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Diferencijacija misjih mijelinizirajucih
oligodendrocita u in vitro uvjetima

Mouse Myelinating Oligodendrocyte Differentiation
In Vitro
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Sazetak

tanice ziv€anog sustava, neuroni i glija-stanice razvijaju se iz istih mati¢nih stanica uz izrazaj

karakteristi¢nih biljega. Glavni cilj ovog istrazivanja bio je istraziti diferencijaciju oligodendroci-
ta te analizirati izrazaj biljega karakteristi¢nih za pojedini stadij stanica. Istrazivanje je provedeno
na stanicama izoliranim od novorodenih Thy1 miSeva koji pod utjecajem promotora gena Thy1izra-
Zavaju zelenu fluorescentnu bjelancevinu u pojedinim neuronima. Izolirani progenitori oligoden-
drocita diferencirani su do zrelih, mijelinizirajucih oligodendrocita. Stanice su fiksirane 1., 3., 5. i 7.
dan diferencijacije te je na njima ucinjena imunocitokemija. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da
je prvog dana diferencijacije 99 % stanica olig2, sox2 i nestin-pozitivno. Vec¢ prvog dana diferencija-
cije 88 £ 2 % stanica je 04 i o1-pozitivno, dok je svega 10 % stanica gfap-pozitivno. Tijekom diferen-
cijacije stanica udio stanica olig2 smanjuje se do 8 + 2 %, dok se peti dan diferencijacije pojavljuju
zreli mijelinizirajuci oligodendrociti koji su pozitivni na mbp i plp. Sedmi dan diferencijacije udio
stanica pozitivnih na mbp iznosi 13 * 2 % stanica, dok udio stanica pozitivnih na plp iznosi 84 + 3
% stanica. Zaklju¢no, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se stanice tijekom sedam dana uzgoja
in vitro mogu u potpunosti diferencirati od progenitora oligodendrocita do zrelih, mijelinizirajuc¢ih
oligodendrocita koji mogu obavljati mijelinizaciju.

Abstract

ells of the nervous system, neurons, and glia-cells originate from the same stem cell population

with the expression of specific markers. The main goal of our study was to analyse the differen-
tiation of oligodendrocytes and show the expression of cell stage-characteristic markers. The study
was performed on cells isolated from newborn Thy1 mouse pups. Thy1 mice, under the promoter of
the Thy1 gene, express a green fluorescent protein in some neurons. Oligodendrocyte progenitors
were differentiated into mature, myelinating oligodendrocytes. The cells were fixed on the 1%, 37,
5t and 7t days of differentiation and analysed by immunocytochemistry. Our results showed that
on the 1%t day of differentiation, 99 % of cells were olig2, sox2, and nestin positive. Moreover, on
the 1%t day of differentiation 88 + 2 % of cells were 04 and o1 positive, while only 10 % of cells were
gfap positive. During cell differentiation, the proportion of olig2 positive cells decreased to 8 + 2 %,
while on the 5™ day of differentiation we observed mature, myelinating oligodendrocytes, mbp, and
plp positive cells. On the 7t day of differentiation, 13 + 2 % of cells were mbp positive, while 84 + 3
% of cells were plp positive. In conclusion, the results of our study showed that cells could be com-
pletely differentiated, from oligodendrocyte progenitors to mature, myelinating oligodendrocytes.
Mature cells showed myelination of neighbor cells.
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uvoD

U posljednjih dvadesetak godina, razvojem
tehnologije mati¢nih stanica, dolazi do inten-
zivnog porasta istrazivanja u podrucju neuro-
znanosti, posebice u pronalazenju novih oblika
terapije. Produljenjem Zivotnog vijeka sve vise
ljudi obolijeva od razli¢itih oblika bolesti ziv¢a-
nog sustava, a za vecinu njih jo$ uvijek nema
odgovarajuce terapije. Budu¢i da su prema po-
dacima Svjetske zdravstvene organizacije tros-
kovi lijec¢enja i naj¢eS¢e dozivotna skrb o paci-
jentima izrazito veliki, ulazu se velika sredstva
za pronalazenje novih oblika lijeenja. Poseban
interes znanstvene zajednice pobuduju istrazi-
vanja na mati¢nim stanicama, odnosno induci-
ranim pluripotentnim stanicama koje potjecu
od samog pacijenta i tako smanjuju imunosni
odgovor organizma. lako su ovakva istraziva-
nja vrlo popularna i u velikom interesu javnosti,
potrebno je provesti velik broj temeljnih istrazi-
vanja u stani¢noj kulturi, potom na animalnim
modelima da bi se u konacnici krenulo prema
klinickim istrazivanjima i terapiji covjeka. Upra-
vo su zbog toga mati¢ne stanice u svim svojim
oblicima velik izazov i velika nada u lije¢enju ra-
zlicitih neurodegenerativnih bolesti.

lako su u literaturi opisane brojne podjele
i sistematizacija matic¢nih stanica, ipak vecina
autora navodi da su maticne stanice (engl. stem
cells) populacija stanica od kojih se u kontro-
liranim uvjetima mogu diferencirati razliCite
vrste stanica. Morfoloski su mati¢ne stanice
sitne, okruglaste stanice, veli¢ine 10 — 20 pm.
Zahvaljuju¢i svojoj veli€ini, izrazavanju brojnih
proteina karakteristi¢nih za mati¢ne stanice i
neograni¢enoj sposobnosti dijeljenja, matic-
ne se stanice relativno jednostavno umnazaju
(proliferiraju) i kasnije razvijaju (diferenciraju)
prema odredenim tipovima stanica. Prema ve-
¢ini udzbenika iz embriologije osnovna podjela
dijeli mati¢ne stanice na: totipotentne stanice,
pluripotentne stanice i multipotentne stanice.

