vitro, tijekom embrionalnog 
razvoja i nakon transplantacije u mozak miša 
(Alić, 2015.). U navedenom istraživanju opisa-
na je pojava izražaja THY1 – YFP te usporedba 
s brojnim biljezima matičnih stanica, neurona i 
astrocita. No, u literaturi nedostaju podaci koji 
bi na razini analize izražaja gena, odnosno po-
moću lančane reakcije polimerazom u stvarnom 
vremenu (engl. real time polymerase chain re-
action, RT-PCR) odredili razinu izražaja biljega 
koji su specifični za živčane matične stanice, 
neurone i astrocite, ali i biljega koji sudjeluju u 
sinaptičkom povezivanju stanica. Kako bismo 
odredili izražaj gena tijekom diferencijacije ne-
urona u ovom istraživanju, odlučili smo se za 
tri biljega diferencijacije stanica (nestin, MAP2 
i GFAP) te dva sinaptička biljega (Neuroligin 1 i 
Synapsin 1).

Nestin je biljeg živčanih matičnih, odnosno 
progenitornih stanica tijekom razvoja središ-
njega živčanog sustava (Lendahl i sur., 1990.). 
Tijekom diferencijacije živčanih matičnih stani-
ca u neurone ili u glija-stanice dolazi do sma-
njivanja izražaja Nestina (Dahlstrand i sur., 
1995). Nestin-pozitivne stanice opisane su i u 
progenitornim stanicama prisutnima u odra-
slom središnjem živčanom sustavu (Morshead 
i sur., 1994.). Nestin je karakterističan biljeg 
nediferenciranih stanica središnjega živčanog 
sustava, ali prisutnost Nestin-pozitivnih stani-
ca opisana je i u tumorskim stanicama živčanog 
sustava kao i u proliferacijskim endotelnim sta-
nicama (Suzuki i sur., 2010.).

Tipičan biljeg neurona, MAP2 (engl. micro-
tubule-associated protein 2 – bjelančevina po-
vezana s mikrotubulima 2) sastavni je dio cito-
skeleta neurona i ima važnu ulogu tijekom dife-
rencijacije stanica (Przyborski i Cambbray-Dea-
kin, 1995.). 

Za razliku od biljega neurona, GFAP (engl. 
glial fibrillary acidic protein – kisela glijalna fi-
brilarna bjelančevina) tipičan je biljeg astrocita 
koji se pojavljuje u zrelim staničnim kulturama, 
odnosno tek krajem fetalnog razdoblja ili čak 
nakon rođenja jedinke (Gomes i sur., 1999.).

Stvaranje sinapsi između neurona temelj-
ni je proces koji se zbiva tijekom rasta i razvo-
ja, ali i tijekom čitavog života jedinki, a nužno 
je za normalno obavljanje fizioloških funkcija 
stanica (Cullen i sur., 2010.). Bjelančevine koje 
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Esej Proizvođač Kataloški broj

GFAP Applied Biosystems Mm01253033_m1

MAP2 Applied Biosystems Mm00485231_m1

Nestin Applied Biosystems Mm00450205_m1

Neuroligin 1 Applied Biosystems Mm02344305_m1

Synapsin 1 Applied Biosystems Mm00449772_m1

FG-MOUSE ACTB MGB Applied Biosystems 4352933E

Tablica 1. Istraživani esej, proizvođač i kataloški broj.
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sudjeluju u stvaranju sinapsi dijele se na presi-
naptičke i postsinaptičke. Na temelju te podjele 
u ovom istraživanju korištena su dva sinaptička 
biljega: Neuroligin 1 (postsinaptički) i Synapisin 
1 (presinaptički). Članovi porodice Neuroligin 
važne su postsinaptičke adhezijske molekule i 
imaju važnu ulogu u transsinaptičkim interak-
cijama s neureksinima. Smještaj i sinaptička 
aktivnost Neuroligina 1 specifična je za ekscita-
cijske sinapse (Bemben i sur., 2014.). Synapsin 
1 ima važnu ulogu u otpuštanju neurotransmi-
tera, aksonogenezi i sinaptogenezi. Osim toga, 
smatra se da je važan tijekom razvoja živčanog 
sustava, odnosno sudjeluje u sinaptičkom po-
vezivanju neurona tijekom razvoja (Hedegaard 
i sur., 2013.).

