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POVZETEK

Astrociti so najStevilnejse celice v centralnem ziv¢evju. Njihovo odlocilno vlogo v zadnjem
Casu vse bolj spoznavamo tudi v patogenezi nevrodegeneretivnih obolenj, zato je
proucevanje astrocitov vedno bolj zanimivo tudi za eksperimentalno prakso. Namen
raziskave je bil razviti protokol za rutinsko pripravo celi¢ne kulture astrocitov iz odraslih

¢loveskih mozganov.

Tkivo, pridobljeno med operacijami pacientov po posSkodbi glave in nerupturiranih
mozganskih anevrizem smo mehansko razgradili in centrifugirali. Celi¢ni sediment smo
resuspendirali v mediju za gojenje celic, nanesli v gojilne posodice T25 in inkubirali en
mesec pri temperaturi 37 °C in v 5 % CO,. Medij smo dvakrat tedensko zamenjali in
odstranili kontaminirajoc¢e celice mikroglije in oligodendrocite. Ko je bila celi¢na kultura
konfluentna, smo ocenili njeno distost in celice imunocitokemicno karakterizirali na
specificne astrocitne oznacevalce (GFAP, GLAST in S100B). Morfologijo celic smo

dolo¢ili z oznacevanjem aktinskega citoskeleta s fluorescencnim faloidinom.

Potrdili smo morfoloske znacilnosti celic in specificne celicne oznacevalce, ki so ustrezali

astrocitom. Priblizno 95 % celic je bilo pozitivnih na glavne glialne oznacevalce.

Razvili smo enostaven in ucinkovit protokol za izolacijo obogatene primarne kulture
astrocitov iz odraslih ¢loveskih moZganov. Ta tehnika izolacije zagotavlja zadostne koli¢ine
celic. Celi¢na kultura, pridobljena na ta nacin, kaze biokemicne in fizioloske lastnosti
astrocitov. MoZnosti uporabe taksne celi¢ne kulture obsegajo poskuse v pogojih in vitro za
proucevanje mehanizmov citotoksicnosti in citoprotekcije ter nevrodegenerativnih obolenj
pri odraslih, Studije razlik med neonatalnimi in odraslimi astrociti ter odkrivanje novih

terapevtskih tar¢ za poskuse s celicno terapijo.

Kljué¢ne besede: nevrodegenerativne bolezni, moZgani, izolacija celic, €loveski astrociti,

celi¢ni model.



ABSTRACT

Astrocytes are the main cellular constituent in the central nervous system. Their crucial role
in the pathogenesis of neurodegenerative diseases has recently been increasingly recognised,
and the study of astrocytes is of growing interest for experimental practice. The aim of this
study was to develop an improved protocol for routine preparation of primary astrocyte

culture from adult human brain.

The tissue obtained during neurotrauma and cold aneurysm operations was mechanically
first decomposed and then centrifuged. The cell sediment was resuspended in cell culture
medium, plated in T25 cell culture flasks and incubated for one month at 37 °C in 5 % CO».
The cell medium was replaced twice weekly and microglia and oligodendrocytes were
removed. When the cell culture reached confluence, its purity was assessed. The culture was
characterised immunocytochemically for specific astrocytic markers (GFAP, GLAST and
S100B). Cell morphology was examined through the actin cytoskeleton labelling with
fluorescent phalloidin.

Under the basal conditions, adult astrocytes exhibited astrocyte-specific morphology and
expressed specific markers. Approximately 95 % of cells were positive for the main glial

markers.

We have established a fluent and cost-effective protocol for a highly enriched primary
astrocyte culture. This isolation technique offers sufficient quantities of isolated cells. The
culture obtained in this study exhibits the biochemical and physiological properties of
astrocytes. It may be useful for elucidating the mechanisms related to the adult brain,
investigating compounds involved in cytotoxicity, cytoprotection and neurodegeneration,
exploring changes between neonatal and adult astrocytes and finding novel therapeutic

targets for cell therapy experiments.

Keywords: neurodegenerative diseases, brain, cell isolation, human astrocytes, cell

model.
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1 UVOD

Uporabne in stabilne celi¢ne kulture odraslih astrocitov Se nimamo. V raziskovalni praksi
zato tezimo k razvoju laboratorijskega protokola, ki bi omogocal vzpostavitev celicne
kulture Cloveskih astrocitov odraslih darovalcev, z namenom proucevanja njihove vloge pri
nevrodegenerativnih boleznih. Zato nas raziskovalni problem, ki smo ga opisali v doktorski
disertaciji, zajema razvoj hitrega, uporabnega in enostavnega protokola za izolacijo in
gojenje ¢loveskih astrocitov starejsSih ljudi, ki so uporabni za celi¢no kulturo, ki je potrebna

pri izdelavi celi¢nega modela za $tudij nevrodegenerativnih obolen;.

Razvoj takSnega laboratorijskega protokola ni enostaven. Zajema najprej pravilen in
natanc¢en odvzem mozganskega tkiva, nato pa obdelavo v celicnem laboratoriju in postopke
izolacije ustrezne vrste celic, v naSem primeru astrocitov. Iz mozganskega tkiva lahko
namre¢ izoliramo tudi druge celice, kot so mikroglija, nevroni, mikrovaskularne celice,
oligodendroglija ... Namen izolacije je odvisen od njihove nadaljnje uporabe in proucevanja.
Zaradi izjemno pomembne funkcije, ki jo imajo astrociti pri fizioloSkih in patoloSkih
procesih v mozganih, predvsem pri nastanku nevrodegenerativnih bolezni, smo se v
doktorski disertaciji omejili na to vrsto celic. Tako bomo v sledecih poglavjih uvodnega dela
predstavili znacilnosti in vlogo astrocitov in vivo ter njihov pomen pri nevrodegenerativnih
obolenjih, problematiko obstojecih astrocitnih celi¢nih kultur in pomen razvijanja novih
1zolacijskih tehnik, vire tkiva za izolacijo, metode vzorcenja tkiv ter dosedanja dognanja na
tem podrocju. V eksperimentalnem delu bo sledil opis nove metode za izolacijo astrocitov
in njihove karakterizacije, v razpravi pa izto¢nice za nadaljnjo uporabo astrocitov v
eksperimentalnih modelih za §tudij nevrodegenerativnih obolenj in teznjo po izolaciji ostalih

celic glije iz mozganskega tkiva.



2 ASTROCITI INNEVRODEGENERATIVNE BOLEZNI

Z napredkom sodobne medicine in izboljSanjem zivljenjskega standarda se v razvitih
drzavah v zadnjih desetletjih podaljSuje zivljenjska doba, kar vodi v visanje deleza starejSega
prebivalstva (Mathers idr. 2015, 540-541; Partridge idr. 2018, 45; Robbins idr. 2018, 1-2).
V novodobnem ¢asu so prioritetni cilji sodobne skupnosti po vsem svetu izboljsanje in
ohranjanje zdravstvene kakovosti starejSega prebivalstva ter zmanjSevanje stopenj
oviranosti, ki so s staranjem povezane (Glei idr. 2011; Robbins idr. 2018, 1-2). Zaradi tega
se v zadnjih letih poveCuje aktivna vloga druZbe v skrbi za starejSe. Tudi pri Svetovni
zdravstveni organizaciji (WHO) so za enega od dolgoroc¢nih ciljev doloéili prizadevanja za
aktivno in zdravo staranje. S tem bi se izboljSala kvaliteta zivljenja starejsSih, seveda ob
predpostavki, da jim bo dobro sluZzilo tudi zdravje (WHO 2002, 1-3; WHO 2004, 211,
Maurice 2016, 109-110).

V zadnjem c¢asu se aktivna vloga v skrbi za starejSe kaze tudi z izobrazevanjem in
intenzivnim vklju€evanjem specializiranih kadrov, ki so namenjeni njithovi oskrbi. Med
njimi so pomembni socialni gerontologi (Arai idr. 2012, 18-19; Burns in Nair 2014, 5). Ti
sicer delujejo na vseh podroéjih, ki zajemajo problematiko starej$ih. Lahko aktivno
sodelujejo z zdravstvenimi dejavnostmi pri preventivnih aktivnostih in ozavesc¢anju starejsih
o zdravem zivljenjskem slogu, ki postaja eno od vodil ne le starejsih ljudi, ampak vse druzbe.
Glede na to, da se zZivljenjska doba podaljSuje, sta namre¢ promocija zdravja in trud za
preprecevanje bolezni nujno potrebna (Karp 2008, 3; Robbins idr. 2018, 1-2; Aronoff-
Spencer idr. 2020, 10-12). Zato so dejavnosti socialnih gerontologov prav posebno
pomembne. Cilj je vzpostaviti mrezo celovite oskrbe za ljudi, ki jo potrebujejo, in izboljSati
psihofizi¢no kondicijo ter Zzivljenjski slog starej$ih (Urtamo idr. 2019, 359-361). Te
aktivnosti vkljucujejo neprestano poudarjanje pomena krepitve in vzdrzevanja dobre
kondicije in ozaveS¢anje pri promociji aktivne starosti z izboljSanjem mentalne in telesne
komponente posameznika (WHO 2004; Burns in Nair 2014, 5; Luo in Li 2020, 841-842). V
prihodnosti bo zato Se bolj pomembno intenzivno vklju¢evanje socialnih gerontologov v
omenjeno problematiko in tesnejSo integracijo z zdravstvenim sistemom na primarnem in
sekundarnem nivoju zdravstvenega varstva (Burns in Nair 2014, 5-7; Luo in Li 2020, 841-
842).



Zdravje je eden izmed najpomembnejsih dejavnikov kakovosti zivljenja (Urtamo idr. 2019,
359-360). Zdravje in s tem kakovost zivljenja pa lahko razli¢ne bolezni mo¢no poslabsajo.
Ni nujno, da se te pojavijo samo v obdobju staranja, ampak lahko nastanejo tudi v mlajsih
letih, Ceprav so v starosti bolj pogoste. V obdobju staranja se namre¢ pojavijo Stevilne
spremembe, Ki so lahko kognitivne, telesne, psiholoSke in socialno-ekonomske (Karp 2008,
19-21; Panza idr. 2018, 994; Luo in Li 2020, 841-842). Staranje je zapleten proces, ko v
organizmu prihaja do razli¢nih telesnih sprememb, ki so navadno najprej vidne (Reinders
idr. 2017). Te so vecinoma postopne in razli¢no prizadenejo organe. Telo postaja pocasi
vedno manj zmogljivo in odporno, pojavljajo se razline degenerativne spremembe in
bolezni, kar se kaze v spremembi psihofizicne kondicije. VecCinoma gre za kroni¢no
potekajoce bolezni, ki se lahko vcasih kazejo z akutnimi zapleti (Fried idr. 2001; Cheng idr.
2015). Spremembe se ne pojavijo le na notranjih organih, ampak se spreminja tudi misi¢no-
skeletni sistem, Cutilne sposobnosti, predvsem pa postaneta druga¢na miselna gib¢nost in
spomin (Fried idr. 2001; Reinders idr. 2017). Prav nevrodegenerativna obolenja so v starosti
zelo pogosta, Ceprav se lahko pojavijo tudi pri mlajsih ljudeh (Partridge idr. 2018, 45).
Vodijo k spremembam osebnosti in intelekta, posredno slabijo tudi splosno odpornost,
kondicijo in delovanje telesa. Na dolgi rok vodi to k poslabsanju kakovosti Zivljenja, ne
glede na to, ali je ¢lovek star ali mlad (Partridge idr. 2018, 45; Walker idr. 2019, 75; Borders
idr. 2021).

S staranjem se spreminjajo vsi organski sistemi, vendar zelo razli¢no (Hubbard idr. 2010;
Gradi$nik 2017, 12-14). Eden izmed njih je tudi Ziv¢evje, ki ga lahko prizadenejo razlicne
nevrodegenerativne bolezni. Te so definirane kot napredujo¢ in nepovraten upad nevroloskih
funkcij, ki so posledica propadanja zivénih celic ali nevronov (Gouras 2005, 259). Prizadete
so lahko razli¢ne funkcije, od kognitivnih do gibalnih (Gouras 2005, 259; Huse idr. 2005,
125; Walker idr. 2019, 75). Nevrodegenerativne bolezni so zelo razsirjene in predstavljajo
velik javnozdravstveni problem zaradi velikega pritiska na zdravstvene, socialne in
gospodarske sisteme, predvsem pa zmanjSujejo kvaliteto zivljenja obolelih in njihovih
druzin (Burns in Nair 2005, 5; Gouras 2005, 259; Hurd idr. 2013, 1326; Scheltens idr. 2021).
S starostjo in s podaljSevanjem zivljenjske dobe raste tveganje za nastanek
nevrodegenerativnih bolezni. Zdravljenje lahko pomaga pri lajsanju nekaterih simptomov in
upocasni napredovanje bolezni. Kljub intenzivnim raziskavam zaenkrat $e ni znanih na¢inov

zdravljenja, ki bi ta obolenja lahko popolnoma pozdravili. Zaradi tega je nujno izboljsati



naSe razumevanje vzrokov nevrodegenerativnih bolezni in razviti nove pristope za njihovo
raziskovanje, zdravljenje in prepreCevanje (Ferreira idr. 2021, 1127-1129; Onyango idr.
2021, 1467). Najpogostejsi nevrodegenerativni obolenji sta Alzheimerjeva demenca in
Parkinsonova bolezen (Canter idr. 2016, 187; Scheltens idr. 2016, 505-506; Li idr. 2019,
664-667). Prva je glavni vzrok za demenco in zato eden od najpomembnejsih zdravstvenih
izzivov 21. stoletja. Ocenjujejo, da 40 milijonov ljudi, starejSih od 60 let, po svetu boleha
zaradi demence tega tipa in da se bo do leta 2050 pojavnost te bolezni v Evropi podvojila, v
svetovnem merilu pa potrojila (Panza idr. 2015, 749; Searle in Rockwood 2015, 4; Scheltens
idr. 2016, 505-506; Panza idr. 2018, 993-995). Parkinsonova bolezen je druga najpogostejsa
nevrodegenerativna bolezen. Prisotna je pri 3 % ljudi, starejSih od 65 let. Tudi njena
pojavnost bo v naslednjih letih narasla (Espay idr. 2018, 800-801; Jo idr. 2021, 1; Ntetsika
idr. 2021, 1). V populaciji starejsih so podtipi demence pogosto mesani, kar je klini¢no
pomembno. Ostale vrste nevrodegenerativnih obolenj vkljucujejo Huntingtonovo bolezen,
amiotrofiéno lateralno sklerozo, Friedrichovo ataksijo, spinalno miSi¢no atrofijo,
spinocerebelarno ataksijo, bolezen Lewijevih telesc, bolezen motoricnih nevronov,
vaskularne demence in prionske bolezni. Tudi te vrste obolenj so v porastu in u¢inkovitega
zdravljenja zaenkrat $e ne poznamo (Jack idr. 2015, 512; Wyss-Coray 2016, 180-182; Gitler
idr. 2017, 499; Geser idr. 2020; Kwon in Koh 2020, 1-2; Duong idr. 2021, 2-5; Mehta in
Schneider 2021, 237-238). Nevrodegenerativne bolezni nastanejo zaradi disfunkcije in
degeneracije zivénih celic v centralnem ali perifernem zivéevju, kar se kaze s klini¢no
simptomatiko, ki je od bolezni do bolezni razli¢na (Gouras 2005, 259; Scheltens idr. 2016,
506). Seveda pa ZivEne celice ali nevroni niso edina komponenta, ki je vpeta v patogenezo
nevrodegenerativnih bolezni. Vanjo vstopajo vse sestavne celice ziv€evja in povezave z
drugimi organskimi sistemi v telesu. Eden od pomembnih dejavnikov pri nastanku teh
obolenj so astrociti (Temple in Alvarez-Buylla 1999, 137-139; Li idr. 2019, 664-667; Kwon
in Koh 2020, 3-5; Ding idr. 2021, 1702).