Zigota je jedini primjer totipotentne stani-
ce jer ¢e se iz nje razviti apsolutno sve stani-
ce buduceg organizma, ukljuCujuci i plodove
ovojnice. Pluripotentne stanice su embrional-
ne maticne stanice iz kojih ¢e se razviti bududi
embrij. To su stanice embrioblasta i, za razliku
od zigote, imaju manju sposobnost diferencija-
cije. Multipotentne mati¢ne stanice imaju nesto
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manju sposobnost diferencijacije i iz njih ¢e se
razviti odredena tkiva, organi i organski susta-
vi, npr. Ziv€éane matic¢ne stanice, iz kojih ¢e se
razviti stanice Ziv¢éanog sustava: neuroni i gli-
ja-stanice. Osim toga opisane su i unipotentne
stanice ¢ija je sposobnost diferencijacije joS vise
ogranitena te ¢e se od njih razviti odredene vr-
ste neurona (Hyttel i sur., 2010.; McGeady i sur.,
2014.). Osim tijekom embrionalnog i fetalnog
razdoblja, ziv€ane mati¢ne stanice opisane su
i u mozgu odraslog misa, ali znatno manje u
mozgu ¢ovjeka, i to u subventrikularnoj zoniiu
zrnatom sloju hipokampusa (Gage, 2000.; Mi-
treCi¢ i sur., 2009.; Watson i sur., 2012.).

Budué¢i da u velikom broju neurodegenera-
tivnih bolesti ili stanja, kao Sto su multipla skle-
roza, razlicite vrste demijelinacije ili reaktivna
astroglioza nakon mozdanog udara, dolazi do
odgovora glija-stanica, potrebno je dobro po-
znavanje razvojnih stadija stanica kao i izrazaj
pojedinih biljega tijekom njihova sazrijevanja.
lako glija-stanice krecu od iste Zivtane matitne
stanice kao i neuroni, njihov put, kao i izrazaj
pojedinih biljega, znatno se razlikuju. Tijekom
ranog razvoja zivtane mati¢ne stanice izra-
Zavaju nestin (citoplazma) i sox2 (SRY-box 2)
(jezgra). Onoga trenutka kad se stanice pocnu
diferencirati prema glija-lozi, zapocinju izra-
Zavati olig2 (oligodendrocyte transcription fa-
ctor), a2b5 (cell surface gangliozide epitope),
pdgfra (platelet-derived growth factor receptor
a) i ng2 (neuron-glial antigen 2) koji su biljezi
progenitora oligodendrocita. U sljedecoj fazi
razvoja prooligodendrocitne stanice izrazavaju
o4 (olygodendrocite marker 4), olig1 (oligoden-
drocyte transcription factor 1) (jezgra), nkx2.2
(homeobox protein nkx2.2) i transferin, ali iz
ranijeg razvojnog stadija zadrzavaju izrazaj
ng2. U stadiju oligodendrocita izrazavaju 04, o1
(olygodendrocite marker 1), olig1 (citoplazma),
cc1 (apc) (adenomatous polyposis coli (apc),
clone cc7) (Bin i sur., 2016.). Konac¢no, potpuno
diferencirane stanice, odnosno mijelinizirajuci
oligodendrociti izrazavaju mag (myelin-asso-
ciated glycoprotein), mbp (myelin basic prote-
in), plp (proteolipid protein) i mog (myelin oli-
godendrocyte glycoprotein).

Veliku ulogu u temeljnim istrazivanjima di-
ferencijacije stanica imaju laboratorijske zivo-
tinje, ponajprije miSevi i Stakori. Danas postoji
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velik broj komercijalno dostupnih razli€itih so-
jeva miseva dobivenih genetskim manipulaci-
jama. Feng i suradnici (2000.) opisali su trans-
genicne linije miSa koje pod promotorom gena
Thy1 u odredenim neuronima izrazavaju zelenu
fluorescentnu bjelancevinu. U laboratoriju za
maticne stanice Hrvatskog instituta za istrazi-
vanje mozga provedeno je nekoliko istrazivanja
na ovom soju (Ali¢ i sur., 2016., Stojanac, 2016.,
Miri¢ i sur., 2017.). U tim je istazivanjima fokus
bio na neuronima, s obzirom na to da je fluores-
cencija specifitna za neurone. Budu¢i da u pro-
tokolu za diferencijaciju neruona nije moguce
uzgojiti oligodendrocite, pristupili smo druga-
tijem protokolu (Chen i sur. 2007.) kako bismo
dobili ¢istu populaciju oligodendrocita. Stoga je
glavni cilj ovog istrazivanja bio izolirati i kulti-
virati miSje progenitore oligodendrocita, dife-
rencirati ih do potpuno zrelih, mijelinizirajucih
oligodendrocita te provesti analizu izrazaja bi-
ljiega karakteristi¢nih za pojedini razvojni stadij
stanica.

MATERLJALI | METODE
Zivotinje

Za potrebe ovoga istrazivanja koristeni su
novorodeni (perinatalni) misevi (engl. perinatal
day 0, PO) jednog legla transgenicne linije B6.
Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/) (YFP-16). Istrazivanje
je provedeno u Laboratoriju za matitne stanice
na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga, a
odobreno je od Etickog povjerenstva Medicin-
skog fakulteta (ur. broj: 04-77/2010-238) i Ve-

terinarskog fakulteta (ur. broj: 251-61-01/139-
17-1) Sveucilista u Zagrebu.

Izolacija progenitora oligodendrocita

Izolacija i kultivacija stanica provedene su
prema Chen i suradnicima (2007.). Za izola-
ciju progenitora oligodendrocita koristeno je
jedno leglo, odnosno Sest novorodenih miSe-
va. Novorodeni miSevi pothladeni su na ledu,
dekapitirani te je materijal stavljen u Petrije-
vu posudicu s hladnim HBSS (Gibco) puferom.
Nakon dekapitacije svih miSeva promijenjen je
pufer kako bi se uklonio visak krvi. Pod disek-
cijskim mikroskopom medijalno je prerezana
koza i lubanja te je izoliran mozak. U sljede¢em
su koraku uklonjeni ostaci mozdanih ovojnica