Na temelju svega navedenoga postavljena 
je sljedeća hipoteza istraživanja: tijekom dife-
rencijacije neurona doći će do znatnog porasta 
izražaja gena čiji su proteinski produkti sastav-
ni dio stanice neurona, a također i do porasta 
izražaja gena koji su važni u stvaranju sinapsi 
između neurona.

 
MATERIJALI I METODE

Izolacija živčanih matičnih stanica

Za izolaciju živčanih matičnih stanica kori-
šteni su fetusi 14,5 dana gravidne ženke, soja 
B6.Cg-Tg (Thy1-YFP) 16Jrs/J (YFP-16). Živčane 
matične stanice izolirane su iz telencefalona 
pomoću enzima akutaze (StemPro®Acutase® 
Cell Dissociation Reagent, Gibco by life Tech-
nologies) tako da je usitnjeno tkivo bilo pod 
djelovanjem akutaze 20 minuta, na tempera-
turi od 37 ºC. Izolirane živčane matične stanice 

uzgajane su u 25 mL medija (DMEM/F-12 (1:1) 
(1X)+GlutaMAXTM-I, Gibco by life Technologies) 
u koji je dodano 500 µL B-27 (B-27®Supplement 
(50X), Gibco by life Technologies), 250 µL N-2 
(N-2 Supplement (100X), Gibco by life Techno-
logies), 250 µL Pen Strep (Penicillin Streptomy-
cin, Gibco by life Technologies), 50 µL FGFb (Re-
combinant Mouse Fibroblast Growth Factor-ba-
sic) i 50 µL EGF (Recombinant Mouse Epidermal 
Growth Factor). Stanice su uzgajane do pojave 
neurosfera, nakon čega su disocirane i pripre-
mljene za nasađivanje.

Podloge za diferencijaciju stanica

Stanice su uzgajane na podlogama oblo-
ženim Poly-D-lizinom u koncentraciji 500 µg/
mL (Poly-D-lysine hydrobromide, SIGMA) koji 
je stajao 24 sata. Nakon ispiranja Poly-D-lizi-
na sterilnom vodom podloge su obložene la-
mininom u koncentraciji od 10 µg/mL (Laminin 
from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma 
basement membrane) koji je također stajao 24 
sata. Tako pripremljene podloge spremne su za 
nasađivanje stanica.

Stanice su uzgajane na dvjema različitim 
vrstama podloga. Stanice određene za RT-PCR 
uzgajane su u triplikatu na plastičnim pločama 
za diferencijaciju (engl. 6 well plate) u vremen-
skim točkama 0., 1., 3., 5. i 7. dan diferencija-
cije. Nasuprot tome, stanice koje su određene 
za imunocitokemiju uzgajane su na obloženim 
staklima (engl. cover slips) promjera 12 mm, 
koja su smještena u plastične ploče za diferen-
cijaciju (engl. 24 well plate) u istim vremenskim 
točkama.
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Tablica 2. Primarna protutijela upotrijebljena za imunocitokemiju.
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Diferencijacija stanica

Nakon disocijacije stanica, koja je napravlje-
na pomoću enzima akutaze kako je ranije opisa-
no, stanice su nasađene u koncentraciji od 200 
000 do 250 000 stanica po staklu, odnosno 1 
000 000 stanica po wellu za RT-PCR. Stanice su 
nasađene u mediju koji ne sadržava čimbenike 
rasta (FGFb i EGF), a nakon 24 sata promijenjen 
im je medij koji podržava rast neurona – neuro-
basal (Neurobasal®Medium (1X), Gibco by life 
Technologies).