Astrociti ali astroglija so ene izmed glavnih celic centralnega Zivcevja (Bedner idr. 2019; de
Majo idr. 2020). So glavna celi¢na sestavina v mozganih in hrbtenjaci. Ocenjujejo, da pri
ljudeh nekatere mozganske regije vkljucujejo celo od 25 % do 50 % astrocitov celotnega
volumna mozganskega tkiva, celo ve¢, kot je v teh predelih Stevilo nevronov (Hansson 1988,
370; Montgomery 1994, 145-147; Sofroniew in Vinters 2010; de Majo idr. 2020). V

fizioloskih in patoloskih okolis¢inah sodelujejo pri Stevilnih pomembnih funkcijah za
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normalno delovanje centralnega zivéevja, kot so sinapti¢ni prenos, obdelava informacij v
nevronskih vezjih, vzdrzevanje sinaps in nevronskega mikrookolja, sodelovanje pri
migraciji nevronov, modulacija imunskih reakcij (Espay idr. 2018; Ntetsika idr. 2021) ...
Njihovo ime izhaja iz gr§¢ine in pomeni zvezdo. Tako so bili poimenovani zaradi svojega
znacilnega videza "zvezd na no¢nem nebu" v vzorcih, obarvanih po Golgiju. V preteklosti
je izraz nevroglija vklju¢eval vse podporne celice v centralnem Zivénem sistemu in je vV
uporabi Se danes (Montgomery 1994, 145-147; Jo idr. 2021, 1). Dolgo je veljalo, da je
funkcija astrocitov omejena le na podporne in strukturne vloge, in da se te celice na bolezen
ali poskodbo odzivajo indolentno in v veliki meri stereotipno (Kimelberg 2004, 191-192;
Ntetsika idr. 2021, 1-2). S sodobnimi raziskavami pa so potrdili veliko morfolosko
raznolikost astrocitov, tako v celi¢nih kulturah kot v organizmih (Espay idr. 2018, 800-801,;
de Majo idr. 2020, 2-3; Ntetsika idr. 2021). Novi dokazi so pokazali, da imajo astrociti veliko
bolj zapletene, specifi¢ne in pomembne vloge v centralnem Zivénem sistemu, kot so jim jih
v preteklosti pripisovali (Wang in Bordey 2008; Ding idr. 2021). Zaradi razli¢nih oblik in
funkcij so te celice danes prepoznane kot primarni odzivniki v fizioloskih in patoloskih
pogojih. Zanimanje za astrocite se je v zadnjih desetletjih mo¢no povecalo, zlasti zaradi
napredka na podro¢ju celi¢ne biologije, fiziologije, tehnik celi¢nih kultur in bolj natan¢nih
metod za identifikacijo teh celic, vkljuéno z imunocitokemi¢nimi metodami (Condic idr.
2014). Poleg zagotavljanja homeostaze so astrociti vkljuceni tudi v nastanek
nevrodegenerativnih bolezni, predvsem pri starejSih ljudeh. Delovanje astrocitov v teh
nevropatoloskih mehanizmih je posledica izgube normalnih homeostatskih funkcij in
posledi¢no normalne nevronske aktivnosti, kar se klini¢no kaze kot bolezen (Rinaldi in
Caldwell 2013; Ferrer 2017, 648-565; Izrael idr. 2020, 2-4; Acioglu idr. 2021; Ding idr.
2021; Sarkar in Biswas 2021).

V eksperimentalnih pogojih, torej in vitro, ko prou¢ujemo mehanizme vpetosti astrocitov v
patofizioloske procese, uporabljamo celicne kulture teh celic (Wu idr. 2019; Zhang idr.
2020). Vklju€ujemo jih v razlicne eksperimentalne modele ali funkcionalne celi¢ne modele
(Rinaldi in Caldwell 2013, 1054-1055; Thomsen idr. 2015). Celi¢ne kulture astrocitov, ki
jih uporabljamo v raziskovalnih aktivnostih, so navadno zivalskega izvora. Izoliramo jih iz
zivalskih tkiv, torej mozganov in hrbtenjace (Denis-Donini idr. 1984; Garcia-Abreu idr.
1995; Kimelberg 2004; Sofroniew in Vinters 2010, 7-9; Chew idr. 2014, 125). Rezultatov

eksperimentov na zivalskih celicah pa ni mogoce neposredno prenesti na ¢loveka. Zivalske
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celice imajo drugacne znacilnosti, zato v eksperimentalni praksi tezimo k uporabi ¢loveskih
kultur (Kimelberg 2004; Lee idr. 2008). Cloveske astrocite je tezko izolirati in gojiti v
kulturi. Opisanih je le nekaj zapletenih protokolov za izolacijo fetalnih astrocitov (Sharif in
Prevot 2012). Te celice v pogojih in vitro tezko rastejo, njihovo gojenje je zapleteno in
izkupicek izolacije majhen. Podatkov o izolacijah astrocitov odraslih darovalcev ni
(Oberheim idr. 2009; 3276; Sharif in Prevot 2012, 137). Predvsem pa ni poznanih
izboljsanih, kratkih izolacijskih protokolov, ki bi bili uporabni za izolacijo astrocitov pri
darovalcih po poskodbi glave (Chaboub in Deneen 2012; Sharif in Prevot 2012, 138). Za
Studij nevrodegenerativnih bolezni pri starejSih namre¢ potrebujemo ¢loveske astrocite
starejSih darovalcev, in sicer tak$ne, ki niso bili izolirani pri bolnikih z mozganskimi tumorji
ali nevroloskimi obolenji. Te celice namre¢ niso primerne za omenjene raziskave, zato so
idealni darovalci tkiva pacienti po operacijah poskodb glave in nerupturiranih anevrizem

(Oberheim idr. 2009, 3277; Sofroniew in Vinters 2010, 8; Sharif in Prevot 2012, 137).

2.1 Proces staranja

Starost oznacujemo kot zivljenjsko obdobje, ki ga navadno v literaturi dolo¢imo s
kronolosko starostjo nad 65 let (Holick 2007; Rizzoli idr. 2014). IzboljSanje sploSnega
Zivljenjskega standarda in napredek sodobne medicine, ki nas spremlja v zadnjih desetletjih,
je pripomogel k daljSanju Zivljenjske dobe svetovnega prebivalstva, kar pa pomeni tudi vi§ji
delez starejsih ljudi v druzbi. Zato se tudi v strokovni literaturi mnenja o meji starosti
razlikujejo in se v zadnjih desetletjih te meje viSajo. Tako je mejnik za starost po novem
velikokrat postavljen v 70. ali 75. leto, v¢asih pa celo nad 85 let (Holick 2007; Cheng idr.
2015). Razlike pri dolo€anju starostne meje so posledica razlik med kronolosko enako

starimi ljudmi. Prav zaradi tega razli¢ni avtorji navajajo Stiri vrste starosti:

- Kronolosko starost, ki je dolo¢ena z letnico rojstva in predstavlja dejansko Stevilo let

nekega cloveka.

- Biolosko starost ali funkcionalno starost, ki se nanaSa na posameznikove fizicne
spremembe, ki zmanjSujejo ucinkovitost organskih sistemov. Pove, koliko je telo staro glede

na pravilno delovanje osnovnih telesnih funkcij in celi¢nih procesov.

- Psiholoska starost, ki se kaze v tem, kako ¢lovek sprejema in dozivlja svojo trenutno starost

oziroma, koliko se posameznik pocuti star.



- Socialno starost, ki jo opredeljujejo druzbeno pripisane norme, starostno ustrezno ravnanje
in starost kot druzbeni konstrukt. Tako kot se ljudje starajo, se tudi njihove druzbene vloge

in odnosi v procesu staranja spreminjajo (Goriup in Lahe 2018, 28-29).

Narascanje starosti prebivalstva pa je s seboj prineslo tudi vse ve¢ akutnih in kroni¢nih
bolezni, ki so predvsem opazne pri starejSih prebivalcih razvitega sveta, saj se je tukaj
zivljenjska doba v zadnjem casu najbolj podaljSala. Vsa ta obolenja so v tem obdobju
pogosta in znacilna za starajoCi se organizem (Dziechciaz in Filip 2014; Cervera-Crespo in

Gonzalez-Alvarez 2017).

2.1.1 Spremembe organizma med staranjem

Spreminjanje organizma, ki poteka v obdobju staranja, je ireverzibilno (Wang in Oliver
2018). Prihaja namrec¢ do Stevilnih sprememb na razli¢nih podrocjih, ki so lahko I) telesne,
I1) kognitivne in psiholoske ter III) socialno-ekonomske (Gradisnik 2017, 17-30). Razli¢ni
reparativni in obrambni mehanizmi, ki jih organizem ima, lahko do dolocene stopnje
ohranjajo in v manj$i meri tudi obnavljajo delovanje tkiv in organov (Zhang in Duan 2018).
Ker vse te spremembe telesa med staranjem vplivajo na ¢loveka, na njegovo pocutje,
dozivljanje in odzivanje na starost, ga lahko v razli¢ni meri prizadenejo in s tem poslabsajo
kvaliteto Zivljenja. Z razlicnimi preventivnimi in kurativnimi pristopi lahko do dolocene
mere na ohranjanje zdravja in dolgoZivost vplivamo od zunaj in jih zato uporabljamo pri

zaviranju nastanka mehanizmov staranja (Landau 2007; Cesari idr. 2016).
Telesne spremembe

Staranje je Zivljenjsko obdobje, ki je neizbezno in nezadrzno. Je Cas, ko v telesu nastajajo
nepovratne spremembe, zato se zanejo pojavljati doloene bolezni, na katere pa z zdravili
v ve€ji meri ne moremo vplivati (Falsarella idr. 2015). Nekatere tezave lahko do dolocene
mere lajSamo in blazimo, vendar pa po¢asno upadanje delovanja organov napreduje zaradi
staranja celic. Tako se pojavijo spremembe v miSi¢no-skeletnem sistemu, spremenita se
spomin in miselna gibénost ter zmanjsajo cutilne sposobnosti. Vse to vpliva na clovekovo
psihofizi¢no kondicijo. Ker telo postaja postopoma vse manj zmogljivo in odporno se ljudje
na te spremembe odzivajo razli¢no (Falsarella idr. 2015; Gradi$nik 2017, 17-28). Med
staranjem je povecan tudi nastanek spremljajoc¢ih bolezni. Te najveckrat prizadenejo

kardiovaskularni sistem, dihala, Zivéevje in miSi¢no-skeletni sistem (Dziechciaz in Filip
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2014; Cheng idr. 2015; Falsarella idr. 2015). Ve€ina bolezni kaze kroni¢en potek, Ki se jim
vcasih pridruzijo akutni zapleti. Po podatkih iz literature je tako pri 80 % ljudi, starejSih od
65 let, prisotna ena kroni¢na bolezen, 52 % pa se zdravi zaradi dveh (Gradisnik in Velnar
2017, 3-5). Organskim teZzavam je lahko velikokrat pridruzena tudi depresivna
simptomatika. Verjetnost za njen nastanek je vecja pri ljudeh s pridruzenimi
psihoorganskimi motnjami in tezavami s psihi¢nim zdravjem, kot so kognitivne okvare,
demenca, razli¢ne vrste oviranosti, tudi socialna izolacija, in pri tistih z nizjim socialno-
ekonomskim polozajem. Ugotovljeno je bilo, da tudi izobrazba lahko vpliva na nastanek
depresije, ker predstavlja pomemben dejavnik pri vzdrzevanju kognitivne prilagodljivosti in
gib¢nosti in s tem vpliva na uvid v morebitno bolezensko stanje, na razumevanje zivljenjske
situacije in dovzetnost za zdravljenje. Velikega pomena za kvalitetno staranje je vprasanje,
kako se staramo (Hanson idr. 2016; Gradi$nik 2017, 22-25). Kadar je ¢lovek zdrav ali pa so
tezave zaradi bolezni neznatne, je lahko staranje tudi aktiven in prijeten proces. Prav zato je
tudi v starosti potrebno Ziveti v skladu s pregovorom zdrav duh v zdravem telesu, saj sta
telesna in dusevna komponenta organizma enako pomembni (Gradisnik 2017, 11-14;

Reinders idr. 2017).
Kognitivne in psiholoske spremembe

Kognitivne in psiholoske spremembe, ki nastopijo v ¢asu staranja, ljudje dojemajo razli¢no
(Cieri idr. 2017; Reinders idr. 2017). Poleg tega, da organizem postaja polagoma vse manj
odporen in zmogljiv, se zanejo pojavljati tudi dolo¢ene degenerativne spremembe organov
in tkiv ter bolezni, vse to pa se zrcali v spremenjeni psihofizi¢ni kondiciji (Cieri idr. 2017,
Gradis$nik 2017, 18-20). Nekateri ljudje se z nastankom teh tezav lahko v¢asih zelo tezko in
pocasi sprijaznijo, Ceprav so Se vedno mentalno in fizino v dobri kondiciji (Robertson in

Browne 1953; Mata in Helversen 2015; Borders idr. 2021).

V starosti so tezave s spominom velikokrat prisotne (Walker idr. 2019; Borders idr. 2021).
Nastopijo kot posledica fizioloSkih sprememb, ki se pojavijo v Ziv€evju. MoZgani so tukaj
bolj povrzeni degeneraciji nevronov kot pa hrbtenjaca. Zaradi red¢enja in upadanja njihovih
medsebojnih  povezav ter zmanjSevanja Stevila nevronov, ki so posledica
nevrodegenerativnih sprememb, se anatomsko masa mozganskega tkiva manjSa, kar se
makroskopsko kaze kot atrofija. Mikroskopske in imunohistoloske preiskave pa kazejo na

zmanjSevanje Stevila nevronov in upadanje njihovih medsebojnih povezav. Klini¢no se to



lahko kaZze kot razli¢ne stopnje kognitivnega upada (Robertson in Browne 1953; Gradis$nik
2017, 23-27). Stari ljudje se velikokrat pritozujejo, da si tezje zapomnijo razlicne stvari,
predvsem tiste, ki so se pred kratkim zgodile. Ker lahko take tezave nastanejo pri priklicu
podatkov iz spomina in pri pomnjenju novih informacij, so lahko tudi ¢ustveno prizadeti. Po
drugi strani pa se dobro zavedajo preteklih dogodkov (Robertson in Browne 1953; Mata in
Helversen 2015; Gradi$nik 2017, 22-25; Borders idr. 2021). Motnje kognicije so lahko
razli¢ne, tako po etologiji, kot po klini¢nih znacilnostih in lahko ¢loveka prizadenejo v
razlicnem obsegu. Tudi zato sta v tem obdobju pomoc¢ in skrb za starejSe potrebna zZe zaradi

tega dejstva, sicer v razlicnem obsegu od ¢loveka do ¢loveka (Robertson in Browne 1953;

Gradi$nik 2017, 22-24).

Ker je peSanje spomina v starosti selektivno, sta kratkoro¢ni in dolgoro¢ni spomin lahko
razli¢no prizadeta (Gradi$nik 2017, 21-26; Gradi$nik in Velnar 2017, 3-6). Navadno je bolj
prizadet kratkoro¢ni spomin. To povzro¢i, da je otezko¢eno pomnjenje tistih dogodkov, Ki
so se pred kratkim zgodili. Pesanje kratkotrajnega spomina, kadar to ni preveliko, pa v€asih
starej$i ljudje na osnovi svojih bogatih izkuSenj, ki jih navadno imajo, lahko dobro
kompenzirajo. Tako se lahko na osnovi izkusenj in prevajanja le-teh v zivljenje v razli¢nih
situacijah celo bolje znajdejo kakor mlajsi (Dziechciaz in Filip 2014; Borelli idr. 2018;
Borders idr. 2021). V nekaterih primerih lahko dolofene procese peSanja spomina
upocasnimo, saj je spomin mogoce do neke mere tudi trenirati (Dziechciaz in Filip 2014;
Gradisnik 2017, 17-19). To pomeni, da z redno mentalno aktivnostjo do neke mere lahko
upocasnimo in preprecujemo napredovanje kognitivnega upada. Izgubo spomina in
zmanjSanja miselne gib¢nosti ter kognitivnih spretnosti lahko pospeSijo tudi razlicne
poskodbe, okvare in bolezni moZganov, vendar pa imajo vse te svoj patofizioloski vzrok

(Dziechciaz in Filip 2014; Borella idr. 2017; Gradi$nik 2017, 18-21).

V obdobju staranja se ljudje tudi osebnostno spreminjajo in dolo¢ene osebnostne lastnosti
pridejo takrat bolj do izraza ali pa se na novo razvijejo (Gradisnik 2017, 19-25). Nekatere
od njih so lahko tudi nezazelene, kot so zmanjSana toleranca v dolocenih situacijah,
sumnicavost, spremembe Custev in spomina. Veckrat lahko nastopijo tudi nihanja in
spremembe v razpoloZenju. Seveda je to lahko tudi posledica dolocenih bolezenskih
sprememb, ki prizadenejo mozgane (Hurd idr. 2013, 1326; Borders idr. 2021; Scheltens idr.
2021). Tako je v starosti precej pogost nastanek depresivne simptomatike, ki pa lahko

nastopi tudi v povezavi z demenco. Depresija se lahko kaze v razlicnih obsegih, od
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manifestne do okultne oblike in se velikokrat zgodi, da je pri starejSih ne prepoznamo ali
zamenjamo za kaks$no drugo obolenje (Robertson in Browne 1953; Legdeur idr. 2017). 1z
porocil v literaturi je znano, da je depresija zares pogosta pri starejSih ljudeh in da je
nevarnost za njen nastanek in pojavnost ostalih psiholoskih oviranosti zaradi ekonomskih,
socialnih in psihofizi¢nih sprememb vecja. Pojavnost depresivnih simptomov se pri starejsi
populaciji lahko giba tudi do 40 % (Cieri idr. 2017; Gradi$nik in Velnar 2017, 4-7). Huda
oblika depresije je tudi eden od dejavnikov tveganja za nastanek samomora, ki je po
nekaterih podatkih pri starejsih ljudeh dvakrat bolj pogost kot pri ljudeh v srednjih letih
(Cieri idr. 2017; Gradi$nik 2017, 19-23). V najtezjih primerih je depresijo potrebno zdraviti,
kar pa je pri starej$ih manj uspesno, dolgotrajno in tezje, zato je v tej starostni skupni toliko
bolj pomembno njeno zgodnje odkrivanje in prepre¢evanje. Seveda pa je depresivna
simptomatika lahko tudi spremljevalec raznih akutnih in kroni¢nih obolenj, ki se zac¢nejo
pojavljati v obdobju staranja (Robertson in Browne 1953; Cieri idr. 2017; Gradi$nik 2017,
25-27).