i krvnih zilica kako bi se izoliralo ¢isto Ziv¢ano
tkivo. Osim toga uklonjeno je mozdano deblo
i mali mozak te je za izolaciju stanica koristen
samo korteks. Izolirani korteksi prebaceni su u
Cisti HBSS pufer te su sterilnim kirurskim Skari-
cama usitnjeni na komadice od oko 1 mm3. Na
usitnjeno tkivo dodano je 13,6 mL HBSS-a u koji
je dodano 0,8 mL DNA-ze 1 (0,2 mg/mL) i 0,6 mL
tripsina (0,25 %) te je inkubirano 15 minuta u
inkubatoru na 37 °C. Nakon djelovanja enzima
sadrzaj je prebacen u sterilnu tubu od 50 mL
te je dodano 5 mL DMEM20S medija kako bi se
sprijecilo djelovanje enzima, a zatim je centrifu-
girano na 100 g (~ 800 r.p.m.) tijekom 5 minu-
ta. Nakon zavrSetka centrifugiranja pipetom je
uklonjen tekudi sadrzaj, a na stanice je dodano
20 mL DMEM20S medija te je njezno titrirano
kako bi se stanice odvojile od ostataka tkiva.
Titracija je jako vazan korak kako bismo dobili
Sto visSe stanica, ali pritom treba biti oprezan da
se stanice ne bi mehanicki unistile. Kad je sus-
penzija stanica gotovo homogena, potrebno je
pricekati da se istaloZe ostaci tkiva, a suspenzi-
ju stanica potrebno je dva puta profiltrirati kroz
70 pL najlonski filtar (engl. naylon cell strainer)
kako bi se dobile stanice bez komadica tkiva ili
ovojnica. Izolirane stanice nasadene su u posu-
de za uzgoj stanica (engl. flasks) koje su pret-
hodno obloZene s poli-D-lizinom te je u jednu
flasku stavljeno 10 mL stani¢ne suspenzije koja
sadrzava priblizno 10 000 000 stanica. Stanice
su potom uzgajane u inkubatoru pod tempe-
raturom od 37 °Ci 5 % CO,. Sljedecih 10 dana
stanicama je mijenjan medij svaka dva dana, a
medij sadrzava DMEM, 4mM L-glutamin, TmM
natrijev piruvat 20 % FBS te Pen/Strep (Gibco).

Priprema podloga za diferencijaciju stanica

Neposredno prije nasadivanja stanica po-
trebno je prirediti podloge za diferencijaci-
ju stanica, odnosno stakla (engl. cover slips)
promjera 12 mm. Bududi da su kvalitetno pri-
premljene podloge jedan od glavnih ¢imbeni-
ka u diferencijaciji stanica, priprema mora biti
besprijekorna, a za sam postupak potrebno je
4 -5 dana. Prvi je korak stavljanje stakalaca u
dusi¢nu kiselinu preko no¢i na tresilicu (engl.
shaker). Nakon tretmana u kiselini stakla treba
dobro isprati sterilnom vodom tijekom dva sata
uz uzastopne izmjene vode. Kako bi se kiselina
potpuno isprala, ispiranje se takoder radi na

Veterinar Godina 2022. Godiste 60. Broj 1.



IZVORNI ZNANSTVENI RAD

tresilici. Nakon ispiranja stakla su ostavljena 24
sata u 70 %-tnom alkoholu. Sljedeci dan, nakon
izlijevanja alkohola, stakla su sterilizirana na
temperaturi od 250 °C tijekom 12 sati. Nakon
sterilizacije i hladenja stakla su spremna za na-
sadivanje stanica. U laminaru je na stakla stav-
ljeno 250 pL poli-D, L-ornitina tijekom 24 sata.
Nakon oblaganja s poli-D, L-ornitinom stakla su
isprana svjezim medijem i spremna su za nasa-
divanje stanica.

Nasadivanje, diferencijacija i fiksacija
stanica

Deset dana nakon uzgoja u flaskama sta-
nice su proliferirale i u potpunosti prekrile dno
flaske u nekoliko slojeva, pri ¢emu su na dnu
astrociti, dok se na povrsini nalaze progenito-
ri oligodendrocita spremni za nasadivanje na
podloge. Sljededi je korak odvoijiti progenitore
oligodendrocita, Sto se radi na tresilici pri veli-
koj brzini od 200 r.p.m., a postupak se izvodi u
dvije faze. U prvoj su fazi flaske na tresilici sat
vremena kako bi se odvojile stanice mikroglije,
koje se vrlo brzo odvajaju. Nakon sat vremena
izmijeni se medij te se posude za uzgoj stanica
ponovno stave na tresilicu preko no¢i. Kljucan je
korak u ovom postupku hermeticko zatvaranje
posuda za uzgoj stanica, ¢ime se sprjecava do-
tok kisika, jer se tako progenitori oligodendro-
cita lakSe odvajaju od podloge. Nakon toga po-
kupi se suspenzija stanica, a u posude za uzgoj
stanica doda se 10 mL svjezeg medija te se po-

.....

dana. Suspenzija prikupljenih stanica stavi se

u netretiranu Petrijevu posudu tijekom 30 - 60
minuta u inkubator, kako bi se uklonili astroci-
ti i mikroglije, koji ¢e se vrlo brzo prihvatiti za
podlogu, dok ¢e progenitori oligodendrocita
ostati u suspenziji. Dobivene stanice potrebno
je jos jednom profiltrirati kroz filtar s veli¢inom
pora od 20 pm. Filtriranu suspenziju stanica po-
tom centrifugiramo 10 minuta na 100 g. Nakon
centrifuge ukloni se tekucina, a istalozene se
stanice resuspenziraju u maloj koli¢ini medija (~
0,5 mL), izbroje se i nasade na stakla u gustoci
od 1 x 10° po ¢etvornom centimetru. Stanice se
potom diferenciraju u inkubatoru pod tempera-
turom od 37 °Ci 5% CO,. Medij za diferencijaciju
mijenja se svaka dva dana, a sadrzava 20 ng/mL
PDGF-AA i 20 ng/mL bFGF. Stanice su fiksirane u
vremenskim to¢kama 1., 3., 5.i 7. dan diferenci-
jacije s 4 %-tnim paraformaldehidom (PFA) tije-
kom 15 minuta te su isprane PBS (engl. phosp-
hate buffer saline) puferom i ostavljene na +4
°C do bojenja.