Lančana reakcija polimerazom u stvar-
nom vremenu (RT-PCR, engl. real time 
–polymerase chain reaction)

Iz stanica, RNA je izolirana pomoću komer-
cijalnog kita RNeasy® Mini Kit (Qiagen) prema 
uputama proizvođača. Nakon izolacije ukupne 
RNA (50 µL) na nanodropu je izračunata kon-
centracija RNA koja je nakon toga pomoću ko-
mercijalnog kita high capacity RNA-to-cDNA 
Kit (Applied Biosystems) pretvorena u cDNA. 
Iz dobivene cDNA napravljen je RT-PCR za pet 
istraživanih gena (Nestin, MAP2, GFAP, Neuroli-
gin 1 i Synapsin 1), dok je kao kontrola, odnosno 
housekeeping-gen korišten β-Actin (ACTB MGB) 
(TaqMan Gene Expression Assays). Istraživani 
eseji (geni), proizvođač i kataloški broj prikaza-
ni su u tablici 1. Svi su istraživani uzorci rađeni 
u triplikatu s 1 µg cDNA u ukupnom volumenu 
od 20 µL pomoću uređaja Applied Biosystems 
7500 Real-Time PCR System. Relativna kvantifi-
kacija napravljena je pomoću formule 2-ΔCT.

Imunocitokemija

Imunocitokemijsko bojenje provedeno je na 
fiksiranim stanicama. Stanice su nakon fiksacije 
4 %-tnim paraformaldehidom (PFA) isprane tri 
puta po pet minuta PBS-om (engl. phosphate 
buffered saline) te im je dodano 500 µL otopine 
za permeabilizaciju i blokiranje nespecifičnog 
vezanja sekundarnog protutijela (0,2 % triton 
X-100 (Sigma) u PBS-u + 3 % kozjeg seruma). 
Blokiranje sekundarnog protutijela trajalo je 
60 minuta, nakon čega je stanicama dodano 85 
µL otopine primarnog protutijela (0,2 % triton 
X-100 u PBS-u + 1 % kozjeg seruma plus pri-
marno protutijelo) te je ostavljeno u frižideru 
na +4 ºC preko noći. Primarna protutijela, podri-
jetlo, razrjeđenje i proizvođač, upotrijebljena u 
ovom istraživanju prikazana su u tablici 2.

Drugi dan primarna protutijela isprana su 
PBS-om tri puta po pet minuta. Nakon ispiranja 
primarnih protutijela, na stanice je stavljena 
otopina sekundarnih protutijela (0,2 % triton 
X-100 u PBS-u plus sekundarno protutijelo) te 
su tako stanice inkubirane dva sata na sobnoj 
temperaturi u zamračenoj prostoriji. Sekundar-
na protutijela, podrijetlo, razrjeđenje i proizvo-
đač, upotrijebljena u ovom istraživanju, prika-
zana su u tablici 3. Dva sata nakon inkubacije 
isprana su sekundarna protutijela, također tri 
puta po pet minuta, te je na stanice stavljena 
fluorescentna boja za jezgre, DAPI u koncentra-
ciji 1 : 8000. Nakon deset minuta, DAPI je ispra-
na, također tri puta po pet minuta te su stanice 
poklopljene medijem za fluorescentno pokla-
panje (Dako Fluorescent Mounting Medium). 

Protutijelo Podrijetlo Razrjeđenje Proizvođač

GFAP pile 1 : 250 Abcam (ab4674)

MAP2 pile 1 : 1000 Abcam (ab5392)

Nestin miš 1 : 200 Millipore (MAB353)

Protutijelo Razrjeđenje Proizvođač

Alexa Fluor 546 koza anti - miš IgG (H+L) 1 : 1000 Invitrogen (A11003)

Alexa Fluor 546 koza anti - pile IgG (H+L) 1 : 1000 Invitrogen (A11040)

Tablica 3. Sekundarna protutijela upotrijebljena za imunocitokemiju.
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Grafikon 1. Prikaz ampli-
fikacije Nestina i β-Actina 
tijekom izvođenja RT-PCR-a. 
Isprekidane plave crte pred-
stavljaju negativnu kontrolu 
u kojoj nema uzorka pa do 
amplifikacije nije moglo ni 
doći.
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Poklopljeni preparati ostavljeni su u frižideru 
na +4 ºC do mikroskopiranja na konfokalnom 
mikroskopu (Zeiss, LSM 510 Meta).