Spremembe v socialni mrezi

DruZzba in ¢lovek, ki predstavljata §irSo in 0zjo okolico, sta Se dva dejavnika, ki sta odloc¢ilna
za kakovostno Zivljenje v starosti in se med seboj prepletata. Zaradi spreminjanja socialne
mreze v ¢asu staranja, so v€asih v tem obdobju socialne spremembe za ¢loveka Se posebej
problemati¢ne (GradiSnik 2017, 24-26). Prihaja do kréenja socialnih povezav in s tem
povezanih sprememb v socialnem okolju, zato je dobro pocutje starejSih lahko moteno.
Socialne povezave namre¢ izrazito vplivajo na starejse ljudi in znano je, da je dobro pocutje
odvisno tudi od ohranjanja medsebojnih stikov in od dobre komunikacije v ozjem in SirSem
okolju, kjer starejs$i posameznik zivi in deluje (Commisso idr. 2017; Gradisnik 2017, 17-26;

McGilton idr. 2018).

V obdobju staranja pride do Stevilnih sprememb na podrocju socialne strukture. Prisotne so
spremembe druzinske strukture in kroga sorodnikov in znancev. Pojavi se lahko stres zaradi
socialne izolacije ob upokojitvi. Poleg tega lahko nastopijo tudi nekatere omejitve zaradi
zmanjSane mobilnosti. Te so rezultat zdravstvenih ovir, ki se takrat zanejo pojavljati ali
poglabljati. Vsi ti dejavniki lahko dodatno zmanjSajo in poslabsajo socialne stike in
starejSega Cloveka odtegnejo od sodelavcev in prijateljev ter ga tako naredijo Se bolj

obcutljivega na samoto. Take spremembe, Ce trajajo dolgo in na ¢loveka mocno vplivajo,
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lahko vodijo tudi v nekatera bolezenska stanja, predvsem v psihosomatske bolezni in v
nastanek depresije, kar pa velikokrat Se dodatno prispeva k poslabsanju socialne izoliranosti
(Gradisnik 2017, 14-17; Gradi$nik in Velnar 2017, 5-8). Znano je, da imajo starejsi ljudje,
ki uzivajo moc¢no emocionalno podporo in se veliko druzijo s prijatelji in svojimi
druzinskimi ¢lani, tudi manj zdravstvenih tezav. Ugotovitve potrjujejo, da je pri teh ljudeh
Zivljenjska doba daljsa in da je manjSa pojavnost kognitivnega upada (Commisso idr. 2017;
Fukuda idr. 2017). Tudi psihofizi¢na kondicija in socialna vkljucenost sta med seboj zelo
povezani. Zdravi ljudje so bolj aktivni, s tem pa se krepijo tudi socialne povezave. Razli¢na
obolenja, ki zmanjSajo posameznikovo samostojnost, kot so motnje kognitivnih funkcij,
depresija in druge psihiatri¢ne tezave, negativno vplivajo na moznost srecevanja z znanci in
ustvarjanja socialnih stikov. Tudi ovire v gibanju, kot so huda misi¢no-skeletna obolenja ali
motnje ravnotezja, lahko omejijo delovanje lokomotornega aparata in mobilnost starejSega
¢loveka (Hata in Nakajima 2000; Strauss-Blasche idr. 2002). Raziskave so potrdile, da
medsebojni stiki pripomorejo k izboljSanju pocutja in blagodejno vplivajo na organizem. To
velja za vse vrste druzenja, kjer se posameznik dobro pocuti, uspesno navezuje stike in je
sprejet v druzbo. Socialna vkljucenost starejSih prispeva k izboljSanju zdravja in sploSne
fizi¢ne in psihi¢ne kondicije, kar pa omogoca tudi krepitev medgeneracijskega soZitja in
posledi¢no vodi k povecanju doprinosa te starostne skupine k skupnosti. To pa je tudi eden
1izmed poglavitnih elementov za uspes$no staranje v vseh pogledih (Arai idr. 2012; Douglas
idr. 2016; Gradis$nik 2017, 6-9). Telo in duh sta med seboj tesno povezana in izboljSanje ene
komponente ima ugoden vpliv tudi na izbolj$anje druge (Strauss-Blasche idr. 2000; Strauss-
Blasche idr. 2002).

Dve komponenti, ki doloCata pot uspeSnega staranja, sta tudi posameznikova sposobnost
prilagajanja na raznovrstne spremembe v tem obdobju in dobro pocutje. Osnova za dobro
pocutje v starosti in potek kakovostnega staranja pa ob dobri socialni vkljucenosti
omogocata Se primerna prehrana in ustrezna telesna dejavnost (Gradisnik in Velnar 2017, 3-
7). Veliko starejSih ljudi se zdravi zaradi razlicnih kroni¢nih obolenj in ti kljub temu
poskusajo obdrzati ¢im bolj aktiven zivljenjski slog. Poleg vzdrzevanja sploSne telesne
kondicije to pomaga tudi pri vzdrzevanju samozavesti in dobrega pocutja. Dokazano pa je,
da redna telesna aktivnost, predvsem kadar je povezana z mentalno aktivnostjo, ugodno
deluje tudi na ohranjanje kognitivne kondicije (Schmidt idr. 2016; Gradisnik 2017, 23-26).

Tako so ugotovili, da ples zelo dobro deluje kot sredstvo za preprecevanje kognitivnega
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upada in celo izboljSa stanje pri tistih ljudeh, ki Zze kaZejo blage znake kognitivnega
poslabSanja. Poleg ugodnih ucinkov plesa so ugotovili tudi koristno delovanje drugih
aktivnosti, predvsem tistih, ki so povezane z umetnostnim udejstvovanjem, kot je glasba,
drama in ostale vizualne umetnosti (Zhu idr. 2020, 679; Fong idr. 2021, 1605).

Uporabnost in prakti¢nost socialnih povezav za starejSe ljudi in njihov blagodejni vpliv na
dolgozivost bi tudi v druzbi in stroki morali bolj poudarjati. Socialni gerontologi so eden
izmed profesionalnih profilov, ki v druzbi in stroki k temu lahko pripomorejo in jih bo zato
v prihodnjem Casu potrebno Se bolj aktivno vkljucevati v te dejavnosti (Schmidt idr. 2016;
Zhu idr. 2020). Socialni gerontologi lahko s poznavanjem in razumevanjem problematike
staranja pomagajo k izboljsanju kvalitete Zivljenjskega sloga starejSih, sodelujejo pri
spodbujanju njihove psihofizi¢ne kondicije, socialnih stikov in povezav ter prispevajo k tako
imenovani kakovostni in zdravi starosti (Arai idr. 2012; Schmidt idr. 2016; Chan idr 2020,
80).

Ekonomske spremembe v staranju

Ekonomske spremembe so prav tako tehten dejavnik, ki ga v starosti ne moremo zanemariti
(Borg idr. 2006, Gradisnik 2017, 16-18). Samostojnost je do neke mere odvisna tudi od
finanéne preskrbljenosti, saj ta omogoca samostojnost in posamezniku dviguje kvaliteto
Zivljenja ter odpira razlicne moZnosti, predvsem tiste, povezane s prostocasno aktivnostjo
(Gradis$nik 2017, 16-17; Gradi$nik in Velnar 2017, 8). S tem pa so povezani tudi elementi,
ki smo jih opisali v prejSnjih odstavkih. Nekateri ljudje uzivajo v €asu upokojitve dober
finan¢ni priliv, vecina starejSih pa takrat obcuti izrazita znizanja prihodkov, kar je velikokrat
povezano predvsem z njihovim obcutkom varnosti, to pa vpliva tudi na njihovo pocutje
(Borg idr. 2006). V ZdruZenih drzavah Amerike in tudi drugod po svetu je to na primer
povezano z zmanjSanimi izdatki za zdravstveno zavarovanje, ki si ga starejsi zaradi visokih
cen velikokrat ne morejo privos¢iti, ali pa lahko placujejo le osnovne zdravstvene storitve
(Gradisnik in Velnar 2017, 19; Lee idr. 2018). V Sloveniji je na sreco ta problematika
zaenkrat Se relativno dobro reSena, obstajajo pa druge omejitve znizanja dohodkov, s
katerimi se starejsi srecujejo. Taka problematika je vazna predvsem pri tistih, ki potrebujejo
pomo¢ v razlicnem obsegu in zato bivajo v specializiranih institucijah, kot so varstveno-
dnevni centri in domovi za starejSe. Lahko se zgodi, da posamezniki in druzina nimajo dovolj

finan¢nih sredstev za take namestitve ali pa niso delezni ustrezne pomoci od takih ustanov.
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Ce je neurejeno tudi domadce okolje, to lahko povzro¢i $e dodaten stres in pripelje v osamo,
poslabSanje zdravstvenega stanja in zivljenjskega stila (Borg idr. 2006; Novak Kozuh 2006;
Gradisnik 2017, 24-26; Lee idr. 2018).

Kaj se nam obeta v prihodnosti?

Ob nastanku bolezni ali nastopu starostne oslabelosti lahko starejsi hitro postanejo odvisni
od oskrbe drugih (Strauss-Blasche idr. 2002; Zuskin idr. 2005). Do dolo¢ene mere lahko
postopno pesanje zivljenjske moc¢i v obdobju staranja nekoliko omilimo in uravnotezimo,
tako da spodbujamo vzdrZevanje optimalne psihofizi¢ne kondicije. Na to podroc¢je se je
vkljucila tudi Svetovna zdravstvena organizacija, ki je v svojem strateSkem nacrtu za enega
izmed svojih ciljev dolocila tudi dejavnosti in prizadevanje za aktivno in zdravo staranje.
Namen tega projekta je povecati delez starejsih, ki ¢im dlje lahko zivijo doma in ostanejo
samostojni, ter tistih, ki lahko v druzbi ohranijo dejavno vlogo in uzivajo poln zdravstveni
potencial (WHO 2002; WHO 2004; Maurice 2016). Ceprav je tukaj na prvem mestu
aktivnost vsakega posameznika in tudi njegove oZje okolice, pa lahko k dosegu zastavljenih
ciljev pripomore tudi druzba. Stremenje k preventivnemu delovanju v vseh zivljenjskih
obdobjih, preprecevanje nastanka bolezni, vzdrzevanje zdravja in poudarjanje zdravega
Zivljenjskega sloga so le nekateri od teh temeljev, usmerjenih k aktivni starosti, kjer
posamezniku ne odvzamemo odgovornosti za lastno zdravje (WHO 2004; Maurice 2016;
Gradis$nik 2017, 26-27). Ena od moznosti, s katerimi bi lahko druzbeno okolje pripomoglo
k izboljSanju statusa starejSih ljudi v prihodnosti, predstavlja tudi bolj aktivno vkljucevanje
ustreznih kadrov v to problematiko in bolj trdno povezovanje in zdruZevanje z zdravstvenim
sistemom na primarnem in sekundarnem nivoju zdravstvenega varstva. Ustrezen strokovni
kader, kot so socialni gerontologi, je tukaj nepogresljiv (Borg idr. 2006; Arai idr. 2012).
Njihove aktivnosti bi bile ob sodelovanju starej$ih ljudi in njihovih druzin ter drugih
ustreznih sluzb usmerjene na individualno obravnavo s ciljem izboljSanja Zivljenjskega sloga
in psihofizi¢ne kondicije, ozavescanju o pomenu zdrave, aktivne in kakovostne starosti in k
vzpostavitvi mreZe celovite in ué¢inkovite oskrbe za ljudi, ki jo potrebujejo (Zuskin idr. 2005;
Borg idr. 2006; Gradisnik 2017, 28-30).

Dva od odlocilnih dejavnikov za uspe$no in kakovostno prezivljanje starosti sta tudi
posameznikov nazor in zaznavanje ter njegov odnos do zivljenjskih preizkuSenj in do

zivljenja samega (GradiSnik 2017, 15-19). Posameznikov pogled na Zivljenje in lastna
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samopodoba sta mocnejSa od staranja in starosti, in to lahko poglavitno prispeva h
kvalitetnemu staranju. Zato ju je potrebno negovati s strani posameznika in druzbe, kjer pa
lahko bistveno prispevajo prav socialni gerontologi (Alpass idr. 2007; Arai idr. 2012;
Gradi$nik 2017, 25-29).

2.2 Kiratek pregled anatomskih in fizioloSkih znacilnosti Zivcevja

Zivéni sistem sestavlja centralno in periferno Zivéevie (Nieuwenhuys idr. 2008; Sirca
2020). K centralnemu spadajo mozgani in hrbtenjaca, k perifernemu pa periferni zivci.
Mozgani in hrbtenjaca so namesceni v skeletni okvir, v lobanjo in hrbtenico, ki centralnemu
zivéevju nudi zascito in oporo. Dodatno so mozgani in hrbtenjaca obdani in zascCiteni Se s
tremi ovojnicami ali meningami: s trdo mozgansko ovojnico (dura mater), pajéevinasto
ovojnico (arachnoidea) in mehko mozgansko ovojnico (pia mater). Mozgane lahko
razdelimo na tri glavne regije: velike mozgane, male mozgane in mozgansko deblo. Glede
na svojo lokacijo vsi trije deli mozganov v lobanji zajemajo tri lobanjske kotanje: sprednjo,
srednjo in zadnjo, s tem da se mozgansko deblo razprostira tudi v zgornje vratne segmente
hrbtenice. 1z mozganov izhaja 12 parov mozganskih Zivcev. Hrbtenjaco sestavlja vratni,
prsni, ledveni in krizni del. 1z hrbtenjace izhajajo spinalni zivci, od katerih je sedem parov
vratnih, dvanajst prsnih, pet ledvenih in S§tirje krizni (Fowler in Scadding 2003, 3-7; Rea
2015; Sirca 2020).

2.2.1 Celicna zgradba ZivCevja

Zivéevje je zelo zapleteno zgrajeno (Sirca 2020). Sestavljeno je iz mreze Zivénih celic ali
nevronov in iz celic opornega tkiva, ki jih imenujemo nevroglija. Vse te celice med seboj
sodelujejo in komunicirajo. Odgovorne so za Stevilne in razli¢ne naloge zivCevja. Te
vkljucujejo zavest, Custva, misljenje, vedenje, nadzor telesnih funkcij in Se mnoge druge
dejavnosti. Osnovne naloge ziv€evja so: I) odzivanje na spremembe iz telesa in iz okolice,
I1) vzdrzevanje telesne homeostaze, I11) uravnavanje delovanje organov in IV) je sedeZz vi§jih

zivénih dejavnosti (Guyton in Hall 20063, 555-558; Rea 2015; Gradisnik 2021, 19-22).
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2.2.1.1 Nevron

Osnovna enota zivénega sistema so nevroni ali zivéne celice (Nieuwenhuys idr. 2008).
Zivéevje gradi veé kot sto milijard nevronov. Ti se med seboj zdruZujejo v povezave,
imenovane nevronske mreze. Nevron je sestavljen iz celi¢nega telesa ali perikariona.
Perikarion vsebuje citoplazmo, ki jo pri nevronih imenujemo nevroplazma, in izrazito vidno
celi¢no jedro. V nevroplazmi so prisotne mnogostevilne nevrofibrile in nevrotubuli ter
celi¢ni organeli, ki so potrebni za normalne fizioloske funkcije nevrona. Ti celi¢ni organeli
so podobni kot v ostalih telesnih celicah in vkljucujejo ribosome, mitohondrije,
endoplazmatski retikulum in Golgijev aparat. [z perikariona izvirajo tudi celi¢ni izrastki ali
Zivéna vlakna. Vecinoma ima nevron en daljsi izrastek, ki ga imenujemo tudi akson ali
nevrit, in ve¢ krajsih izrastkov ali dendritov. Ti so najveckrat zelo razvejani. Impulz se po
nevritu prenese iz telesa zivéne celice do naslednjih efektorjev, ki so lahko nevroni, ali pa
miSicne in Zlezne celice. V nasprotju z nevriti, ki prevajajo informacije, pa dendriti sluzijo
sprejemanju zivénih impulzov iz bliznjih celic in jih posredujejo proti telesu nevrona.
Aksoni in dendriti omogocajo komunikacijo nevronov tudi na velike razdalje. Snopi aksonov
se med seboj zdruzujejo in gradijo zivce (Guyton in Hall 2006a, 555-558; Gradisnik 2021,
19-22).

Drazljaje, ki prihajajo iz oklice in iz telesa, nevroni sprejemajo in nanje odgovorijo z
vzburjenjem, ki se po nevronu prevaja v obliki spremembe akcijskega potenciala (Gradi$nik
2021). Naprej na efektorje ali pa na druge Zivéne celice se drazljaj prenese preko Zivénega
stika ali sinapse, kjer so za prenos drazljaja potrebni posebni mediatorji ali kemicni
prenasalci. Tak mediator je na simpaticnih Zivénih konc¢i¢ih noradrenalin, na
parasimpatic¢nih Zivcih, v avtonomnih ganglijih in na nevromuskularnih stikih pa acetilholin.
Drazljaj lahko nevrone vzdraZi posredno ali neposredno preko cutilnih celic, ki so
specializirane za sprejemanje razli¢nih drazZljajev v telesu in v njegovi okolici. Drazljaj se
lahko prenasa v dveh smereh: do efektorjev, torej iz centralnega zivCevja proti periferiji, in

v obratni smeri (Guyton in Hall 2006b, 673-679; Gradisnik 2021, 19-22).