Imunocitokemija

Nakon fiksacije u odredenim vremenskim
tockama stanice pohranjene na +4 °Cisprane su
tri puta po pet minuta PBS-om, nakon ¢ega je
na njih naslojeno 500 pL otopine za permeabili-
zaciju stanitne membrane i blokiranje nespeci-
ficnog vezanja sekundarnog protutijela (0,2 %
triton X-100 (Sigma, T8787-100ML) u PBS-u +
3 % kozjeg seruma). Prema uobi¢ajenom proto-
kolu (Ali¢ i sur., 2016.), blokiranje nespecifitnog
vezanja sekundarnog protutijela traje 60 mi-
nuta. Nakon blokiranja na stanice je dodano 85

Tablica 1. Primarna protutijela koriStena u ovom istrazivanju.

Protutijelo Podrijetlo

Razrjedenje

Proizvodac¢

Stakor 1:1000 ThermoFisher Scientific (13-0300)
Stakor 1:200 Abcam (ab7349)
mis 1:200 Abcam (ab22035)
mis 1:200 eBioscience (14-6506-80)
mis 1:200 Sigma (07139)
mis 1:200 Millipore (MABN50)
mis 1:200 Merck (MAB388)
kuni¢ 1:200 Abcam (ab97959)
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Tablica 2. Sekundarna protutijela koristena u ovom istraZivanju.

Protutijelo

Razrjedenje

Proizvodac¢

ThermoFisher (A11077)
1:500 ThermoFisher (A21046)
1:1000 ThermoFisher (A21043)
1:1000 ThermoFisher (A21206)
1:1000 ThermoFisher (A21202)

uL otopine primarnog protutijela (0,2 % triton
X-100 u PBS-u + 1 % kozjeg seruma + primarno
protutijelo) i stanice su pohranjene na inkuba-
ciju preko nod¢i u hladnjaku na +4 °C. Primarna
protutijela koriStena u ovom istrazivanju prika-
zana su u tablici 1.

Sljede¢i dan, nakon inkubacije primarnih
protutijela, stanice su ponovno isprane tri puta
po pet minuta PBS-om, te je nakon ispiranja na
stanice naslojena otopina sekundarnih protu-
tijela (0,2 % triton X-100 u PBS-u + sekundar-
no protutijelo). Popis sekundarnih protutijela
koristenih u ovom istrazivanju prikazan je u
tablici 2. Sekundarna protutijela inkubirana su
u zamracenoj prostoriji na sobnoj temperaturi
tijekom dva sata. Nakon zavrSetka inkubacije
stanice su ponovno isprane tri puta po pet mi-
nuta PBS-om te je na njih naslojena fluores-
centna boja (DAPI) koja boji DNA odnosno jez-
gru svih stanica u koncentraciji 1 : 8000. Nakon
deset minuta inkubacije na sobnoj temperaturi
stanice su ponovno isprane PBS-om te su po-
klopljene medijem za fluorescentno poklapanje
(Dako Fluorescent Mounting Medium, $3023).
Poklopljeni preparati pohranjeni su u hladnjaku
na +4 °C do analize na konfokalnom mikroskopu
(Zeiss).

Prebrojavanje stanica

Stanice su prebrojene na deset reprezen-
tativnih vidnih polja, po vremenskoj tocki, iza-
branih koristenjem konfokalnog mikroskopa
(Zeiss). Reprezentativna polja izabrana su na-
sumicno s obzirom na to da su stanice prilikom
nasadivanja ravhomjerno nasadene. Prebroja-

vanje je provedeno tako da se odredi broj i ra-
zvojni stadij glija-stanica u pojedinoj vremen-
skoj tocki. Stanice su prebrojene na temelju
izrazaja sljedecih biljega: progenitora oligoden-
drocita (olig2), prooligodendrocita (04), oligo-
dendrocita (01), mijelinizirajué¢ih oligodendroci-
ta (mbp i plp) te astrocita (gfap). Tri uzastopna
prebrojavanja stanica napravila su dva potpuno
neovisna istrazivaca, a rezultati prebrojavanja
poklapali su se u 100 % slucajeva. Nakon pre-
brojavanja izraCunata je prosje¢na vrijednost
broja stanica, standardna devijacija te stan-
dardna pogreska, a za odredivanje statistictke
znacajnosti koriStena je jednosmjerna ANOVA.
Statisti¢ka znacajnost prikazana je pomocu (*)
te se razlikuje ako je: P < 0,05 (*), P < 0,01 (**),
P < 0,001 (***), P < 0,0007 (****).

REZULTATI

Diferencijacija glija-stanica

Tijekom sedam dana uzgoja in vitro, stanice,
progenitori oligodendrocita, u potpunosti su se
diferencirale od stanica koje izrazavaju biljege
maticnih stanica i progenitora oligodendrocita
sve do potpuno zrelih, mijelinizirajuc¢ih oligo-
dendrocita. Diferencijacija glija-stanica 1., 3., 5.
i 7. dan in vitro (DIV) prikazana je na slici 1.

Prvog dana diferencijacije, odnosno dvade-
set i Cetiri sata nakon nasadivanja na prethodno
priredene podloge, stanice su zapocele s dife-
rencijacijom. Stanice su nasadene u stadiju pro-
genitornih stanica koje su okruglasta oblika i
neposredno nakon nasadivanja pruzile su jedan
ili vise nastavaka (slika 1.A) te izrazavaju speci-
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Slika 1. Diferencijacija
glija-stanica 1. (A), 3. (B),
5.(C)i7.(D)danain vitro.
Tijekom sedam dana
diferencijacije stanice su
pracene i fotografirane
svjetlosnim mikroskopom
(Evos, ThermofFisher).
Skala = 100 um