REZULTATI

Kako bi se napravila analiza izražaja gena 
tijekom diferencijacije neurona iz živčanih ma-
tičnih stanica, izolirana je RNA iz koje je pomoću 
RT-PCR-a određena analiza izražaja gena spe-
cifičnih za matične stanice (Nestin), neurone 
(MAP2), astrocite (GFAP) te za sinaptičku aktiv-
nost stanica (Neuroligin 1 i Synapsin 1). Razina 
izražaja pojedinoga gena određena je pomoću 
standardnog programa u 40 ciklusa. Istraživani 
geni prelaze prag detekcije u 14. – 18. ciklusu 
umnažanja (grafikon 1). Osim analize izražaja 
gena napravljene na razini nukleinskih kiselina, 
u istim je vremenskim točkama napravljena i 
imunocitokemija kako bi se rezultati RT-PCR-a 
usporedili s rezultatima imunocitokemije.

RT-PCR

Tijekom diferencijacije THY1 – YFP stanica, 
razina izražaja Nestina najviša je nulti dan dife-
rencijacije. Tijekom prvoga dana diferencijacije 
razina izražaja Nestina još je uvijek visoka, ali je 
ipak 40 % manja u odnosu na živčane matične 
stanice. Treći dan diferencijacije, razina Nestina 
očekivano se smanjuje i za 20 % je manja nego 
prvoga dana diferencijacije. Tijekom petoga 
dana diferencijacije razina Nestina gotovo je 
na istoj razini kao i trećeg dana. Sedmi dan di-
ferencijacije razina Nestina izrazito se smanjuje 
i čini svega 2,5 % početne vrijednosti izražene 
u živčanim matičnim stanicama. Budući da je 
Nestin karakterističan za matične stanice, razi-
na njegova izražaja naglo se smanjuje tijekom 
diferencijacije stanica, no ipak mali dio stanica 
ostaje Nestin-pozitivan, odnosno zadržava se u 
tzv. matičnom obliku (grafikon 2).

Razina izražaja MAP2, tipičnog biljega neu-
rona, izrazito se povećava tijekom diferencijaci-
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Grafikon 2. Izražaj Nesti-
na tijekom diferencijacije 
stanica. Izražaj je najjači 

tijekom nultog dana dife-
rencijacije, odnosno u živ-

čanim matičnim stanicama. 
Sazrijevanjem stanica dola-

zi do smanjivanja izražaja 
Nestina. Legenda: na X osi 

prikazana je razina izražaja 
Nestina, a na osi Y prikaza-

ne su vremenske točke dife-
rencijacije stanica (0., 1., 3., 

5. i 7. dan diferencijacije).

Grafikon 3. Izražaj MAP2 
tijekom diferencijacije sta-
nica. Tijekom nultog dana 
diferencijacije mali posto-

tak stanica izražava MAP2, 
a razina izražaja raste 

tijekom diferencijacije. Le-
genda: na osi X prikazana 
je razina izražaja MAP2, a 
na osi Y prikazane su vre-

menske točke diferencijacije 
stanica (0., 1., 3., 5. i 7. dan 

diferencijacije).
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je stanica. Rezultati ovog istraživanja pokazuju 
da nulti dan diferencijacije dio stanica izražava 
MAP2. Iako se radi o živčanim matičnim stani-
cama koje još nisu krenule u diferencijaciju, ra-
zina izražaja MAP2 iznosi 16,6 % izražaja, koji 
stanice postižu sedmi dan diferencijacije. Budu-
ći da su živčane matične stanice predodređene 
da postanu neuroni, izražavaju MAP2 vrlo rano. 

Diferencijacijom stanica naglo se povećava ra-
zina izražaja MAP2 tako da 7. dan iznosi 90 % od 
ukupnog broja stanica u staničnoj kulturi (grafi-
kon 3). Za razliku od tipičnog biljega neurona, 
izražaj biljega astrocita (GFAP) pojavljuje se tek 
3. dana diferencijacije stanica i iznosi 20 % od 
maksimalnog izražaja koji se pojavljuje sedmi 
dan diferencijacije stanica (grafikon 4). 