Med nevroni obstajajo razlike v zgradbi in funkciji (Gradisnik 2021, 19-20). Po Stevilu
zivénih vlaken, ki izhajajo iz telesa nevrona, lo¢imo ve¢ vrst nevronov, saj lahko iz enega
celicnega telesa izhaja od enega do ve¢ izrastkov oziroma zivénih vlaken. Tako imajo

unipolarni nevroni samo en izrastek. Ti so najStevilnej$i v mreznici in v o€esu. Bipolarni
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nevroni imajo en nevrit in en dendrit in so pogosti v mreznici, vohalni sluznici, v sluSnem in
ravnoteznem gangliju. Pri psevdounipolarnih nevronih se v blizini celi¢nega telesa nevrit in
dendrit zdruzita. Take nevrone najdemo v spinalnih ganglijih. Multipolarni nevroni imajo
Stevilne dendrite in samo en nevrit. Ti so najsStevilnejsi in gradijo mozgane in hrbtenjaco.
Obstajajo pa tudi apolarne zivéne celice. Te nimajo izrastkov in so prisotne le v obdobju
razvoja zivcevja. Razli¢ne vrste nevronov imajo razli¢ne vloge in izvajajo ali nadzorujejo
razne funkcije. Motori¢ni nevroni so namenjeni prenasanju sporocil iz mozganov v skeletne
miSice in jih na tak nacin aktivirajo. Senzori¢ni nevroni pa v mozgane posredujejo sporocila
o Cutilnih zaznavah, kot so svetloba, zvok, okus, vonj, toplota in pritisk (Guyton in Hall
2006b, 673-674; Gradisnik 2021, 19-20).

Zivéna vlakna se med seboj razlikujejo tudi po prisotnosti mielinske ovojnice, ki jih obdaja
(Guyton in Hall 2006b, 675-680). Ta vsebuje velike koli¢ine lipidov in je namenjena
izolaciji zivénih vlaken. Vlakna so torej lahko mielinizirana ali nemielinizirana. Mielin
sestavlja 70 % lipidov in 30 % beljakovin, izdelujejo pa ga razli¢ne celice, ki se razlikujejo
glede na to, ali jih najdemo v centralnem ali perifernem Ziv€evju. V mozganih in hrbtenjaci
so to celice oligodendroglije, v perifernem zivéevju pa jih imenujemo Schwannove celice.
Glede na anatomsko delitev Ziv¢evja, spadajo mielinizirana vlakna v somatsko Zivcevje,
nemielinizirana vlakna pa v vegetativno. Mielinizirana vlakna skupaj z opornim Zivénim
tkivom sestavljajo belo substanco centralnega ZivCevja. Siva substanca v centralnem
Zivéevju pa je zgrajena iz teles Zivénih celic, nemieliniziranih Zivénih vlaken in opornega

tkiva (Guyton in Hall 2006b, 675-680; Parkhurst in Gan 2010, 595).

Mielinska ovojnica na mieliniziranih vlaknih ovija aksone in ni kontinuirana preko celotne
njihove dolzine, ampak je na doloCenih mestih vzdolz aksona prekinjena. Na teh podro¢jih
je celicna membrana aksona ali aksolema neposredno odprta in izpostavljena
zunajcelicnemu prostoru. Te predele na aksonu, ki ne vsebujejo mielinske ovojnice,
imenujemo Ranvierovi zazetki, ki vsebujejo veliko Stevilo ionskih kanalov (Guyton in Hall
2006b, 679-685). Ker sodelujejo pri izmenjavi ionov, so pomembni za generacijo akcijskega
potenciala, ki je osnova elektricne aktivnosti vsake celice. Vlakna, ki mielinske ovojnice
nimajo, pa so nemielinizirana. Ta so zaS¢itena ali obdana z oligodendroglijskimi celicami v
centralnem ziv€evju in s Schwannovimi celicami v perifernem zivéevju, tako da so
ugreznjena Vv telo teh celic. Mielinizirana in nemielinizirana vlakna se razlikujejo tudi po

hitrosti prevajanja zivénega impulza. Prva prevajajo zivéni impulz s hitrostjo od 3 m/s do
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100 m/s, po nemieliniziranih vlaknih pa je prenos impulza pocasnejsi. Obicajne hitrosti
prenosa so tukaj od 0,5 m/s do 2 m/s (Guyton in Hall 2006b, 675-680; Nieuwenhuys idr.
2008; Gradisnik 2021, 19-22).

Prenos elektri¢nih signalov v zivéevju

Da se lahko signal med celicami prevaja, se mora vzburjenje z ene celice prenesti na drugo
(Guyton in Hall 2006b, 675-677). K temu pripomore celicna membrana, ki je selektivno
propustna ali selektivno permeabilna, in $tevilni ioni v citoplazmi in medceli¢nem prostoru.
Zaradi selektivne permeabilnosti celiéne membrane ioni v citoplazmi in v medceli¢nini ne
morejo prosto prehajati med tema dvema predelkoma. Zato se koncentracije ionov na obeh
straneh celicne membrane razlikujejo. Za prenos drazljajev so najpomembnejsi natrijevi,
kalijevi in kalcijevi ioni. Za vzdrzevanje razlike v njihovi koncentraciji na obeh straneh
celicne membrane pa je odgovorna natrijeva-kalijeva ionska ¢rpalka ali natrijeva-kalijeva
ATP-aza. Ta transmembranski protein prenasa natrijeve ione iz celice in kalijeve v celico,
pri ¢emer je za njegovo delovanje potrebna energija v obliki ATP (adenozin-5-trifosfat).
Zaradi delovanja te ¢rpalke je koncentracija kalijevih ionov v citoplazmi mirujoce celice
visoka, koncentracija natrijevih ionov pa nizka, saj zaradi slabe propustnosti natrijevi ioni
skozi celicno membrano teZko prehajajo. Ker je v primerjavi z zunanjostjo celice njena
notranjost (citoplazma) negativno nabita, se preko celiéne membrane vzpostavi elektricna
napetost, ki jo oznaCujemo kot mirovni membranski potencial. Vrednosti mirovnega
membranskega potenciala so negativne in se med nevroni razlikujejo. Znasajo od -60 mV
do —100 mV. Re¢emo, da je takrat celica polarizirana. Kadar pa se celica vzdrazi, se ionski
kanali v membrani odprejo in propustnost celicne membrane se zanje spremeni. V celico iz
medceli¢nega prostora vstopijo natrijev ioni, povecanje njihove koncentracije v citoplazmi
zmanj$a negativni naboj celice in s tem tudi elektri€no napetost preko celice membrane. Zato
se celiéni membranski potencial zvisa in postane pozitiven, navadno do 40 mV. To
spremembo celicnega membranskega potenciala imenujemo depolarizacija. Val
depolarizacije se iz telesa nevrona §iri do zivénih koncicev, od koder se preko stika ali
sinapse prenese naprej. Elektriéno spremembo, ki je posledica Sirjenja depolarizacijskega
vala, ozna¢ujemo kot akcijski potencial. Depolarizacija je kratkotrajna in celicna membrana
po depolarizacijskem valu zopet dobi svoj negativni naboj, to pomeni, da se repolarizira. Pri
tem sodeluje natrijeva-kalijeva ATP-aza, ki natrijeve one Crpa iz celice v medceli¢nino,

kalijeve pa nazaj v citoplazmo. Takoj po repolarizaciji celice ni mogoce ponovno vzdraziti

17



in to obdobje imenujemo refraktarna perioda. Celoten cikel od vzdrazenja do ponovne
pripravljenosti celice na aktivacijo traja okrog 4 ms. Depolarizacija in repolarizacija
zajemata po 1 ms, refraktarna doba pa od 1 ms do 1,5 ms (Guyton in Hall 2006b, 679-688;
Rea 2015; Sirca 2020; Gradisnik 2021, 19-22).

Sinapsa

Sinapsa je mesto, kjer se stikata dve Ziv¢ni celici ali pa zivéna celica in efektor (Guyton in
Hall 2006b, 676-678; Gradisnik 2021, 21). Na ta nacin se lahko vzburjenje po presinapti¢ni
celici skozi sinapso prenese na postsinapticno celico. Sinapse so prisotne med razli¢nimi
vrstami celic: med nevroni, med nevroni in ¢utilnimi celicami ali pa med nevroni in efektorji,
kot so na primer miSi¢ne ali zlezne celice. Sinapse vplivajo na prenos vzburjenja in so zato
lahko po svoji funkciji inhibitorne ali zaviralne, kjer se prenos vzburjenja zavre, in
ekscitatorne ali vzbujevalne, kjer se vzburjenje ojaca (Gradisnik 2021, 21). Med obema
celicama, ki v sinapsi komunicirata, je prisotna drobna vrzel, ki jo imenujemo sinapti¢na
Spranja. Glede na prenos signala lo¢imo kemicne in elektri¢ne sinapse. Pri prvih poteka
prenos na postsinapticno, receptorsko celico s pomoc¢jo kemic¢nih prenasalcev, pri drugih pa

prenos poteka s pomodjo elektricnega signala (Rea 2015; Sirca 2020).

Signale preko sinapti¢ne $pranje v kemic¢nih sinapsah prenasajo kemi¢ni prenasalci (Fowler
in Scadding 2003, 3-7; Rea 2015). Prenos je zato v primerjavi z elektri¢nimi sinapsami tukaj
bolj pocasen. Elektricni signal potuje po presinapticni celici do kon¢nega ali terminalnega
dela zivénega koncica. Po obliki je ta del bolj zadebeljen. Tukaj so shranjeni Stevilni mesicki
ali vezikli, ki vsebujejo Zivéne prenasalce ali nevrotransmiterje (GradiSnik 2021, 21).
Elektri¢no vzburjenje se prenese do sinapse in v terminalnem delu Zivénega koncica aktivira
napetostno-odvisne kalcijeve kanale. ZviSanje koncentracije kalcija v citoplazmi je drazljaj
za eksocitozo nevrotransmiterja: vezikli z nevrotransmiterjem potujejo do presinapticne
membrane in ko se zlijejo z njo, se nevrotransmiter sprosti v sinapticno Spranjo.
Nevrotransmiter se na membrani postsinapticne celice veze na receptorje in tako se v njej
sprozi elektricno vzburjenje, s tem pa prenos signala. Glede na nevrotransmiterje se kemicne
sinapse med seboj razlikujejo. Nevrotransmiterji so razli¢ni: acetilholin, glutamat,
noradrenalin in gama-aminomaslena kislina (GABA). Delovanje nevrotransmiterja mora biti
v sinapti¢ni Spranji omejeno, da postsinapti¢na celica ne bi ostala trajno vzdrazena. Zato ga

po dolo¢enem casu encimi razgradijo. Tipi€en primer kemicne sinapse je motori¢na
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ploscCica, kjer se stikata Zivéna in miSicna celica. Nevrotransmiter na motoricni ploscici je

acetilholin (Fowler in Scadding 2003, 3-7; Rea 2015; Sirca 2020, Gradisnik 2021, 21).

Elektricne sinapse so drugace zgrajene od kemicnih. Tukaj sta presinapticna in
postsinapti¢na membrana med seboj tesno v stiku. Elektri¢ni tok lahko zato neposredno tece
iz ene na drugo celico. Tako povezavo omogocajo presledkovni stiki, ki so namesceni v
sinapsi. Vsebujejo posebne ionske kanale, ki omogocajo hiter prenos elektri¢nega signala na
postsinapti¢no celico. Prenos signala v elektri¢nih sinapsah je zelo hiter. Centralno zivcevje
vsebuje Stevilne elektriéne sinapse, kar je odlocilno za hitro komunikacijo med celicami

(Fowler in Scadding 2003; Gradi$nik 2021, 21).

2.2.1.2 Nevroglija

Nevroglija je oznaka za oporno tkivo v zivéevju (Verkhratsky idr. 2014). Pomembno je za
Stevilne podporne funkcije, saj te celice omogocajo mehansko in funkcionalno podporo
nevronom, nadomescajo poSkodovane Zivéne celice, tako da izdelajo glialno brazgotino,
sodelujejo pri obrambi in prenosu snovi v Zivéevju, gradijo mielinske ovojnice ter sodelujejo
pri obnovi in prehrani nevronov (Nedergaard idr. 2003, 523-525). Glede na lokacijo lo¢imo
centralno in periferno nevroglijo. V centralnem ZivCevju nevroglijo sestavljajo vsaj Stiri vrste
celic: astrociti, oligodendrociti, mikroglija in ependimske celice ter radialna glia,

nevrovaskularne celice in celice NG2 (Chew idr. 2014, 125).

Astrociti so najStevilnejSe celice v ziv€evju (Nedergaard idr. 2003, 523). So tudi morfolosko
in funkcijsko zelo razliéne in imajo najbolj mnogoStevilne funkcije v fizioloskih in
patoloskih dogajanjih. Izdelujejo beljakovine v medceli¢nini, sodelujejo pri razvoju
zivéevja, usmerjanju nevronov med migracijo, pomembni so pri angiogenezi, razgradnji
strupov, pri imunskem odzivu, modulirajo sinapti¢ne aktivnosti in gradijo krvno-mozgansko
pregrado, ki varuje mozgane pred $kodljivimi snovmi in infekcijskimi agensi (Verkhratsky

idr. 2014, 493-498; Verkhratsky idr. 2015, 389-395).

Oligodendroglija ali oligodendrociti ovijajo aksone. Oligodendrociti proizvajajo mielin v
mieliniziranih vlaknih (Chew idr. 2014). Njihove plasti zgosc¢enih celicnih membran
obdajajo aksone za izolacijo, ki je klju¢nega pomena za saltatorni nacin prevajanja signala

po aksonskih vlaknih. Poleg mielinizacije je bilo ugotovljeno, da oligodendroglija zagotavlja
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aksonom tudi neposredno presnovno podporo preko laktata, kar prepreCuje degeneracijo in

smrt aksonov (Lee idr. 2012).

Celice mikroglije so fagociti, ki imajo zasCitno funkcijo v ziv€evju in odstranjujejo,
fagocitirajo tujke in odmrle celice. Mikroglialne celice predstavljajo edinstveno populacijo
glede na njihov razvojni izvor in glede njihove funkcije. V nasprotju z drugimi celicami
centralnega ziv€evja, ki izvirajo iz nevroektoderma, so mikroglialne celice mezodermalnega
izvora (McKercher idr. 1996, 5648; Monier idr. 2007, 372-374). Posebna znacilnost teh celic
je njihova zelo dinami¢na narava tako v normalnih kot v patoloskih razmerah. Pri ljudeh je
mikroglijo mogoce najti po rojstvu v vseh regijah centralnega ziv€evja in predstavljajo velik
delez celotne celi¢ne sestave centralnega Zivénega sistema, po ocenah do 12 % (Lawson idr.
1990, 152). Podobno kot periferni makrofagi, se mikroglialne celice Siroko razlikujejo med
seboj v morfologiji in aktivnosti, kar je deloma odvisno od stanja okoliskega tkiva, kjer se

nahajajo (Lynch 2009; Ransohoff in Perry 2009, 112).

Ependimske celice obdajajo moZganske prekate, centralni kanal hrbtenjace in resice
horoidnega pleteza. Pomembne so za izdelovanje likvorja in predstavljajo rezervoar za

nevroregeneracijo (von Bernardi 2016).

Posebna vrsta glialnih celic v centralnem Zivcevju so celice NG2 (nevralni/glialni antigen 2)
ali polidendrociti, ¢eprav so te celice splosno priznane kot oligodendrocitne progenitorne
celice (OPC). Nahajajo se v beli substanci, zanje pa so znacilni vzorci izraZanja in elektri¢ne
lastnosti, ki so drugac¢ni od tistih, znacilnih za obicajno klasifikacijo glialnih celic (Chew
idr. 2014).

Med celice periferne nevroglije uvr§¢amo Schwannove in plas¢ne celice. Prve gradijo
mielinske ovojnice v perifernih zivcih. Plas¢éne celice ali trofociti obkrozajo ganglijske celice

(Guyton in Hall 2006b, 750-762; von Bernardi 2016).

Zivce sestavljajo snopi aksonov, ki so obdani z vezivnim tkivom. To zagotavlja oporo in
zascito, preko njega pa Zivéna vlakna dobivajo tudi prehrano. Znotraj Zivca posamezna
zivéna vlakna med seboj locuje endonevrij, ki ga sestavlja rahlo vezivno tkivo in krvne
zilice. Snope Ziv¢nih vlaken ovija v perinevrij, ki je Ze debelejsi in mocnejsi. Na povrsini pa

je zivec obdan z epinevrijem. Tega gradi ¢vrsto vezivno tkivo, med katerim so posamezne
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mascobne celice in krvne zile (Guyton in Hall 2006b, 750-762; von Bernardi 2016;
Gradisnik 2021, 22).