&

ficne biljege glija-stanica. Gotovo 99 % stanica
je olig2-pozitivno, za kojeg je poznato da je bi-
ljeg progenitora oligodendrocita (slike 2.A i 2.B,
3.Bi 3.F). U tri uzastopna brojenja po deset vid-
nih polja vidi se da je 97 + 3 % stanica olig2-po-
zitivno. Osim toga stanice joS uvijek izrazavaju
biljege mati¢nih stanica kao sto su sox2 (slika
3.A) i nestin. U istom razvojnom stadiju 88 * 2
% stanica izrazava biljege prooligodendrocita
(04) i oligodendrocita (o1) (slike 2.A i 2.0). Te
su stanice i olig2-pozitivhe, dok je svega 10
% stanica gfap-pozitivno (slike 2.A i 2.F). lako
stanice tijekom prvog dana izrazavaju biljege
nekoliko razvojnih stadija oligodendrocita, na
temelju analize intenziteta imunocitokemije i
same morfologije stanica jasno je vidljivo da je
visSe od 90 % stanica izrazito olig2-pozitivno, a
vrlo blijedo, iako u velikom postotku, zadrzava-
ju pozitivnost na biljege mati¢nih stanica, kao i
znatno razvijenijih stadija prooligodendrocita i
oligodendrocita.

Treceg dana diferencijacije stanice su znat-
no vise diferencirane nego u prvoj vremenskoj
tocki. Pruzile su brojne razgranate nastavke i
poprimaju morfologiju oligodendrocita (slika
1.B). Tijekom trec¢eg dana diferencijacije 86 + 3
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% stanica je olig2-pozitivno (slika 2.A i 2.B, slika
4.B). Stanice viSe ne izrazavaju biljege maticnih
stanica, dok je razina izrazaja biljega o4 io1ista
kao i prvog dana diferencijacije i iznosi 88 + 2
% (slike 2.A i 2.C, 4.F i 4.)). Sto se ti¢e biljega
astrocita, stanje je slicno kao i prvog dana di-
ferencijacije i iznosi 10 + 2 % pozitivnih stanica
(slike 2.Ai 2.F, 4.A, 4.E i 4.1). Astrociti, odnosno
gfap-pozitivne stanice izrazavaju u svojim jez-
grama i olig2, ali isto tako kolokaliziraju s bi-
ljezima 04 i o1. Potpuna kolokalizacija gfap-a
i 01 vidljiva je na slici 4.L koja se ocituje poja-
vom Zute boje na stopljenoj slici. U ovom stadi-
ju diferencijacije, kako je i ocekivano, jos uvijek
nema ni jedne mbp ili plp-pozitivne stanice (sli-
ke 2.A,2.Di 2.E).

Peti dan diferencijacije stanice morfoloski
izgledaju kao potpuno diferencirani oligoden-
drociti (slika 1.C). Buduéi da su stanice gotovo
potpuno diferencirane, udio izrazaja pojedinih
biljega znatno se promijenio u odnosu na pret-
hodne dvije vremenske tocke. Udio olig2-pozi-
tivnih stanica smanjio se za 70 % u odnosu na
prvu vremensku tocku i iznosi svega 11 + 2 %
stanica (slike 2.A i 2.B). Zanimljivo da udio pro-
oligodendrocita i oligodendrocita ostaje gotovo
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na istoj razini tijekom cijelog razdoblja diferen-
cijacije i u ovoj vremenskoj tocki iznosi 86 + 2 %
(slike 2.A i 2.C, 5.B i 5.F). Vrlo se sli¢no ponasa-
ju i gfap-pozitivne stanice i u ovoj vremenskoj
tocki je svega 11 + 2 % stanica gfap-pozitivno.
Buduéi da stanice morfoloski izgledaju kao pot-
puno zreli oligodendrociti, zapoc€ele su izraza-
vati biljege zrelih, odnosno mijelinizirajucih oli-
godendrocita. Tako udio mbp-pozitivnih stanica
iznosi 10 + 2 %, dok je udio plp-pozitivnih sta-
nica znatno veciiiznosi 79 + 2 % (slike 2.A, 2.D

i 2.E, slika 5.L). Sve mbp i plp-pozitivne stanice
u potpunosti kolokaliziraju s 04 i 01-pozitivnim

B shes

F

ns

stanicama (slike 5.D i 5.H). No kako je vidljivo
i na grafitkom prikazu (slike 2.D i 2.E), svega
12 % mijeliniziraju¢ih oligodendrocita izrazava
mbp i plp, odnosno kolokalizira.

Sedmi dan diferencijacije stanice su dose-
gnule maksimalan razvoj u diferencijaciji gli-
ja-stanica (slika 1.D). Udio olig2-pozitivnih sta-
nica znatno se smanjio i iznosi svega 8 + 2 %
stanica (slike 2.A i 2.B). Udio 04 i o1-pozitivnih
stanica neznatno se smanjio, ali i dalje iznosi
82 + 3 % stanica (slike 2.A i 2.C), za razliku od
gfap-pozitivnih stanica €iji je udio malo pora-
stao i iznosi 11 + 3 % stanica (slike 2.A i 2.F).

Slika 2. Analiza
diferencijacije glija-stanica
1.,3.,5.i7.danain vitro.
Postotak glija-stanica tijekom
diferencijacije (A). IzraZaj
olig2-pozitivnih stanica
tijekom diferencijacije stanica
(B); statisticki znacajna
razlika prikazana je izmedu
svih vremenskih toc¢aka pri
¢emu je P < 0,001 (***) izmedu
1.i 3. dana, izmedu 1.i 5. (7.)
dana P < 0,0001 (****), dok je
izmedu 5.i7.dana P < 0,01
(**). IzraZaj 01 i 04-pozitivnih
stanica tijekom diferencijacije
stanica (C); tijekom prvih pet
dana diferencijacije nema
statisticki signifikantne
razlike izmedu pojedinih
tocaka, dok je razlika vidljiva
izmedu 1.i7.dana P < 0,01.
IzraZzaj mbp-pozitivnih
stanica tijekom diferencijacije
stanica (D); prikazana je
statisticki signifikantna
razlika izmedu 5. i 7. dana
diferencijacije P < 0.05 (*).
Izrazaj plp-pozitivnih stanica
tijekom diferencijacije stanica
(E); prikazana je statisticki
signifikantna razlika izmedu
5.i7. dana diferencijacije P <
0.01. IzraZaj gfap-pozitivnih
stanica tijekom diferencijacije
stanica (F) konstantan je

i ne pokazuje statisticki
signifikantnu razliku izmedu
pojedinih vremenskih tocka
diferencijacije.
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Tablica 3. Postotak glija-stanica 1., 3., 5. i 7. dana in vitro (DIV) tijekom diferencijacije.