Grafikon 4. Izražaj GFAP-a 
tijekom diferencijacije sta-

nica. Tijekom nultog i prvog 
dana diferencijacije nema 

izražaja GFAP-a. U izrazito 
malom postotku stanice 
izražavaju GFAP tijekom 

trećeg dana, da bi do kraja 
diferencijacije razina izra-

žaja porasla do svega 3 %. 
Legenda: na osi X prikazana 
je razina izražaja GFAP-a, a 

na osi Y prikazane su vre-
menske točke diferencijacije 

stanica (0., 1., 3., 5. i 7. dan 
diferencijacije).
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Osim biljega matičnih stanica, neurona i 
astrocita određena je i razina izražaja dvaju 
sinaptičkih biljega. Izražaj Neuroligina 1 pojav-
ljuje se tijekom nultog dana i znatno se pojača-
va tijekom sedam dana diferencijacije. Razina 
Neuroligina 1 od nultog dana do sedmog dana 
diferencijacije povećava se za 70 %, što upućuje 
na izrazitu sinaptičku aktivnost stanica tijekom 
diferencijacije (grafikon 5). Izražaj Synapsina 1 
također se pojavljuje nulti dan diferencijacije i 
povećava se za 70 % tijekom procesa diferenci-
jacije (grafikon 6). Na grafikonima 5 i 6 jasno je 
vidljiv znatan porast izražaja obaju sinaptičkih 
biljega, ali je razina izražaja Neuroligina 1 kao 
postsinaptičkog biljega izrazito veća u odnosu 
na Synapsin 1 koji je presinaptički biljeg.

Imunocitokemija

Imunocitokemija je napravljena na THY1 – 
YFP stanicama u istim vremenskim točkama 
kao i RT-PCR kako bi se rezultati mogli među-
sobno usporediti. Stanice su nakon fiksacije 
obojene specifičnim protutijelima za matične 
stanice (Nestin), za neurone (MAP2) i za astroci-
te (GFAP). Budući da je imunocitokemija naprav-
ljena na THY1 – YFP stanicama, koje u određe-
nim neuronima izražavaju zelenu fluorescentnu 
bjelančevinu,upotrijebljeno je crveno sekun-
darno protutijelo.

Tijekom nultog dana diferencijacije stanica, 
od ukupnog broja prebrojenih stanica 99 % sta-
nica je Nestin-pozitivno (slika 1A-C). Svega 1 % 

Grafikon 6. Izražaj Synap-
sina 1 tijekom diferencija-
cije stanica. Razina izražaja 
tijekom diferencijacije sta-
nice poveća se za 70 % od 
nultog dana diferencijacije. 
Legenda: na osi X prikaza-
na je razina izražaja Synap-
sina 1, a na osi Y prikazane 
su vremenske točke dife-
rencijacije stanica (0., 1., 3., 
5. i 7. dan diferencijacije).

Grafikon 5. Izražaj Neuro-
ligina 1 tijekom diferenci-
jacije stanica. Razina izra-
žaja tijekom diferencijacije 
stanice poveća se za 70 % 
od nultog dana diferen-
cijacije. Legenda: na osi X 
prikazana je razina izražaja 
Neuroligina 1, a na osi Y 
prikazane su vremenske 
točke diferencijacije stanica 
(0., 1., 3., 5. i 7. dan diferen-
cijacije).
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Slika 1. Imunocitokemija 
THY1 – YFP stanica (zele-

no) tijekom diferencijacije. 
Na slici A-C prikazano je 

bojenje Nestinom (crveno) 
nulti dan diferencijacije; 

D-E prikazano je bojenje s 
MAP2 (crveno) treći dan di-
ferencijacije; G-I prikazano 
je bojenje s MAP2 (crveno) 

sedmi dan diferencijacije 
te na slici J-L bojenje s 

GFAP-om (crveno) sedmi 
dan diferencijacije.

IZVORNI ZNANSTVENI RAD

stanica je MAP2 pozitivno i pokazuje kolokaliza-
ciju s Nestin-pozitivnim stanicama.

Tijekom prvoga dana diferencijacije sta-
nica 80 % stanica je Nestin-pozitivno, a udio 
MAP2-pozitivnih stanica povećava se na 20 %. 
Kako je bilo i očekivano, niti jedna stanica nije 
GFAP-pozitivna.