2.3 Astrociti kot najStevilnejSe celice Zivéevja

Astrociti so kljuéne celice v centralnem zivénem sistemu, saj sodelujejo pri Stevilnih
pomembnih funkcijah v fizioloskih in patoloskih okolis¢inah (Garcia-Abreu idr. 1995, 471;
Kimelberg 2004, 192; Lee idr. 2008, 13116). Poimenovanje astrocitov ali astroglije izvira iz
grséine (gr. astron), kar pomeni zvezda (Slika 1). Te celice so tako imenovali zaradi
njihovega znacilnega videza "zvezd na no¢nem nebu" v histoloskih vzorcih, obarvanih po
Golgiju. Spadajo med celice nevroglije, vendar so zanje znacilni posebni celi¢ni elementi,
ki jih lo¢ijo od drugih celic iz te skupine. V preteklosti so izraz nevroglija uporabljali za vse
podporne celice v centralnem Zivéevju in ga tako uporabljamo Se danes. Ime astrocit je leta
1895 prvi predlagal madzarski anatom in histolog Mihaly von Lenhossek zaradi drobno
razvejanih celiénih izrastkov in znacilnega zvezdastega videza (Tower 1988, 3-6;
Montgomery 1994, 145-146). Ze konec 19. in v zadetku 20. stoletja sta $panski histolog
Ramon y Cajal in italijanski anatom in zdravnik Camillo Golgi opazila, da so astrociti kljub
skupnim zvezdnim znacilnostim morfolosko izjemno raznoliki. Velik napredek na podrocju
proucevanja astrocitne funkcije je nastopil z napredkom na podrocju celi¢nih kultur in z
razvojem specificnih nacinov identifikacije celic. Tako so sodobne raziskave potrdile
popolnoma nove morfoloske in funkcionalne raznolikosti astrocitov tako v pogojih in vitro

kot in vivo.

21



Slika 1: Astrocit v celi¢ni kulturi. Vidna je tipi¢na zvezdasta oblika celice, ki se lepo

pokaZe z imunocitokemi¢nim barvanjem aktina v celici

Vir: Lastna raziskava 2021.

Astrociti imajo v osrednjem Ziv¢evju veliko bolj zapletene, specifiéne in pomembne vloge.
Te celice, ki imajo raznolike oblike in funkcije, so danes opredeljene kot glavni akterji v
zivcevju v fizioloskih in patoloskih pogojih in prav zato se je zanimanje za astrocite v zadnjih
desetletjih mo¢no povecalo (Dammers idr. 2008, 23; Jakovcevski idr. 2009, 5). Astrocite
uvrS§¢amo med celice glije in so njen najStevilnejsi predstavnik v ziv€evju. Tako
predstavljajo glavno celi¢no sestavino mozganov in hrbtenjace. Pri ljudeh $tevilo astrocitov
v nekaterih predelih mozganov obsega od 25 % do 50 % celotnega volumna tkiva in s tem
presega Stevilo nevronov (Sofroniew in Vinters 2010, 7-10; Chew idr. 2014, 126). Kot pove

ze ime, imajo te celice znacilno zvezdasto obliko z drobno razvejanimi celicnimi podaljski
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ali izrastki. Glede na razlike v morfoloskih znacilnostih in razporeditvi jih delimo na dva
glavna podtipa, protoplazemske in fibrilarne. Protoplazemski astrociti so zvezdaste oblike,
imajo mnoge tako imenovane stebelne veje, ki se delijo na $tevilne drobno razvejane
izrastke. V mozganovini prevladujejo v vseh predelih sive substance, medtem ko je
fibrilarnih astrocitov najve¢ v beli mozganovini. Fibrilarni astrociti imajo veliko dolgih
vlaken ali celi¢nih podaljskov, od tod tudi njihovo ime. TakSna klasifikacija astrocitov je Se
danes popolnoma veljavna, ¢eprav izvira iz konca 19. stoletja. Poleg teh dveh glavnih tipov
celic pa so bile opisane Se druge vrste astrocitov. Mednje uvrSs¢amo radialne astrocite, ki so
prisotni v mreznici in v mozganovini, velatne astrocite, ki so poleg mozganovine najbolj
Stevilni tudi v vohalnem bulbusu, in Se druge posebne oblike astrocitov, ki so bile opisane le
pri nekaterih zivalskih vrstah, kot so na primer interlaminarni astrociti v mozganski skorji
visjih primatov (Denis-Donini idr. 1984, 641; Garcia-Abreu idr. 1995, 172; Kimelberg 2004,
19; Lee idr. 2008, 13116; Sofroniew in Vinters 2010, 9-15; Sharif in Prevot 2012, 137).

2.3.1 Funkcije astrocitov

Zelo dolgo casa je veljalo, da imajo astrociti v zivénem sistemu predvsem pasivno vlogo, saj
sluzijo kot strukturne in podporne celice nevronov. Koncept, da bi lahko motnje v delovanju
astrocitov sprozile mehanizme, ki vodijo do patoloskih sprememb v centralnem Ziv¢evju in
prispevajo k nastanku klini¢nih simptomov, na splo$no ni bil upostevan. TakSen pogled na
astrocite se v zadnjih desetletjih spreminja z napredkom v celi¢ni fiziologiji in biologiji ter
z razvojem v tehnikah gojenja celic, vkljuéno z bolj natanénimi metodami za njihovo
identifikacijo (Bignami idr. 1972, 430; Dammers idr. 2008, 23; Jakovcevski idr. 2009, 5).
Nedavni dokazi so potrdili, da imajo astrociti izjemno pomembne, raznolike in kompleksne
vloge v centralnem ziv€evju, kot so sodelovanje pri obdelavi informacij, pri sinapticnem
prenosu v zivénih vezjih in moduliranju funkcij nevronov (Giffard in Ouyang 2009, 634-
635; Chew idr. 2014, 126; Rustenhoven idr. 2016; 5). Odkar se je razumevanje oblik,
razvoja, delovanja, funkcije in vlog astrocitov v normalnih in patoloskih pogojih v zivéevju
intenzivno povecalo, jih zdaj obravnavamo kot heterogeno skupino celic s pomembnimi in
raznovrstnimi  funkcijami. To pojmovanje heterogenosti je bistvenega pomena za
razumevanje njihovih vlog in odzivov pri normalnem delovanju zivC€evja in v razli¢nih
patoloskih stanjih (Sofroniew in Vinters 2010). Postalo je jasno, da so astrociti bistveni pri

nastajanju, delovanju in razgradnji sinaps. Fibrilarni astrociti s svojimi celi¢nimi podaljski

23



komunicirajo z Ranvierovimi zaZetki na nevritih, celicni podaljski protoplazemskih
astrocitov pa obkrozajo sinapse. Poleg tega sestavljajo komunikacijske vrzeli med distalnimi
izrastki sosednjih celic, sodelujejo z drugimi vrstami celic v ziv€evju in imajo obsezne stike
s krvnimi zilami. Udelezeni so pri ohranjanju in vzdrzevanju nevronskega mikrookolja,
pomagajo pri usmerjanju migracije nevronov med razvojem in nudijo oporo nevronom.
Nadalje sluzijo tudi kot celice, ki predstavljajo antigene, in sodelujejo pri modulaciji
imunskih reakcij. Tako je kljub napredku pri razumevanju funkcij astrocitov, njihovega
razvoja in signalnih odnosov z drugimi vrstami celic naSe znanje Se vedno na temeljnem

nivoju (Sofroniew in Vinters 2010, 7-9; John 2012, 401).

Kot najstevilénejSa populacija celic v centralnem Zzivéevju imajo astrociti razli€ne in
pomembne funkcije, ki se med seboj precej prekrivajo, ne le med normalnim delovanjem
centralnega zivéevja, ampak tudi v obdobju njegovega razvoja (Sofroniew in Vinters 2010,
8). Ker vseh vidikov astrocitnih funkcij ni mogoce obravnavati, v nadaljevanju opisujemo

le najpomembnejse.
Vloga pri migraciji nevronov

Ena od Stevilnih in izjemno pomembnih vlog astrocitov je njihova interakcija z nevroni, ki
se med razvojem centralnega ziv€énega sistema selijo vzdolZ podaljskov glialnih celic
(Sofroniew in Vinters 2010, 23; Chew idr. 2014, 126). Glialne celice, imenovane tudi
radialna glija, tvorijo ogrodja, ki nevronom zagotavljajo migracijsko pot. Imunocitokemicne
raziskave so potrdile, da podaljski celic radialne glije vsebujejo vimentin in glialni fibrilarni
kisli protein (GFAP), ki je eden od temeljnih astrocitnih oznacevalcev. Te celice, za katere
predvidevajo, da bi bile nezreli astrociti, med zorenjem postopoma izgubljajo vimentin in se
diferencirajo v zrele astrocite. Ta proces se zakljuci, ko se tudi migracija nevronov konca

(Sarthy 2007, 38; Sofroniew in Vinters 2010, 10-15).
Izdelava beljakovin zunajcelicnega matriksa in adhezijskih molekul

Adhezijske molekule in razlicne beljakovine zunajcelicnega matriksa so pomembne pri
razvoju in ohranjanju strukturne celovitosti centralnega zivénega sistema na celi¢ni ravni.
Imajo pa tudi pomembno vlogo pri popravilu in regeneraciji po poskodbah (Oberheim idr.
2009, 3276; Sofroniew in Vinters 2010, 10-14). Nekatere od teh molekul vkljucujejo
laminin, fibronektin, adhezijsko molekulo nevronskih celic in citotaktin J1. Glavni vir teh
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molekul so prav astrociti, ki na celiéni membrani izrazajo povrsinske receptorje za matriksne

beljakovine in adhezijske molekule (Montgomery 1994, 146-147; John 2012, 401).
Proizvodnja nevrotrofi¢nih dejavnikov in dejavnikov za spodbujanje nevronov

Astrociti so kot podporne in regulacijske celice nevronov potrebni za njihovo prezivetje in
sodelujejo pri nastajanju nevronskih izrastkov ali nevritov. So vir topnih dejavnikov, ki so
potrebni za preZivetje nevronov in razliénih matriksnih beljakovin, ki so pomembne za
nastanek nevritov in njihovo podaljSevanje. Ti nevrotroficni dejavniki in dejavniki za
spodbujanje nevritov vkljucujejo majhne molekule (piruvat in druge, ki so potrebne za
energijsko presnovo nevronov) ter proteine zunajceli¢nega matriksa, kot je laminin. Astrociti
so tudi vir nevroaktivnih steroidov, vklju¢no s progesteronom, estradiolom in drugimi
metaboliti, ki imajo sinapti¢ne uinke, proizvajajo pa $e ziveni rastni faktor in protein S100,
ki sta pomembna za podaljSevanje in rast nevritov (Oberheim idr. 2009, 3277; Sofroniew in
Vinters 2010, 17-18; John 2012, 404-405; Chew idr. 2014, 138).

Krvno-moZganska pregrada

Krvno-mozganska pregrada je zelo selektivno prepustna meja endotelijskih celic, pericitov
in astrocitov, ki deluje kot difuzijska ovira in preprecuje vstopanje dolocenih molekul v
mozganski parenhim glede na njihovo velikost in polarnost. Astrociti prispevajo K
vzpostavitvi in vzdrZzevanju krvno-moZzganske pregrade. Zagotavljajo njeno strukturno
podporo in vplivajo na prenasanje molekul med Ziljem in celicami glije s spreminjanjem
transportnih lastnosti endotelijskih celic (Montgomery 1994; Zhang in Barres 2010).
Astrociti lahko spremenijo tudi aktivnost encimov v mozganskem endoteliju, kot sta alkalna
fosfataza in Na+-K+-ATPaza, vplivajo na transport aminokislin, povefajo zmogljivost
prenosa nevtralnih aminokislin in zmogljivost sistemov za transport glukoze, ki je namesc¢en
v celicah mozganskega endotelija (Sofroniew in Vinters 2010, 17-18; Zhang in Barres 2010,
589).

Angiogeneza

Angiogeneza je zapleten proces, ki vkljuCuje ve¢ korakov, kot so aktivacija zilnega
endotelija, raztapljanje bazalne membrane, razmnozevanje in migracija endotelijskih celic

ter oblikovanje kapilarnih brsti¢ev, ki se razvijejo v zile, s kon¢nim zorenjem in ponovno
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vzpostavitvijo bazalne membrane. Med tem procesom so aktivni tudi astrociti, ki spodbujajo
endotelijske celice k oblikovanju kapilaram podobnih struktur (Montgomery 1994, 156;
Nimmerjahn 2009, 1639). Njihovo sodelovanje pri angiogenezi je pomembno za razvoj in
obnovo centralnega zivénega sistema. Ta interakcija zahteva fizi¢ni stik med astrociti in
endotelijskimi celicami. Dokazano je bilo, da endotelijske celice, ki so lo¢ene od astrocitov,
ne oblikujejo taks$nih struktur (Montgomery 1994, 157-159; Zhang in Barres 2010, 590).

Prenos signalov

Prenos signalov ali nevrotransmisija kot ena glavnih funkcij Zivénega sistema vkljucuje
shranjevanje in sproscanje molekul prenasalcev v sinapsah ter interakcijo teh prenaSalcev s
postsinapti¢nimi receptorji. Nevroni imajo sisteme za privzemanje nevrotransmiterjev z
visoko afiniteto, ki jih odstranjujejo iz sinapti¢ne Spranje. TakSne lastnosti pa imajo tudi
astrociti. Njihova klju¢na vloga pri nevrotransmisiji se kaze s sprejemanjem prenasSalcev in
na takSen nacin pomagajo nevronom. Kapaciteta teh sistemov za privzem je zelo raznolika,
vkljuéno z lokacijami v razlicnith moZganskih predelih in za razlicne prenasalce

(Montgomery 1994, 157-158; Nimmerjahn 2009, 1640; Sofroniew in Vinters 2010, 16-17).
Energijska presnova in uravnavanje mikrookolja v centralnem Zivénem sistemu

Astrociti pomembno prispevajo k presnovi v centralnem Zzivéevju. So skladis¢e za
shranjevanje glikogenskih zrnc. Najvec glikogena v astrocitih se shranjuje prav na obmo¢jih
z visoko sinapti¢no gostoto (Montgomery 1994, 157; Sofroniew in Vinters 2010, 16-20;
Zhang in Barres 2010, 591). Te zaloge glikogena so pomembne za vzdrzevanje nevronske
aktivnosti med epizodami hipoglikemije. S stikom med krvnimi Zilami, aksoni v
Ranvierovih zazetkih, perikarioni in sinapsami so astrociti v dobrem polozaju za sprejemanje
glukoze iz krvnih zil in tako lahko zagotavljajo energijske metabolite razliénim nevronskim
elementom v beli in sivi mozganovini (Hansson 1988, 369; Sarthy 2007, 382; Nimmerjahn

2009,1640; Sofroniew in Vinters 2010, 16-20).

Poleg tega astrociti v centralnem zivCevju sodelujejo pri uravnavanju pH, koncentracije
ionov in osmolarnosti. Za normalno delovanje nevronov je potrebno, da so spremembe v
mozganskem mikrookolju strogo nadzorovane in ¢im bolj konstantne. Celi¢na
depolarizacija, do katere pride med nevrotransmisijo, povzroCi opazne spremembe

koncentracije ionov, zunajcelitnega pH in osmolarnosti (Nedergaard idr. 2003, 523;
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Verkhratsky idr. 2014, 494). Astrociti in tudi oligodendrociti imajo pomembno vlogo pri
vzdrzevanju zunajceli¢nega okolja, saj z encimom karbonsko anhidrazo uravnhavajo pH.
Vsebujejo ionske kanale za kalij, natrij, kalcij, kloride in bikarbonat. Na primer med
nevrotransmisijo, ko pride do izrazitega pretoka kalijevih ionov v zunajceli¢ni prostor,
astrociti kopicijo te ione in jih odstranijo iz zunajceli¢énega prostora nazaj v citoplazmo.
Preko ionskih kanalov se kalijevi ioni premaknejo z obmocij visoke nevronske aktivnosti na
obmocja nizke aktivnosti, v cerebrospinalno tekocino in v kri. Ta ucinek je znan kot
prostorsko varovanje in poudarja pomen glialnega sincicija pri uravnavanju in vzdrzevanju
mikrookolja (Hansson 1988, 370; Nimmerjahn 2009,1640; Sofroniew in Vinters 2010, 16-
18; Chew idr. 2014, 126).

Razstrupljanje centralnega zivéevja

Astrociti so pomembni za razstrupljanje in odstranjevanje strupenih snovi iz osrednjega
Zivénega sistema (Montgomery 1994, 157; Sofroniew in Vinters 2010, 16). Njihova vloga
je Se posebej dobro prepoznana pri sprejemanju in presnovi ekscitatornih aminokislinskih
nevrotransmiterjev, kar prepreCuje kopicenje njihovih nevrotoksi¢nih koncentracij, ki bi
sicer vplivale na nevrotransmisijo. Najbolj znan ekscitatorni aminokislinski nevrotransmiter
je glutamat. Glutaminska sinteza v astrocitih je vezana na presnovo amonijaka in tako
prepreCuje nastajanje toksi¢nih koncentracij amonijevega iona. Astrociti vsebujejo tudi
beljakovine, ki vezejo kovine, kot je metalotionein. Tako sodelujejo pri sprejemanju in
odstranjevanju nekaterih tezkih kovin, kot je na primer svinec, in preprecujejo njihovo
kopienje v centralnem ziv€evju do toksi¢nih vrednosti (Sofroniew in Vinters 2010, 17;
Middeldorp in Hol 2011, 422).