97+3%

88+2%

88+2%

10%

86+3% 88+2% 88+2% 1022%
1M22% 86x2% 86x2% 1122% 1022% 792 %
8+2% 82+3% 82+3% 1M23% 1322% 84+3%

Gledajuci sveukupno, iako je zabiljezen mali
pad, odnosno blagi porast u izrazaju ovih triju
biljega tijekom razdoblja diferencijacije, izrazaj
ovih biljega je konstantan (slike 2.A, 2.Ci 2.D).
Postotak mbp pozitivnih stanica porastao je na
13 + 2 %, dok je postotak plp-pozitivnih stanica
porastao na 84 + 3 % (slike 2.A, 2.D i 2.E). Na
slici 6, osim prije opisane kolokalizacije izmedu
mbp-a i biljega 04, o1 te plp, u kombinaciji mbp
+ 04 (slika 6.D), jasno se vidi gdje mbp-pozitiv-
na stanica mijelinizira, odnosno omotava se oko
04 pozitivne stanice. Radi bolje preglednosti
postotak diferencijacije stanica u svim vremen-
skim tockama prikazan je i u tablici 3.

Osim diferencijacije stanica, izrazaja speci-
ficnih biljega koji se pojavljuju tijekom razvoja
stanica vidljiva je i razlika u intenzitetu svakog
pojedinog biljega. 0d biljega koriStenih u ovom
istrazivanju jedino su sox2 i olig2 nuklearni bi-

ljezi, dok su ostali biljezi citoplazmatski. Tije-
kom prvog dana razvoja jasno je vidljiv vrlo slab
izrazaj nestina, gotovo na granici detektibilno-
sti. Nasuprot tome, biljezi prooligodendrocita
(04) i oligodendrocita (01) pojavljuju se od pr-
vog dana diferencijacije i zadrZavaju se do kraja
u gotovo jednakom intenzitetu. Zanimljivo je da
oba biljega, osim ujednacene citoplazmatske
pozitivnosti, imaju i snaznu, takoder citoplaz-
matsku, vezikularnu pozitivnost koja se pove-
¢ava tijekom diferencijacije, posebno u o1-po-
zitivnih stanica (slike 4 — 6).

U ovom istrazivanju, osim po vremenskim
tockama, provedena je i analiza izrazaja svakog
pojedinog biljega tijekom sedam dana diferen-
cijacije stanica. Prema tome tijekom diferencija-
cije olig2-pozitivnih stanica vidljiva je statisticki
signifikantna razlika izmedu svih vremenskih
tocaka, pri ¢emu je P < 0,001 (***) izmedu 1. i

Slika 3. Imunocitokemija & olig? dapi
glija-stanica 1. dana
diferencijacije in vitro.
Tijekom prvog dana
diferencijacije 99 % stanica
je olig2-pozitivno (Bi F),
dok neke od njih izraZavaju
i sox2 (A) te kolokaliziraju
razlicitim intenzitetom
(2uto). Svega je 10 %
stanica je gfap-pozitivno
(E), a sve gfap-pozitivne
stanice izraZavaju i olig2 (H,
stopljena slika). Na slikama
(Ci G) plavo su obojene
jezgre svih stanica (DAPI).
Skala =20 ym

stopljeno
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stopljeno Slika 4. Imunocitokemija

. glija-stanica 3. dana
diferencijacije in vitro.
Tijekom treceg dana
diferencijacije 86 + 3 %
stanica je olig2-pozitivno
(B), 88 + 2 % stanica je
04 (F) i o1 (J) pozitivno,
dok je 10 + 2 % stanica
gfap-pozitivno (A, Eil).
Na slici L vidi se potpuna
kolokalizacija (Zuto) izmedu
gfap i o1-pozitivnih stanica.
Na slikama (C, G i K) plavo
su obojene jezgre svih
stanica (DAPI).
Skala = 20 um

stopljeno

(i H
dapi stopljena

. 7
7

dapi stopljeng % Slika 5. Imunocitokemija
glija-stanica 5. dana
diferencijacije in vitro.
Tijekom petog dana
diferencijacije 86 + 2 %
stanica je 04 (B) i o1 (F)
pozitivno, svega 10 + 2

WERRE N % stanica je mbp (A, Eil)

D . pozitivno, dok je 79 + 2 %

stanica plp (J) pozitivno.

Sve mbp-pozitivne stanice

kolokaliziraju s 04 (D),

o1 (H)iplp (L). Svega

12 % mijelinizirajucih

stanica pozitivno je na oba

biljega mijelinizirajucih

oligodendrocita (mbp i

o plp, H). Na slikama (C, G i

: K) plavo su obojene jezgre
stopljeno , svih stanica (DAPI).
' Skala = 20 um

stopljeno

Veterinar Godina 2022. Godiste 60. Broj 1.
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Slika 6. Imunocitokemija
glija-stanica 7. dana
diferencijacije in vitro.
Tijekom sedmog dana
diferencijacije 82 + 3 %
stanica je 04 (B) i o1 (F)
pozitivno, svega 13 + 2

% stanica je mbp (A, Eil)
pozitivno, dok je 84 + 3 %
stanica plp (J) pozitivno. Na
stopljenoj slici (D) vidi se
kako sitnija, mbp (zelena)
pozitivna stanica mijelinizira
vecu, o4 (crvenu) pozitivnu
stanicu. Na slikama (C, G i K)
plavo su obojene jezgre svih
stanica (DAPI).