Trećeg dana diferencijacije stanica udio Ne-
stin-pozitivnih stanica smanjuje se na 30 %, 
dok se udio MAP2 pozitivnih stanica povećava 
na 70 %. Imunocitokemijski nije zabilježena niti 
jedna GFAP-pozitivna stanica.

Petog dana diferencijacije stanica 15 % sta-
nica je Nestin-pozitivno, dok je udio MAP2 (sli-
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ka 1D-F) pozitivnih stanica porastao na 84 %, 
a svega 1 % stanica je GFAP-pozitivno. Budući 
da su stanice petog dana gotovo u potpunosti 
diferencirane, jasno se vidi da su većina stanica 
neuroni, a samo mali postotak stanica ostaje u 
obliku matičnih stanica.

Sedmog dana diferencijacije udio Nestin-po-
zitivnih stanica pao je na 7 %, a MAP2 (slika 1G-
I) pozitivnih stanica porastao na 90 %. Kako se u 
ovoj vremenskoj točki govori o zreloj i potpuno 
diferenciranoj kulturi stanica, počeli su se dife-
rencirati i astrociti, pa je udio GFAP (slika 1J-L) 
pozitivnih stanica narastao na 3 %.

Budući da je imunocitokemija napravljena 
na transgeničnim stanicama koje u pojedinim 
neuronima izražavaju YFP, prebrojavanjem je 
utvrđeno da se tijekom diferencijacije stanica 
jasno vidi da je udio YFP pozitivnih stanica 20% 
i ne mijenja se tijekom diferencijacije stanica.

RASPRAVA

Na živčanim matičnim stanicama provedena 
je analiza izražaja gena tijekom diferencijacije 
stanica u pet vremenskih točaka (0., 1, 3., 5. i 
7. dan diferencijacije). Svi su uzorci rađeni su u 
triplikatu kako bi se izbjegla pogreška i smanji-
la varijabilnost između pojedinih uzoraka. Na 
uzorcima je određena razina izražaja biljega 
za matične stanice (Nestin), neurone (MAP2), 
astrocite (GFAP) te dva sinaptička biljega (Neu-
roligin 1 i Synapsin 1). Rezultati izražaja gena 
uspoređeni su s rezultatima imunocitokemije te 
s podacima iz literature.

Izražaj Nestina izrazito je visok nulti dan di-
ferencijacije, odnosno u živčanih matičnih sta-
nica koje još nisu krenule u diferencijaciju. Visok 
je izražaj i očekivan budući da se radi o viso-
kospecifičnom biljegu koji je karakterističan za 
matične stanice. Ovaj nalaz odgovara i nalazu 
imunocitokemije gdje je prebrojavanjem stani-
ca utvrđeno da je 99 % stanica Nestin-pozitiv-
no. Osim s rezultatima imunocitokemije, ovaj se 
nalaz u potpunosti slaže i s istraživanjem koje 
su proveli Lendahl i suradnici (1990.), prema 
kojemu je Nestin tipičan biljeg progenitornih 
stanica živčanog sustava, bilo da se radi o ne-
uronima bilo glija-stanicama. Tijekom diferen-
cijacije razina Nestina znatno se smanjuje sa 
sazrijevanjem kulture, budući da zrele stanice 

nisu Nestin-pozitivne. Rezultati RT-PCR-a u 
potpunosti se podudaraju s rezultatima imuno-
citokemije. No, vidljiva je razlika trećega i petog 
dana diferencijacije gdje se na RT-PCR-u očituje 
ista razina izražaja, dok imunocitokemijski do-
lazi do znatnog pada s 30 na 15 %. Ovakav se 
nalaz objašnjava prerastanjem nastavaka dife-
renciranih stanica zbog čega nije moguće pre-
brojiti sve nediferencirane stanice (Alić, 2015.).