Vloga pri imunskem odzivu in fagocitozi

Astrociti imajo pomembno vlogo tudi pri imunskem odzivu. Delujejo lahko kot makrofagi
in modulatorji imunskih funkcij. Sposobni so fagocitoze in sluzijo kot antigen predstavitvene
celice, ki so spodbujene k izrazanju in proizvajanju molekul, prispevajo pa tudi k

pospesevanju imunskih reakcij (Sofroniew in Vinters 2010).

Centralni zivéni sistem lahko do neke mere velja za imunsko privilegirano mesto. Zaradi
krvno-mozganske pregrade, odsotnosti limfne drenaze in velike populacije limfoidnih celic

je izoliran od telesnega imunskega sistema. V mirujocih pogojih astrociti obi¢ajno ne
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izrazajo antigenov glavnega histokompatibilnostnega kompleksa (angl. major
histocompatibility complex - MHC) ali pa jih izrazajo le v zelo nizkih koncentracijah.
Izrazanje molekul MHC lahko povzroc€ijo razli¢ni agensi, vklju¢no z virusi in interferonom
gama (IFN-gama). Adhezijske molekule, kot je medcelicna adhezijska molekula (angl.
intercellular adhesion molecule - ICAM), ki jih izrazajo astrociti, lahko modulirajo
interakcije med astrociti in limfociti ter olajSajo njihov vstop v centralno Zivcevje in tako
pomagajo pri imunskih reakcijah. Indukcija izrazanja ICAM se poveca po izpostavljenosti
astrocitov nekaterim virusom, bakterijskim produktom, kot je lipopolisaharid, ter IFN-gama
in interlevkinu-1 (Montgomery 1994; Nimmerjahn 2009; Oberheim idr. 2009; Sofroniew in
Vinters 2010; Middeldorp in Hol 2011; Chaboub in Deneen 2012).

Razli¢ne astrocitne funkcije

Astrociti opravljajo Stevilne dodatne funkcije v centralnem zivénem sistemu (Sofroniew in
Vinters 2010; Chew idr. 2014). Te vkljucujejo receptorsko posredovano endocitozo,
translokacijo in eksocitozo makromolekul. Poleg tega s prisotnostjo glutationa $¢itijo
mozgane pred oksidativnimi poSkodbami. Astrociti sodelujejo tudi pri izloCanju
nevrohormonov. S svojimi celiénimi podaljSki astrociti v nevrohipofizi sodelujejo z

nevroendokrinimi celicami glede na potrebo po dolo¢enih hormonih, kot na primer med
dehidracijo ali med dojenjem (Montgomery 1994, 160; Nimmerjahn 2009, 1642-1645).

2.3.2 Morfologija astrocitov in pomembni astrocitni oznacevalci

Za astrocite je znacilna izrazita morfologija, kot pove ze njihovo ime. Pri barvanju s
hematoksilinom in eozinom jih vidimo kot celice z malo opazne citoplazme in bledo
obarvanim jedrom. Oblika jedra se razlikuje. Pri protoplazemskih astrocitih je jedro okroglo
do ovalno, pri fibrilarnih pa je lopataste oblike. Astrociti so tesno povezani z drugimi
celi¢nimi in strukturnimi sestavinami centralnega zivénega sistema ter tako zagotavljajo
strukturno podporo in imajo pomembne funkcionalne vloge. Astrocitni nozni izrastki
obdajajo krvne zile, ovijajo celicna telesa in nevronske izrastke, obdajajo sinapse in
obkroZzajo Ranvierove zaZetke mieliniziranith aksonov (Montgomery 1994, 161;

Nimmerjahn 2009, 1642-1643).

Astrociti se poleg teritorialne organiziranosti glede na razli¢na podro¢ja mozganov in razlik

v morfologiji razlikujejo tudi po fizioloskih znacilnostih. Fenotipsko opredelitev astrocitov
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je mogoce opraviti z imunocitokemijo in iskanjem prisotnosti klju¢nih astrocitnih
oznacevalcev, kot sta glutamatni transporter in GFAP. Funkcionalno predelitev astrocitov
opredeljujemo na primer s proucevanjem membranskega potenciala in dolo¢anjem
prevodnosti za kalij (Denis-Donini 1984, 642; Lee idr. 2008, 13117).

Astrocitna citoplazma je polna glialnih fibril (Chew idr. 2014, 125). Glavna prepoznavna
ultrastrukturna znacilnost astrocitov je prisotnost intermediarnih filamentov, ki so veliko
bolj izraziti pri fibrilarnih kot pri protoplazemskih oblikah. Njihova glavna sestavina je prav
GFAP, ki je razmeroma specifien za astrocite in zato sluzi kot pomemben astrocitni
oznacevalec pri imunohistokemic¢ni identifikaciji. Je tudi specificen za astrocite, tako v
celi¢ni kulturi kot in situ. Ker imunocitokemi¢ne tehnike omogocajo odkrivanje specifi¢nih
molekularnih oznacevalcev v astrocitih, so bistveno orodje za identifikacijo in opredelitev
izoliranih celic. GFAP zato sluZi kot prototipni ozna¢evalec za astrocite, saj je obcutljiv in
zanesljiv oznacevalec za imunocitokemic¢no identifikacijo (Sharif'in Prevot 2012, 137; Chew
idr. 2014, 125). GFAP je eden od skupine beljakovin, ki jih uvr§¢amo med intermediarne
filamente. Sem spadajo tudi aktin, nestin, vimentin in drugi, ki igrajo pomembno vlogo pri
citoarhitekturnih funkcijah. GFAP je vaZna beljakovina pri nastanku glialnih brazgotin in
reaktivni astrogliozi. Razli¢ne izoforme GFAP pa se lahko heterogeno izrazajo v zdravih in

patoloskih okolis¢inah (Bignami idr. 1972, 429-432; Chaboub in Deneen 2012, 379).

Aktin je prav tako eden od intermediarnih filamentov. Glede na intenzivnost barvanja se
astrociti razlikujejo tudi glede na vsebnost znotrajceli¢nega aktina. Tako pri stelatnih oblikah
astrocitov ni opaznih posameznih aktinskih vlaken, ampak se namesto tega vzpostavijo
aktinske mreze. Nasprotno pa astrociti, ki jih gojimo in vitro in zavzamejo poligonalno

obliko, vsebujejo izrazita aktinska vlakna (Wang in Bordey 2008).

Poleg tega astrociti izrazajo Se druge pomembne oznacevalce, ki jih uporabljamo za
imunocitokemic¢no identifikacijo. Med njimi so proteini, kot je glutamatni aspartatni
transporter (angl. glutamate/aspartate transporter - GLAST). Ta je med astrocitnimi
oznacevalci najsirSe izrazen (Garcia-Abreu idr. 1995; Lee idr. 2008; Nimmerjahn 2009).
Drugi pogosti oznacevalci za astrocite so Se protein S100B, ki spada v druzino kalcij
vezavnih beljakovin, glutamatni transporter GLT-1 (EAAT2 pri ljudeh), glutation
peroksidaza, glutamin sinteza in akvaporin 4 (AQP4), za astrocite specifi¢en vodni kanal

(Bignami idr. 1972, 430; Sharif in Prevot 2006, 4076; Lee idr. 2008, 13117; Oberheim idr.
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2009, 3278; Sofroniew in Vinters 2010, 7-9; Chaboub in Deneen 2012, 379; John 2012, 403;
Sharif in Prevot 2012, 138; Chew idr. 2014, 125; Minchey idr. 2019, 2-4). Dejavnost
glutaminske sinteze je eden od bistvenih elementov astrocitov. Aktivnost tega encima je v
pogojih in vitro zelo pomembna za potrditev, da kultura vsebuje astrocite. Kadar izvajamo
imunohistokemicne teste za identifikacijo astrocitov v pogojih in vitro, ve¢ razli¢nih
oznacéevalcev ali pa oznacevalec, ki je kombiniran z nekaterimi drugimi identifikatorji, z
vecjo verjetnostjo potrdijo, da je kultura izoliranih celic astrocitna (Denis-Donini idr. 1984,
642; Eng idr. 2000, 1440; Nedergaard idr. 2003, 523-525; Kimelberg 2004, 192; Sarthy
2007, 382; Lee idr. 2008, 13117; Giffard in Ouyang 2009, 633-635; Nimmerjahn 2009,
1641; Sofroniew in Vinters 2010; Middeldorp in Hol 2011, 422; Jungblut idr. 2012, 894;
Lange idr. 2012, 2569-2571; Sharif in Prevot 2012, 138; Barres 2014, 1342-1343; Chew idr.
2014; Goldman in Kuypers 2015, 3983).

2.4 Pomen izolacije astrocitov in funkcionalnih celicnih modelov za Studij

nevrodegenerativnih bolezni

2.4.1 Celiéne kulture in celiéni modeli

V zadnjih desetletjih smo prica vse hitrejSemu razvoju tehnike in celi¢ne biologije, ki z
uporabo novih metod, izboljSanih postopkov, eksperimentalnih pogojev in instrumentov
omogoca izvajanje razliénih vrst poskusov (Alberts idr. 1997; Gradisnik 2019, 19). Ti
poskusi, ki vkljucujejo Stevilne celicne kulture in celicne linije ter celicne modele,
predstavljajo dobro alternativo poskusom na zivalih in na ¢loveku, torej poskusom v pogojih
in vivo (Alberts idr. 1997). Celice izoliramo iz razli¢nih Zivalskih, rastlinskih in ¢loveskih
tkiv. V laboratorijskih pogojih ali v pogojih in vitro jih vzdrZzujemo v obliki celi¢nih kultur
ali celi¢nih linij. Za izvajanje poskusov jih vkljuéujemo v razli¢ne celiéne modele, ki v
pogojih in vitro postajajo nepogresljivi pri razumevanju fizioloskih in patofizioloskih
celi¢nih dogajanj (Gradis$nik 2019, 19). Celi¢ni modeli imajo zelo obsezno podrocje uporabe
v razli¢nih vejah raziskovanja, od predklini¢ne in klini¢ne medicine in veterine, do raziskav
v farmacevtski industriji, eksperimentalni farmaciji in tudi v kozmetic¢ni in Zivilski industriji
ter kmetijstvu (Bermudez-Brito idr. 2013; GradiSnik 2014, 8-12; Gradi$nik 2019, 19).
Dolocene poskuse lahko izpeljemo le na doloc¢eni, specifi¢ni celi¢ni kulturi ali celi¢ni liniji,
saj univerzalne celi¢ne kulture ali linije, ki bi bila uporabna za vse vrste poskusnih modelov,

nimamo (Alberts idr. 1997; Freshney 2006). Ker so za posamezne eksperimentalne celi¢ne
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modele in vrste raziskav primerne samo dolo¢ene vrste celic, sta izolacija novih vrst celicnih
kultur iz tkiv in njihova propagacija ter razvoj novih celi¢nih linij pomembni (Freshney

2000; Gradisnik 2014, 8-25).

2.4.2 Zacetki celiénih kultur

Celice imenujemo gradniki organizmov, saj predstavljajo osnovno strukturno, funkcionalno
in biolosko enoto zivljenja (Alberts idr. 1997; Gradisnik 2014, 20-24). Med seboj se
zdruzujejo v vecja in bolj kompleksna tkiva in organe, ki gradijo organizem. Celice so visoko
organizirane in specializirane in se med seboj razlikujejo po funkciji, zato so zapleteno
zgrajene. Razmnozujejo se z delitvijo, ki je natan¢no uravnana, in odmirajo programirano.
Ta proces imenujemo programirana celi¢na smrt ali apoptoza in je tako kot delitev natanéno
nacrtovan in uravnan proces. Procesi delitve in apoptoze so v organizmu natan¢no
kontrolirani, da se v tkivih vzdrzuje ustrezno ravnovesje $tevila celic (Gradisnik 2014, 20-
27). Stare celice, bolne ali odsluzene odmirajo, nove pa nastajajo, in tako je zagotovljeno
obnavljanje tkiv. Seveda lahko celice nekontrolirano odmrejo in se razmnoZujejo tudi pri
razlicnih patoloSkih procesih, in takrat ravnoteZje med celicnim nastajanjem in
odstranjevanjem iz tkiva ni uravnano, kar se klini¢no kaze kot razli¢ne bolezni. Celi¢no smirt,
ki je posledica patoloskih vzrokov, imenujemo nekroza. Je popolnoma nekontrolirana v
nasprotju z apoptozo, ki je natan¢no uravnan proces (Alberts idr. 1997; Freshney 2000;
Gradisnik 2014, 20-24).

S posebnimi laboratorijskimi postopki, ki vkljuCujejo tehnike celi¢nih kultur in tkivnih
izolacij, lahko izolirane celice vzgojimo in vzdrzujemo tudi izven organizma. TakSne pogoje
rasti, kjer celicam zagotovimo ustrezne razmere za njihovo rast in delitev, imenujemo pogoji
in vitro (Freshney 2000; Gradisnik 2014, 8-26; Sauer 2015).

Ceprav sega sodoben razvoj tkivnih in celi¢nih kultur v zgodnje zaéetke 20. stoletja, o opisi
celic v znanstveni literaturi veliko starejsi. Celice so zaceli proucevati Ze priblizno 300 let
prej, kar je omogocila iznajdba in uporaba svetlobnega mikroskopa v 16. stoletju. Izboljsava
opti¢nih in tehni¢nih komponent mikroskopa ter metod za izolacijo celic iz tkiv so od takrat

naprej omogocile razcvet celi¢ne biologije (Gradisnik 2014, 6-14; Sauer 2015).

Celice je pod mikroskopom prvi¢ videl in v znanstveni literaturi opisal Robert Hooke leta

1665. Ko je pod mikroskopom prouceval celice plutovine, je opazil v rastlinskem tkivu
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celi¢ne stene celic brez celi¢nih organelov, ki jih poznamo danes. Te strukture je poimenoval
'celice’, ker so ga spominjale na prazne sobice. Zive celice je leta 1674 pod mikroskopom
prvi videl Anton van Leeuwenhoek, ko je prouceval celice alg. Priblizno 200 let kasneje,
leta 1839, sta raziskovalca Matthias Jakob Schleiden in Theodor Schwann razvila tako
imenovano Celi¢no teorijo, ki pravi, da so vsa ziva bitja sestavljena iz ene ali vec¢ celic.
Kasneje je to teorijo dopolnil ¢ Rudolph Virchow s svojim znanim rekom, da vse celice
izvirajo le iz obstojecih celic (Omnis cellula e cellula.) (Gradisnik 2014, 5-12; Sauer 2015).
Za prave pionirje na podroc¢ju celi¢nih kultur veljata Harrison in Carrel, ki sta med prvimi
zacCela z razvojem postopkov za proucevanje celi¢ne fiziologije in patofiziologije celicnega
delovanja. Leta 1907 je Harrison prouceval rast zivénih vlaken iz celi¢ne kulture Zabjega
zarodka, Carrel pa je leta 1912 iz pis€ancje sréne miSice izoliral celice in jih vzdrzeval v
tkivni kulturi. Oba znanstvenika sta celice proucevala v izoliranih pogojih, torej brez vpliva
ostalih dejavnikov, kakrsni so v organizmu, ki predstavljajo odgovor na normalno fiziolosko
celi¢no stanje ali pa na povzroceni poskusni stres (Carrel 1912; Harrison 1907; Gradisnik

2014, 7-12).

Prvotne celi¢ne izolacijske tehnike, ki so jih uporabljali na zacetku, so bile bolj enostavne
kot v danasnjih dneh. Delcke encimsko nerazkrojenega tkiva so narezali na zelo majhne
koscke in jih pustili ob dodatku rastnih medijev razli¢no dolgo casa, tako da so Zive celice,
Ki jih je to tkivo vsebovalo, lahko iz tkiva migrirale in se razmnoZevale v poskusnih pogojih.
Na tak nacin je nastala tkivna kultura (Freshney 2000, 123-124; Gradi$nik 2014, 6-13). Ta
vrsta izolacije celic, ki jo imenujemo metoda eksplantacije, je prevladovala priblizno pol
stoletja, je pa Se danes Siroko v eksperimentalni uporabi (Slika 2). Kasneje so se razvile Se
druge, bolj napredne tehnike, ki so bile prilagojene specificnim poskusnim pogojem in
raznovrstnim celi¢nim kulturam. Danas$nje tehnike izolacije celic vkljucujejo delo s tkivi in
celicami rastlinskega, Zivalskega in c¢loveskega izvora in so postale vsakdanja praksa
medicinskih in farmacevtskih raziskovalnih laboratorijev po svetu (Freshney 1972; Draper
idr. 2004; Freshney 2006).