Skala =20 ym

stopljeno

: 4

stopljeno.

jacije stanica napravljen je prema Chen i surad-
nicima (2007.). Prema navedenom protokolu
progenitore oligodendrocita moguce je izolirati
iz novorodenih Stakora ili miSeva, ali isto tako i
iz embrija miSa. Ako se izolacija radi iz embri-
ja miSa, onda je postupak izolacije stanica, ali
i uzgoj do neurosfera, gotovo identi¢an onome
opisanom u izolaciji ziv€anih maticnih stanica
za uzgoj neurona (Kosi i sur., 2015.; Ali¢ i sur.,
2016.; Kosi i sur., 2018.). U ovom istrazivanju
izolacija progenitora oligodendrocita naprav-
ljena je iz novorodenih miSeva. Tijekom analize
rezultata zabiljezeno je nekoliko vrlo bitnih ¢i-
njenica po ¢emu se ovo istrazivanje razlikuje od
originalnog protokola (Chen i sur., 2007.). Pre-
ma originalnom protokolu stanice nakon tjedan
dana diferencijacije in vitroizrazavaju a2b5i 04,
ali ne o1 i mbp. Iz ovoga se jasno vidi da stani-
ce u originalnom istrazivanju izrazavaju biljege

3. dana, izmedu 1. i 5. (7.) dana je P < 0,0001
(****), dok je izmedu 5. i 7. dana P < 0,01 (**)
(slika 2.B). Nasuprot tome, tijekom diferencija-
cije o1 i o4-pozitivnih stanica tijekom prvih pet
dana nema statisticki signifikantne razlike iz-
medu pojedinih to¢aka, dok je razlika vidljiva je-
dinoizmedu 1.i 7. dana, P < 0,01(**) (slika 2.C).
lako se mbp i plp-pozitivne stanice pojavljuju
tek peti dan diferencijacije, izmedu ovih dviju
vremenskih tocaka vidljiva je statisticki signi-
fikantna razlika, pri ¢emu je za mbp-pozitivne
stanice P < 0,05 (*) (slika 2.D), dok je za plp-po-
zitivne stanice P < 0,01 (slika 2.E). Jedini biljeg
koji je konstantan i kod kojega nema statisticki
signifikantne razlike izmedu pojedinih vremen-
skih tocka jest gfap (slika 2.F).

RASPRAVA

Tijekom ovog istrazivanja, po prvi puta u
Laboratoriju za mati¢ne stanice napravljena je
izolacija progenitora oligodendrocita i njihova
diferencijacija do zrelih, mijelinizirajucih oligo-
dendrocita. Sami postupak izolacije i diferenci-
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progenitora oligodendrocita (a2b5) i pro-oligo-
dendrocita (04), ali ne i oligodendrocita (01) ili
mijelinizirajucih oligodendrocita (mbp). U ovom
istrazivanju kao biljeg progenitora oligodendro-
cita koriSten je olig2 Ciji se izrazaj podudara s
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izrazajem a2b5 (Zhang, 2001.). Rezultati ovoga
istrazivanja pokazuju da je prvog dana diferen-
cijacije preko 90 % stanica olig2 pozitivno, a sa-
zrijevanjem stanica razina olig2 se znatno sma-
njuje, da bi sedmog dana diferencijacije iznosila
svega 8 %. Druga vrlo bitna razlika u odnosu na
originalni protokol jest izrazaj o4 i o1. Kako je
vidljivo u rezultatima, stanice su pozitivhe na
oba biljega tijekom c¢itavog razdoblja diferen-
cijacije i to u vrlo visokom postotku od gotovo
90 %. Zanimljivo je da prema Chen i suradnicima
(2007.) stanice ¢ak niti nakon sedam dana uz-
goja nisu o1 pozitivhe, odnosno nisu dosegnu-
le stadij oligodendrocita. S druge strane Zhang
(2001.) navodi da se izrazaj 04 dobrim dijelom
preklapa s izrazajem biljega progenitora oligo-
dendrocita, kao Sto su olig2 i a2b5, ali isto tako
i u istoj mjeri izrazaj 04 se preklapa s izrazajem
o1, odnosno zrelim oligodendrocitima. Rezulta-
ti ovog istrazivanja u potpunosti se podudaraju
s istrazivanjem Zhang-a (2001.) jer oba biljega,
o4 i o1, pozitivni su vrlo rano i kolokaliziraju s
olig2 tijekom prva tri dana diferencijacije. Isto
tako sva tri biljega kolokaliziraju s gfapom koji
je tipicni biljeg astrocita, iako je ovim na¢inom
uzgoja u kulturi prisutno svega 10 % astrocita.
Mali postotak astrocita, kao niti jedna stanica
mikroglije, ofekivan je nalaz jer je priprema i
nacin izolacije usmjeren isklju¢ivo prema pro-
genitorima oligodendrocita. Konacno, treca ve-
lika razlika jesu mijelinizirajuce stanice. lako su
stanice diferencirane prema protokolu, rezultati
ovog istrazivanja pokazuju da se mijeliniziraju-
¢e stanice pojavljuju u kulturi ve¢ petog dana
diferencijacije i to u zna¢ajnom postotku. Prema
stadiju sazrijevanja, mbp i plp pozitivne stanice
se pojavljuju u isto vrijeme Sto je slu¢aj i u ovom
istrazivanju, ali zanimljivo je da je znatno ma-
nji udio mbp pozitivnih stanica, koji iznosi nesto
vise od 10 % ukupnog broja stanica, u odnosu
na udio plp pozitivnih stanica koji je gotovo 80
%. Na temelju ovoga proizlazi zaklju¢ak da pe-
tog dana diferencijacije, od ukupnog broja mije-
linizirajucih stanica, svega 12 % stanica izraza-
va oba mijelinizirajuéa biljega. Sedmog dana taj
omjer se povecava u korist mbp pozitivnih sta-
nica. Na temelju svega je vidljivo da su i u zavrs-
noj fazi diferencijacije stanice u potpunosti pra-
tile diferencijacijski put opisan u Zhang (2001.).