Izražaj MAP2 vidljiv je već u živčanih matič-
nih stanica i iznosi 16,6 % od vrijednosti koju 
stanice izražavaju sedmi dan diferencijacije kao 
zreli neuroni. Ovakav nalaz odgovara i nalazu 
imunocitokemije, što je prikazano na slici 1A-C 
gdje se jasno vide THY1 – YFP pozitivne (zele-
ne) stanice koje su i MAP2-pozitivne. Budući da 
se radi o živčanim matičnim stanicama koje su 
predodređene da se diferenciraju uglavnom u 
neurone, za očekivati je da su pozitivne na bilje-
ge neurona. Stanice koje su THY1 – YFP pozitiv-
ne jesu zreliji oblici matičnih stanica i više nisu 
Nestin pozitivne. Prema istraživanju Cortija i 
suradnika (2006.) u staničnoj kulturi izražaj YFP 
pod utjecajem Thy1-gena zabilježen je isključi-
vo u zrelim neuronima, ali ne i u nedifereciranim 
neurosferama. Za razliku od navedenog istraži-
vanja, u ovom su istraživanju jasno su vidljive 
THY1 – YFP pozitivne stanice, a rezultati RT-PCR 
potvrđuju izražaj MAP2 u matičnim stanicama.

Izražaj GFAP-a pomoću RT-PCR-a vidljiv je 
trećeg dana diferencijacije u izrazito malom po-
stotku i postupno raste do kraja diferencijacije 
stanica. Imunocitokemijski GFAP-pozitivne sta-
nice vidljive su tek petoga dana diferencijacije, i 
to u svega 1 % prebrojenih stanica, a udio im se 
sedmoga dana povećava do 3 %. Mali postotak 
astrocita može se objasniti načinom uzgoja koji 
je ponajprije usmjeren k uzgoju neurona. Izra-
žaj GFAP-a trećeg dana diferencijacije, opisan 
pomoću RT-PCR-a, govori nam da je dio stanica 
predodređen da postanu astrociti te se „pripre-
maju“ u diferencijaciju. No, imunocitokemijski u 
ovoj vremenskoj točki stanice predodređene da 
postanu astrociti još uvijek ne izražavaju GFAP. 
Ovakav nalaz odgovara i nalazu Yuasa (2001.), 
da razvoju astrocita, koji se u miša pojavljuje tek 
postnatalno, prethode različiti oblici astro-glije 
koji se mogu detektirati visokospecifičnim pro-
tutijelima poput tenascina-C koji je pozitivan 
prije GFAP-a. Osim toga, na slici 1 jasno je vid-
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ljivo da nema kolokalizacije između GFAP-pozi-
tivnih stanica i THY1 – YFP koji je specifičan za 
neurone, što se slaže s drugim istraživanjima 
Fenga i suradnika (2000.) te Cortija i suradnika 
(2006.).

Izražaj sinaptičkih biljega vidljiv je također 
tijekom nultog dana diferencijacije stanica, 
odnosno u živčanim matičnim stanicama. To 
upućuje na pripremu stanica za diferencijaciju, 
odnosno za sinaptičko povezivanje stanica koje 
je nužno za normalnu diferencijaciju. U ovom su 
radu korištena dva sinaptička biljega, Neuroli-
gin 1, koji je postsinaptički, i Synapsin 1, koji je 
presinaptički biljeg. Rezultati ovoga istraživanja 
pokazuju da se oba biljega tijekom diferencija-
cije povećavaju za 70 % od početne vrijednosti. 
No, razina izražaja Neuroligina 1 izrazito je veća 
od razine Synapsina 1, što upućuje na veću važ-
nost ovog biljega tijekom same diferencijacije 
stanica. Ovaj nalaz odgovara nalazu Bembena 
i suradnika (2014.) i potvrđuje veliku važnost 
Neuroligina 1 kao adhezijske molekule tijekom 
neurogeneze. S druge strane, Synapsin 1 važan 
je za razvoj aksona i samu diferencijaciju stani-
ce, pa je porast također očit tijekom diferencija-
cije (Hedegaard i sur., 2013.).

Naši rezultati pokazuju da se razina izraža-
ja gena u potpunosti podudara s imunocitoke-
mijom, osim u slučaju GFAP-a čiji se izražaj na 
razini gena pojavljuje dva dana ranije u odno-
su na imunocitokemiju, što upućuje na njegovu 
prisutnost i u stanicama koje su predodređene 
da postanu astrociti. 
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