Slika 2: Primer celi¢ne kulture, pridobljene z metodo eksplantacije. V laboratorijskih
pogojih celice migrirajo iz koScka tkiva in oblikujejo enojno plast celic, ki obkroza

osrednji delec tkiva. Gostota celic in povrSina preras¢anja se s ¢asom povecujeta: po
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24 urah (A) in po 72 urah (B). Na sliki so celice, ki v kulturi rastejo iz del¢kov

terminalne plosée (velikost priblizno 5 mm?), odvzete pri spinalni operaciji

Vir: Lastna raziskava 2020.

Celi¢na kultura v svoji najbolj enostavni obliki vkljucuje rast in razmnozevanje celic v
pogojih in vitro. To so posebni eksperimentalni pogoji rasti, s katerimi poskusamo ¢im bolj
simulirati pogoje v organizmu, od koder celice izvirajo (Freshney 2006; Gradisnik 2014, 6-
10). Na tak nacin lahko celice v kontroliranem okolju izpostavimo razli¢nim
eksperimentalnim dejavnikom (Freshney 2006). Pogoji rasti in vitro predstavljajo umetno,
laboratorijsko okolje, kjer imajo celice na razpolago vse potrebne snovi za rast in
razmnozevanje (Slika 3). Ta hranila imenujemo rastni mediji. Sestavljajo jih ustrezne
mesSanice razliénih hranilnih raztopin. Poleg tega so za rast celic potrebne tudi ustrezne
povrsne rastnih ali gojilnih posodic, ki predstavljajo primerne povrsine za njihovo pritrditev,
¢e celice ne rastejo v suspenziji, ter ustrezna kombinacija rastnih pogojev. Ti vkljucujejo
temperaturo, vlaznost in plinasto atmosfero (Freshney 1972; Freshney 1978; Freshney 2006;
Gradi$nik 2014, 6-12). Vsi ti dejavniki se v pogojih in vitro razlikujejo med seboj, odvisno
od vrste celic, ki sestavljajo celi¢no kulturo, ter od vrste poskusnih pogojev, ki jih lahko
poljubno prilagajamo in spreminjamo (Freshney 1972; Draper idr. 2004; Freshney 2006;
Gradi$nik 2014, 5-12).
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Slika 3: Sodobno opremljen laboratorij za izolacijo celi¢nih kultur na InStitutu za

biomedicinske vede na Medicinski fakulteti v Mariboru. V tem laboratoriju poteka

redna izolacija razli¢nih celi¢nih kultur in izvajanje poskusov z biomateriali

Vir: Lastna raziskava 2020.

Celi¢ne kulture so v pogojih in vitro zelo uporabne. Lahko jih vklju¢imo v raznovrstne
poskuse. Z njimi natan¢no opazujemo spremembe Vv celicah v odvisnosti od sprememb v
okolju ter vplivov na celi¢no kulturo. Raziskujemo lahko delovanje in ucinke rakotvornih
dejavnikov in zdravil. Celi¢ne kulture so uporabne za $tudij citopatskih u¢inkov virusov in
bakterij ter za razumevanje fizioloskih in patofizioloSkih procesov, kar bi bilo sicer v
poskusnih pogojih in vivo tezje izvedljivo ali pa celo nemogoce. Uporabnost celi¢nih in
tkivnih kultur je v zadnjem stoletju postala zelo priznana v raziskovalnih krogih. 1zolacijske
tehnike se Se vedno razvijajo, izboljSujejo se postopki za bolj Ciste, hitre, natancne in tudi
cenejSe izolacijske procese, s katerimi lahko dobimo ¢im manj spremenjene celice, ki imajo

enake ali zelo podobne lastnosti kot tiste v tkivu, od koder izvirajo. Zato sta izboljSava in
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razvoj novih tehnik izolacije celi¢nih kultur izjemnega pomena (Freshney 1972; Sanyz in

De Palma 2009; Bermudez-Brito idr. 2013; Gradi$nik 2014, 5-7;).

2.4.3 Uporaba celi¢nih kultur, celi¢nih linij in funkcionalnih celi¢nih modelov

Iz tkiv izolirane celice, ki rastejo v celi¢ni kulturi, lahko v posebnih poskusnih pogojih
uporabljamo za najrazli¢nejSe vrste poskusov (Freshney 2006; Osakwe idr. 2017).
Imenujemo jih funkcionalni celi¢ni modeli (Slika 4) (Freshney 2006; Sanyz in De Palma
2009; Osakwe idr. 2017). Celi¢ni model je opredeljen kot kultura celic v pogojih in vitro,
kjer poskusamo ¢im bolj natan¢no posnemati pogoje v zivem organizmu, torej in vivo, in
zato omogoca primerjavo ali enaCenje eksperimentalnih rezultatov z rezultati poskusov, ki
so izvedeni na zivih organizmih (Freshney 2000, 395-397; Cenci¢ in Langerholc 2010, 4-8).
Cim bolj je poskus primerljiv z rezultati na Zivih organizmih, tem bolj je funkcionalni celi¢ni
model verodostojen, izpopolnjen in razvit. Glavna komponenta takega modela pa je celi¢na

komponenta (Cenci¢ in Langerholc 2010, 7-8).

Slika 4: Primer enostavnega funkcionalnega celi¢cnega modela v vsakdanji laboratorijski
praksi. Na mikrotitrskih plos¢icah so celi¢ne kulture astrocitov, oznacene z razli¢nimi

celi¢nimi oznacevalci, ki so pripravljene za toksikoloske analize

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Funkcionalni celi¢ni model torej vkljucuje kombinacijo celi¢ne kulture ali celi¢ne linije in
ustreznega poskusnega modela. Da je takSen celi¢ni model uporaben, mora vsebovati €isto
kulturo celic in ¢im bolj natancno posnemati pogoje v zivem organizmu. To namrec
omogoca primerjanje rezultatov poskusov na celi¢nih modelih z rezultati poskusov, ki jih
izvedemo na zivih organizmih (Gradisnik 2014, 3-15). Celice, ki jih v funkcionalne celi¢ne
modele vkljucujemo, so lahko razli¢ne, torej zivalskega in rastlinskega izvora ali izolirane
iz Cloveskih tkiv. Poleg ciste kulture celic lahko uporabljamo tudi meSane kulture ali
kokulture, kjer v eksperimentalnem modelu raste vec razli¢nih vrst celic. Na ta nacin lahko

proucujemo interakcije med razli¢nimi tip celic (Granier idr. 2013; Gradi$nik 2014, 5-13).

Idealen funkcionalni celi¢ni model omogoca veliko eksperimentalnih moznosti. Na tak nacin
lahko proucujemo Stevilne patoloske in fizioloske procese, ki so izolirani in lahko
eksperimentalne pogoje poljubno spreminjamo. Tako so ti procesi lo¢eni od ostalih vplivov
v zivem organizmu, kjer lahko imajo Stevilni spremljajoci dejavniki tudi nezeleni vpliv na
potek poskusa. S funkcionalnimi celicnimi modeli lahko proucujemo potek bolezni,
presnove, bioloSke razpoloZljivosti in strupene u€inke razli¢nih zdravil, toksinov in snovi,
potek okuzb, ki se prenasajo z vodo in hrano, delovanja mikrobioloSkih agensov in njihove
citopatske u¢inke, vezavo patogenov na celice (Cenci¢ in Langerholc, 2010; Bermudez-Brito
idr. 2013; Granier idr. 2013; Gradisnik 2014, 5-13) ... Primerjava ali celo enacenje
rezultatov poskusa s potekom proucevanih procesov na zivih organizmih je tem bolj
verodostojna, ¢im bolj je funkcionalni celi¢ni model izpopolnjen in razvit (Bermudez-Brito
idr. 2015; Gradisnik 2014, 4-8). V raziskovalnih dejavnostih laboratorijev po vsem svetu
postajajo funkcionalni celiéni modeli vedno bolj pomembni, njihova aplikacija v medicini,
farmaciji, veterini in tudi v kozmeti¢ni in zivilski praksi vse SirSa (Slika 5) (Freshney 2006;

Cenci¢ in Langerholc, 2010; Gradisnik 2014, 4-8).
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Slika 5: Funkcionalni celi¢ni model. Na mikrotitrskih plos¢icah so celi¢ne kulture
koZnih celic (HACAT) (A) in kostnih celic hFOB (B) na razli¢nih podlagah ter priprava

vzorcev za meritev fluorescence s spektrofotometrom (C)

Vir: Lastna raziskava 2020.

Funkcionalni celicni model, kamor je vkljuena dolo¢ena celi¢na linija, lahko v
laboratorijskih pogojih predstavlja verodostojen in reprezentativen model za proucevanje
raznih fizioloskih procesov. Je tudi zelo dobra alternativa poskusom na Zivalih, kar zmanjsa
uporabo poskusnih zivali in zmanjsa stroske raziskav (Freshney 2006; Gradisnik 2014, 4-5).
Poleg tega pa ima izvajanje poskusov in vzdrzevanje celic v funkcionalnih celi¢nih modelih
v primerjavi z izvedbo klini¢nih $tudij in s poskusi na Zivalih tudi Stevilne prednosti, kot so
izvajanje bolj agresivnih testiranj, kot bi bilo sicer mogoce v poskusih na zivih organizmih.
Testiranja so bolj enostavna in varna ter tudi bolj poceni (Tlaskalova-Hogenova idr. 2004;
De Vreese in Schrezenmeir 2008; Gradisnik 2014, 4-9). Prav zaradi tega funkcionalne
celicne modele v eksperimentalni praksi vse bolj pogosto uporabljamo (Tlaskalova-

Hogenova idr. 2004; Freshney 2006; EFSA 2008).
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Izolirane celice, ki jih gojimo v celi¢nih kulturah, lahko uporabljamo za raznovrstne poskuse
na Stevilnih podrocjih znanosti. Najpogosteje jih koristimo pri poskusih v medicini in
farmaciji ter v kemijskem raziskovanju, biologiji, pa tudi v zivilstvu in pri raziskavah v
kmetijstvu (Bermudez-Brito idr. 2013). Idealen celi¢éni model lahko teoreti¢no predstavlja
neposredno zamenjavo za ¢loveski organ ali organizem in poskusno zival, ker odraza
kompleksno fiziolosko delovanje organa ali organizma in naravne odgovore telesa na
zunanje drazljaje (Freshney 1978; Gradisnik 2014, 4-17). Specifiéni celicni modeli
vsebujejo specificne vrste celic, zato so tudi dolocene celi¢ne kulture ali celi¢ne linije
namenjene samo specificnim vrstam poskusov na teh modelih. Idealna celi¢na kultura ali
celi¢na linija, ki bi lahko zadostila tako strogim zahtevam, ne obstaja. Lahko pa se z izborom
celic, s pazljivim eksperimentiranjem ter prilagajanjem in spreminjanjem poskusov takemu
idealnemu modelu zelo priblizamo (Auerbach idr. 2000; Gradisnik 2014, 26-27). Med
Stevilnimi celicami, ki jih iz raznovrstnih organov in tkiv lahko izoliramo, za funkcionalne
celicne modele pogosto uporabljamo tudi razli¢ne celice iz zivénega tkiva. Te lahko
izoliramo iz mozganov ali hrbtenjace ali pa iz perifernih Zivcev (Castellanos-Montiel idr.
2021, 4-5; Okuno in Okano 2021, 275; Raffa idr. 2021, 759; Walczak idr. 2021). Veliko
poskusov s funkcionalnimi celicnimi modeli vkljucuje tudi transformirane celice, ki jih
imenujemo celi¢ne linije (Budel in Djabali 2017). Pri eksperimentiranju so te nekoliko
drugacne, saj ni nujno, da se bodo ucinki delovanja testiranih agensov pokazali v enaki meri
kot pri netransformiranih celicah. Transformirane celice tudi niso tako stabilne in so
spremenjene. V tem pogledu zato ne predstavljajo idealnega substrata za vse vrste poskusov.
Te celice namre¢ nujno ne izrazajo stanja zdravih celic in pri delu z njimi nikoli ni mogoce
z gotovostjo trditi, da bodo biokemijski procesi potekali enako kot pri netransformiranih
celicah (Karasek 1983; Liu idr. 2018; Castellanos-Montiel idr. 2021, 4). Da bi se lahko bolj
priblizali idealnim razmeram, so potrebne netransformirane celice (Budel in Djabali 2017;
Raffa idr. 2021, 759; Walczak idr. 2021). Na teh je mogoce bolj natan¢no proucevati celi¢ne
mehanizme in delovanje testiranih agensov. To pa seveda ne pomeni, da transformiranih
celic v raziskavah ne potrebujemo. Te so Se kako pomembne pri proucevanju karcinogeneze
in potencialnih tar¢ delovanja zdravil (Karasek 1983; Bermudez-Brito idr. 2013; Budel in
Djabali 2017; Johansen 2017; Liu idr. 2018; Qian idr. 2019).

Najpomembnejsa sestavna komponenta funkcionalnega celi¢nega modela je celi¢na kultura

ali celi¢na linija (Bermudez-Brito idr. 2013; Gradisnik 2014, 15-17). Iz razli¢nih tkiv
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rastlinskega, zivalskega ali cCloveskega izvora, jo lahko vzgojimo s posebnimi
laboratorijskimi postopki (Freshney 2000, 120-125; Gradi$nik 2014, 12-17). Na takSen nacin
izoliramo celice, ki predstavljajo primarno celi¢no kulturo. Zanjo velja, da ima ohranjene
prakti¢no vse znacilnosti celic iz tkiva, od koder so te celice izolirali. Na taksni kulturi lahko
zato zelo verodostojno proucujemo fizioloske in patofizioloSke mehanizme, saj so ti podobni
tistim v organizmu. Slaba stran primarne celi¢ne kulture pa je, da imajo take celice omejeno
Stevilo delitev, zato se v laboratorijskih pogojih po dolo¢enem ¢asu gojenja spreminjajo
(Gerbe idr. 2012; Gradi$nik 2014, 5-11). Postopoma izgubljajo znacilnosti, ki so bile zanje
znacilne v izvornem organizmu, dokler se ne spremenijo v taki meri, da propadejo (Freshney
2000, 122-124; Bermudez-Brito idr. 2013).

Celice primarnih kultur, ki jih gojimo v celi¢ni kulturi, med tem ¢asom veckrat precepljamo,
kar imenujemo pasaze (Gerbe idr. 2012; Gradisnik 2014, 5-11). Ko je celi¢na kultura dovolj
gosta, to pomeni, da je celic v zadostnem Stevilu, lahko povezave med njimi in podlago
prekinemo z razli¢nimi encimi. Ko celice ponovno nasadimo, dobimo celice prve pasaze. Te
nato dalje gojimo in jih precepljamo v vi§je pasaze in jih med gojenjem tudi oznacujemo z
imenom ali Stevilko pasaz. Tak$ne celice z rastjo v kulturi navadno dosezejo od 10 do 15
pasaz, nato pa nehajo rasti in se deliti ter kon¢no odmrejo (Freshney 2000, 120-123; Gerbe
idr. 2012; Gradisnik 2014, 5-19).

Celice primarne kulture je s posebnimi biokemijskimi postopki mogoce tudi spremeniti
(Gradisnik 2014, 5-14). Recemo, da so take celice transformirane. Pri transformaciji celic
imamo dve mozZnosti. Lahko napravimo transfekcijo celic primarne kulture z
antiapoptotskimi beljakovinami ali pa jih okuzimo z nekaterimi onkogenimi virusi, kot je
Epstein-Barr. Druga moznost pa je, da celice zlijemo z rakastimi celicami, ki so nesmrtne in
se zato lahko neskon¢no dolgo delijo (Gerbe idr. 2012; Gradisnik 2014, 13-19). S takimi
postopki dobimo celi¢ne linije, kamor spadajo tudi linije rakastih celic, kot so na primer
celice Caco-2 (rakaste celice debelega Crevesa), MCF7 (celice raka dojke), AGS (celice raka
zelodca), HeLa (rakaste celice materni¢nega vratu) (Draper idr. 2004; Gerbe idr. 2012;
Gradis$nik 2014, 13-19; Budel in Djabali 2017) ... Take transformirane celice se lahko
teoreti¢no neskoncno delijo, ker so nesmrtne, in zato je sekundarna celi¢na linija obstojna
zelo dolgo ¢asa (Slika 6). Je pa pri delu s takimi celicami potrebno upostevati, da se te od
prvotnih zelo razlikujejo po svojih znacilnostih, tako po nacinu in hitrosti rasti, rastnih

pogojih, metabolizmu in genetskih znacilnostih (Draper idr. 2004; Gerbe idr. 2012). Njihova
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uporabnost v poskusih je prav zato omejena in se je potrebno pri poskusih in interpretaciji
rezultatov teh omejitev zavedati (Gerbe idr. 2012; Gradisnik 2014, 13-23).