Progenitori oligodendrocita izolirani su iz
novorodenih Thy1 miSeva. Ovaj transgenicni soj
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miSa napravila je grupa autora Feng i suradnici
(2000.). Soj je karakteristi¢can po tome Sto pod
utjecajem promotora Thy7 gena u odredenim
stanicama izrazava zelenu fluorescentnu bje-
lancevinu. Izrazaj bjelancevine je karakteristi-
¢an za neurone i nikada se ne pojavljuje u niti
jednoj drugoj vrsti stanica. Na ovom soju na-
pravljena su brojna morfoloska istrazivanja in
vitro (Feng i sur., 2000.; Corti i sur., 2006.; Ali¢
i sur., 2016.), ali i istrazivanje izrazaja gena ti-
jekom in vitro diferencijacije (Stojanac, 2016.).
lako je u navedenim istrazivanjima nacin uzgoja
stanica bio usmjeren prema neuronima, sve-
ga 3-5 % stanica jesu glija-stanice koje nikada
nisu izrazavale zelenu fluorescentnu bjelan-
¢evinu. U istrazivanju Miri¢ i suradnika (2017.)
od istog soja napravljena je primarna kultura
neurona, Cija je izolacija i pocetni nacin uzgo-
ja sli¢an uzgoju oligodendrocita, ali ni u ovom
istrazivanju nisu zabiljezeni oligodendrociti, a
prisutni astrociti takoder nisu bili Thy1 pozitiv-
ni. Rezultati ovoga istrazivanja, napravljeni na
isklju€ivo glija-stanicama, potvrduju da je izra-
Zaj zelene fluorescentne bjelancevine u Thy1
miSevima specifican isklju¢ivo za neuronsku
lozu jer niti jedna stanica u ovom istrazivanju
nije bila Thy1 pozitivna. Na temelju svega nave-
denog, a usporedujudi rezultate ovog istraziva-
nja sa slitnim istrazivanjima, jasno je vidljivo da
je moguce u in vitro uvjetima uzgojiti potpuno
zrele i funkcionalno aktivne neurone, astrocite i
oligodendrocite podrijetlom od Thy1 miSeva, ali
u odvojenim pokusima. Prednosti ovakvih po-
kusa su da mozemo ciljano diferencirati razlici-
te tipove stanica, no medutim veliki nedostatak
jest da josS uvijek nismo uspjeli uzgojiti neurone
i oligodendrocite u ko-kulturi. No kako to u zna-
nosti obi¢no biva, upravo je ovo veliki izazov na
kojem trenutno radimo kako bismo to vjerodo-
stojnije mogli usporediti in vitro uvjete s onima
u mozgu misa.

Laboratorijske Zivotinje, u prvom redu mi-
Sevi, zbog relativno jeftinog nacina uzgoja, ali i
brzog reproduktivnog ciklusa, smatraju se ide-
alnim pokusnim zivotinjama za proucavanje ra-
zlicitih fizioloskih i patoloskih stanja u ljudi. Me-
dutim tijekom fizioloskog, embrionalnog, fetal-
nog i postnatalnog razvoja glija-stanica postoji
velika razlika u pojavi i sazrijevanju istih u ove
dvije vrste. Naime u miSa tijekom embrional-
nog razvoja ne dolazi do razvoja glija-stanica,
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odnosno nema njihovih progenitora, bilo da se
radi o progenitorima oligodendrocita ili astroci-
ta (Ali¢, 2015.). S druge strane u ¢ovjeka, pro-
genitori glija-stanica pojavljuju se rano tijekom
embrionalnog razvoja, ve¢ sredinom gestacije i
to u diencefalonu odakle kre¢u u migraciju (Ja-
kovcevski i Zecevic, 2005.a; Jakovcevski i sur.,
2009.). Isto tako velika razlika u odnosu na misa
se odnosi u izrazaju biljega olig1 olig2, pri ¢emu
je opisano da u Covjeka, osim Sto boji progeni-
trore oligodendrocita, boji i specifitnu subpo-
pulaciju neurona te utjece na stanice neuronske
loze (Jakovcevski i Zecevic, 2005.b). Drugim ri-
je€ima, ovaj nalaz upucuje na blisku povezanost
izmedu neuronske i glija loze stanica, Sto za-
pravo i nije neobi¢no buduci da obje populacije
krecu od iste Zziv€ane mati¢ne stanice, a kasnije
se opredjeljuju i usmjeravaju prema odredenoj
populaciji stanica (McGeady i sur., 2014.).

U brojnim istrazivanjima patoloskih stanja
vrlo ¢esto se u prvi plan stavljaju neuroni i nji-
hova patologija. Medutim glija-stanice imaju
posebno vaznu ulogu jer svojom potpornom
funkcijom podrzavaju neurone. Vaznost gli-
ja-stanica vidljiva je u snaznoj obrani nakon
mozdanog udara gdje se glija-stanice organizi-
raju i migriraju na mjesto ozljede i tvore snaznu
granicu izmedu zdravog i bolesnog tkiva (Kosi
i sur., 2018.). lako su u ovakvim reakcijama
najzasluzniji astrociti, prvenstveno reaktivni
astrociti, osim njih javljaju se i oligodendrociti
kao i stanice mikroglije i tako sprje¢avaju dalj-
nje propadanje tkiva. U modelu demijelinacijske
ozljede kraljeznicne mozdine i mozga, dolazi
do propadanja mijelina, Sto je idealan model
za proucavanje multiple skleroze u ¢ovjeka. U
ovom modelu autori su opisali aktivaciju ,no-
vorodenih® progenitora oligodendrocita kori-
Stenjem transgenicnih Zivotinja (Fancy i sur.,
2009.; Fancy i sur., 2011.). Prema navedenom
istrazivanju aktiviraju se olig2 pozitivne stanice
koje dolaze na mjesto ozljede te se diferenciraju
prema zrelim oblicima oligodendrocita. Zaklju¢-
no, rezultati ovoga istrazivanja, podudaraju se s
in vivo istrazivanjima (Fancy i sur., 2009.; Fancy
i sur.,, 2011.) i jos jednom ukazuju na vaznost in
vitro rezultata i moguénosti usporedbe s istra-
zivanjima na in vivo modelima, ali isto tako pru-
Zaju nove spoznaje koje nas usmjeravaju prema
klinickim istrazivanjima.
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U Europskoj uniji
sterilizirano je 73% macaka,

dok ih je u Hrvatskoj

sterilizirano samo 33%
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