V literaturi je opisanih veliko vrst izolacij celic iz razli¢nih organizmov in tkiv. Te se med
seboj razlikujejo po nadinu odvzema in shranjevanja tkiva, postopkih izolacije, rastnih
pogojih, pasazah in shranjevanju celic (Denda in Moe 2011; Budel in Djabali 2017; Chung
idr. 2018). Pri ¢loveku so znane izolacije mas¢obnih in mati¢nih celic, celic prebavil, dihal,
miSic, celic ziv€evja, celic iz plasti koze, vezivnih celic, fibroblastov, do celic povrhnjice,
keratinocitov, endotelijskih celic, limfaticnih in tumorskih celic (Denda in Moe 2011;
Gradisnik 2014, 13-20; Budel in Djabali 2017; Johansen 2017; Rogic dr. 2018; Qian idr.
2019). Postopki za celi¢no izolacijo so velikokrat zapleteni, teZavni in dolgotrajni, v€asih
tudi neuspesni. Zaradi lazje dostopnosti, ze izdelanih protokolov in ute¢enih postopkov
Stevilne vrste celic izoliramo iz Zivalskih tkiv, zato veliko funkcionalnih celi¢nih modelov
vkljucuje Zivalske celicne kulture in celi¢ne linije. V primerjavi z njimi je opisov poskusov
na celicah ¢loveskega izvora manj, Se posebno tistih, ki vklju€ujejo netransformirane celice,
saj je tukaj potrebno veliko veC optimizacije postopkov in prilagajanja rastnih protokolov
(Gradisnik 2014, 15-18; Budel in Djabali 2017; Liu idr. 2018; Rogic dr. 2018). Uporabnost
netransformiranih celic in njthova eksperimentalna vrednost sta vecji, sta pa njihova
izolacija in vzdrzevanje v kulturi bolj tezavna, ker zaradi omejenega Stevila delitev
netransformirane celice v pogojih in vitro dokaj hitro odmrejo (Freshney 2000; Freshney
2006; Gradisnik 2014, 13-18; Budel in Djabali 2017; Chung idr. 2018; Qian idr. 2019).

40


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21290330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21290330

Slika 6: Primer celi¢ne kulture fibroblastov, vzgojene iz kos¢ka vezivnega tkiva, torej
netransformiranih celic (A), in celi¢ne linije celic VERO (B), ki jo sestavljajo rakaste,
transformirane celice. Nativni posnetek celi¢ne kulture pri 50-kratni povecavi, Nikon
Diaphot 300

A

Vir: Lastna raziskava 2015.

2.4.4  Proces izolacije celic za poskuse in vitro - od tkiva do celi¢ne kulture

Stevilna spoznanja o fizioloskih in patofiziologkih mehanizmih pri ¢loveku izhajajo iz
raziskav na celi¢nih kulturah, ki so vkljucevale celice, izolirane iz poskusnih zivali, in
transformirane celice (Doucet in Owens 2015; Park idr. 2015; Calle idr. 2018). Njihove
omejitve in uporabnosti za poskuse v funkcionalnih celi¢nih modelih so dobro znane. Zaradi
tega ni mogoce, da bi ugotovitve raziskav, ko so bile narejene na transformiranih celi¢nih
linijah ali pa na zivalskih celicah, natan¢no in direktno prenesli na ¢loveka. Razlike so
vseeno prevelike in mehanizmi delovanja niso povsem enaki (Zieger idr. 2017; Chung idr.
2018; Sharma idr. 2018). Z razvojem celi¢ne biologije, napredkom tehni¢nih mozZnosti in
iznajdbi novih izolacijskih postopkov pa so bili omogoceni novi nacini proucevanja
primarnih celi¢nih kultur brez opisanih omejitev, zato je vse vec raziskav usmerjenih v delo
z netransformiranimi celicami (Karasek 1983; Liu in Deng 2016; Johansen 2017; Qian in
Tcw 2021, Reid in Kuipers 2021).

Postopke izolacije celic iz tkiva je zapleten in dolgotrajen proces. Vcasih lahko traja zelo
dolgo, da pridemo do uporabne kulture (Freshney 2000; Freshney 2006; Gradisnik 2014, 34-

35). Postopke izolacije se med seboj zelo razlikujejo, kar se ti¢e korakov obdelave tkiva, ki
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vodijo do kulture celic. Bistvene pa so razlike v celi¢nih oznacevalcih, ki so specificni za
vsako vrsto celic. Ti omogocajo, da lahko razli¢ne vrste celic med seboj lo¢imo in jih po
izolaciji tudi karakteriziramo. To pomeni, da z gotovostjo lahko potrdimo, da smo taréne
celice res izolirali. Prav tako je nekatere celice lazje izolirati in gojiti kot druge. Tako je na
primer izolacija astrocitov in njihovo gojenje v celi¢ni kulturi zapleteno, zato je razumevanje
njihovega delovanja otezeno, vsaj kar se tice ¢loveskih astrocitov (Hansson 1998, 942-944;

Sofroniew 2005, 400; Foo idr. 2011, 799).

Za izolacijo cloveskih astrocitov potrebujemo najprej ustrezno tkivo centralnega zivéevija,
torej tkivo mozganov ali hrbtenjace (Foo idr. 2011). Vzorec mozganskega tkiva, ki je lahko
od odraslih darovalcev ali novorojenckov, dobimo v bolnis$nicah od tistih darovalcev, ki se
z darovanjem tkiva v poskusne namene strinjajo (Sharif in Prevot 2012, 138). Eti¢ni vidik
je pri takih odvzemih zelo pomemben. Neonatalno tkivo se zadnja leta vse manj uporablja,
ker je ustrezen vzorec vitalnega tkiva tezko dobiti in iz njega celice izolirati ter tudi zaradi
eti¢nih vpraSanj ob odvzemih (Hansson 1988, 370; Sharif in Prevot 2012, 138). Vsem
potencialnim darovalcem tkiva ali njihovim svojcem natan¢no razlozimo postopek odvzema
in razloge za nadaljnjo uporabo darovanega tkiva. Darovalci ali njihovi druzinski ¢lani, ki
jih zastopajo, in lece€i kirurg, ob tem tudi podpiSejo poseben obrazec ali soglasje za
darovanje tkiva in njegovo uporabo v eksperimentalni praksi. Pri tem je pomembno
poudariti, da sta cilj zdravljenja in kolikor je mogoce ohranitev nevroloSke funkcije med
posegom vedno na prvem mestu in da v laboratorijih za eksperimentalne namene uporabimo
samo presezne vzorce tkiva, ki niso potrebni za nadaljnjo patohistolosko diagnozo. Tkiva
med kirurski posegom nikoli ne odvzamemo le zaradi namena izolacije same, prav tako ne
odvzamemo ve¢ mozganskega tkiva, ki bi ga imeli na pretek za namene celi¢ne izolacije
(Lacroix et al. 2001, 190-191; Sudhakar in Richardson 2019). Darovalci so bolniki, ki se
kirurSko zdravijo zaradi razli¢nih bolezni centralnega Ziv¢evja, torej obolenj, ki zahtevajo
operativno zdravljenje in odstranitev ali biopsijo mozganske lezije zaradi bolezenskih
vzrokov. Pri skoraj vseh odvzemih gre za moZgansko tkivo in le izjemno redko za tkivo
hrbtenjace. Tega je med kirurSko resekcijo izredno malo na razpolago in tudi funkcionalna
rezerva je tukaj veliko manjsa kot pri mozganskem tkivu (Lee idr. 2008, 13121-13122; Foo
idr. 2011, 781; Kettenmann in Verhatsky 2011). Za izolacijo netransformiranih astrocitov
potrebujemo zdravo mozgansko tkivo. Tumorsko spremenjene mozganovine za take

izolacije ne moremo uporabiti, saj bi na takSen nacin dobili tumorske celice. Seveda imajo
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te v dolocenih primerih tudi pomembno mesto. Vir tkiva odraslih darovalcev najpogosteje
predstavlja mozganska skorja. Vzorce pa dobimo pri kirurSkem zdravljenju epilepsije in
hudih poskodb mozganov ter vaskularne patologije (operacije anevrizem, arteriovenskih
malformacij in fistul, kavernomov, kadar je za prikaz zilne lezije potrebno odstraniti nekaj
mozganskega tkiva). Zelo dobrodosle so tudi igelne biopsije, s katerimi lahko odvzamemo
tkivo iz globokih mozganskih struktur, kadar ne gre za diagnostiko tumorskih sprememb
(Slika 7). To je vazno zato, ker se astrociti iz razli¢nih regij mozganov med seboj razlikujejo
(Kimelberg 2004; Jack idr. 2015, 512; Khakh in Sofroniew 2015, 942-944; Wyss-Coray
2016). Eni in drugi vzorci so navadno majhni in predstavljajo dragocen material. 1z njega je
mogoce izolirati ne le astrocite, ampak tudi druge vrste celic, kot so oligodendrociti,
mikroglija, nevroni in v¢asih mikrovaskularne endotelijske celice. Seveda je namen izolacije
odvisen od vzorca. To pomeni, da vsak vzorec mozganskega tkiva tudi ni primeren za
izolacijo vseh vrst celic. MoZganski korteks je najpogosteje zastopan vzorec tkiva,
namenjenega v celi¢ni laboratorij, tudi zaradi relativno enostavne dostopnosti (Lacroix et al.
2001, 190-191; Kimelberg 2004). Odstranjeno tkivo $e med potekom operacije ustrezno
zavarujejo in shranijo ter poSljejo na histopatolosko preiskavo. Vzorec nato pregledajo
patologi in postavijo diagnozo obolenja. Kadar je odstranjenega tkiva med odvzemom
koli¢insko dovolj, pa ga lahko uporabimo v raziskovalne namene. Takrat Ze v operacijski
dvorani odvzamemo od resekcijskega vzorca mozganskega tkiva ¢im bolj reprezentativen
zdrav koScek. Paziti moramo, da je ¢im manj kontaminiran s krvjo, saj lahko vc€asih veliko
Stevilo eritrocitov moti izolacijski proces, Ceprav jih med postopkom izolacije celic
poskusamo odstraniti. Prav tako se moramo izogniti nekroticnim in zmeckanim ali
kontaminiranim delom mozganskega tkiva, ¢e je to le mogoce. V sterilnih pogojih nato
odvzet koscek moZganskega tkiva shranimo v sterilne centrifugirke ali epruvete, ki jim
dodamo celi¢ni rastni medij ali fosfatni pufer, da zavremo nekrobioti¢ne procese v tkivhem
vzorcu. Paziti moramo, da se tkivo ne izsusi in propade in da ves proces odvzema tkiva
poteka sterilno, tako kot tudi vsi nadaljnji postopki med izolacijo in gojenjem celicne
kulture. Pri nepazljivosti se lahko namre¢ zgodi, da pride do kontaminacije in se celi¢na
kultura okuzi z glivami in bakterijami (pogost kontaminant so mikoplazme). Taka kultura ni
uporabna in celice slabo rastejo. Odvzet vzorec tkiva hranimo pri sobni temperaturi in ga
¢imprej prenesemo v celini laboratorij, kjer lahko za¢nemo s postopki izolacije celi¢ne
kulture (Slika 8) (Freshney 2006; Denda in Moe 2011; Sharif'in Prevot 2012, 137; Gradi$nik
2014, 13-14; Wyss-Coray 2016, 180).
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Slika 7: Razli¢ne vrste resekcijskih vzorcev, pridobljenih med operacijami mozZganov,
ki sluzijo kot vir za izolacijo razli¢nih mozganskih celic. Koli¢ina pridobljenega tkiva
in nadin odvzema vplivata na uspeh izolacije celic. Pri klasi¢nih, odprtih operacijah
in Sirokih resekcijah pridobimo veliko tkiva, ki ga bomo lahko uporabili za nadaljnjo
obdelavo v celi¢cnem laboratoriju, kot na primer pri odprti operaciji glioblastoma (A).
Resekcijski vzorec glioma, pridobljen z odprto biopsijo pri minimalni trepanaciji ali
kraniotomiji v obliki klju¢avnice (B). Vzorec glioma, pridobljen z igelno biopsijo (C).
Biopsijska igla z vzorcem tkiva (D). Slike so bile posnete med rutinskimi

nevrokirurSkimi posegi, tkivo pa je bilo odvzeto tudi za namen izolacije celi¢ne

kulture

Vir: Tomaz Velnar, UKC Ljubljana 2021.
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Slika 8: Vzorec tkiva glioblastoma, pripravljen za prenos v celi¢ni laboratorij za
izolacijo celic in na oddelek za patologijo za histopatoloski pregled (A). Vzorec,
namenjen za histopatoloski pregled, je shranjen v raztopini formaldehida (levo), tkivo
za celi¢ni laboratorij pa hranimo v celiénem mediju ali v fosfatnem pufru (desno). Cilj

je, da tkivo transportiramo na ledu in ¢im hitreje, da bi s tem lahko ¢im bolj zmanjSali

nekrobioti¢ne procese v resekcijskem vzorcu (B)

Vir: Lastna raziskava 2021.

Pri izolaciji astrocitov vedno uporabimo zdrav del resekcijskega vzorca (Slika 9) (Freshney
2006; Sharif in Prevot 2012, 137). Pri tem moramo paziti na vse omejitve, opisane zgoraj.
Izogniti se moramo torej nekroti¢nim in subviabilnim predelom, kot je penumbra. Tukaj so
celice sicer Se vedno zive, vendar ne delujejo normalno. Imajo spremenjen metabolizem in
izrazanje dolo¢enih genov, aktivirajo se stresni proteini. V mozganih se ob ugodnih pogojih,
torej ob ponovni vzpostavitvi pretoka krvi, ti predeli lahko popravijo in celice ne odmrejo,
¢e pa obnovitve preskrbe s krvjo ni, se penumbra razvije v nekrozo. Lahko se zgodi, da je v
odvzetih vzorcih prisotno tudi tkivo penumbre in Ce je takega tkiva veliko, lahko celice v
kulturi slabo rastejo ali pa celo odmrejo (Sharif idr. 2006; Nimmerjahn 2009, 1639-1640;
Sharif in Prevot 2012, 137; Khakh in Sofroniew 2015, 942-943).

45



Slika 9: Primer celi¢ne kulture astrocitov, Ki je bila izolirana iz zdravega mozganskega

tkiva. Nativni posnetek, Nikon Diaphot 300. Merilo: 100 pm

[ L 78
o8 A

Vir: Lastna raziskava 2021.

Kadar pa gre za bolezensko spremenjen predel mozganov, kot je rakasto tkivo, bomo tak
resekcijski vzorec uporabili z namenom izolacije rakastih celice, torej transformiranih
astrocitov (Slika 10). Take celice bodo imele popolnoma drugacne lastnosti. Kaksno vrsto
resekcijskega vzorca bomo za celi¢no izolacijo uporabili, zdravo ali bolno tkivo, je torej
odvisno od tega, katero vrsto celic zelimo izolirati in za kaksSne vrste poskusov jih

nameravamo uporabiti (Denda in Moe 2011; Budel in Djabali 2017; Velnar idr. 2020).
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Slika 10: Kultura glioblastomskih celic. VV primerjavi z astrociti zdravih darovalcev

(Slika 9) so rakaste celice popolnoma drugacnega videza, heterogene po morfologiji in

lastnostih, z malo citoplazme in jasnimi jedri. Nativni posnetek, Nikon Diaphot 300.
Merilo: 100 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.

Odvzet vzorec tkiva je potrebno ¢im prej prenesti v celini laboratorij. Za mozgansko tkivo
je idealno, ¢e prenos ne traja ve¢ kot 15 minut. Daljsi transportni €asi povecujejo Stevilo
odmrlih celic in verjetnost uspesne izolacije je zato manjSa (Freshney 2006; Gradisnik idr.
2020). Tkivo nato v laboratoriju obdelamo po ustreznem protokolu za izolacijo, odvisno od
vrste celic, ki jih zelimo izolirati. Protokoli se med seboj razlikujejo in so zelo specifi¢ni za
dolo¢eno vrsto celic. Navadno tkivni vzorec najprej speremo s fosfatnim pufrom, ki mu
dodamo antibiotike, da prepreCimo kontaminacijo. S tem uni¢imo in odstranimo
mikroorganizme, Ki bi lahko izolirane celice okuzili in kasneje motili njihovo rast. Vse delo
med izolacijo poteka v sterilnih pogojih. V laminariju narezemo vzorec tkiva na majhne

koscke. Tkivo lahko tudi stisnemo skozi posebne mrezice z zelo drobnimi odprtinami (mikro
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mrezice), tako da ga ¢im bolj razgradimo (Freshney 2006; Sharif idr. 2006; Sharif in Prevot
2012). Za kratek cas ga lahko tudi inkubiramo s tripsinom (Freshney 2006; Gradisnik idr.
2020). Tripsin je proteoliti¢ni encim, ki razgradi vezivno tkivo v bazalni lamini in prekine
povezave med celicami. Tako jih sprosti iz tkiva. Delovanje tripsina omejimo na nekaj minut
do nekaj ur, odvisno od obcutljivosti celic, kompaktnosti tkiva ter vsebnosti veziva, nato pa
ga deaktiviramo s svezim medijem in serumom. S tem tudi odstranimo odmrle celice in
potencialne kontaminante. Previdni moramo biti, da predolgo delovanje encima ne bi
razgradilo tudi celic. V¢asih, ¢e je tkivo mehko, torej pri izolaciji celic iz mozganskega tkiva,
tripsina niti ni nujno potrebno uporabiti. Pri izolaciji astrocitov so opisani protokoli glede
mehanske razgradnje tkiva in tripsina razli¢ni, odvisno od vira tkivnega vzorca in protokola
izolacije (Freshney 2006; Sharif idr. 2006; Sharif in Prevot 2012; GradiSnik idr. 2020).
Tkivno zmes med procesom izolacije celic veckrat centrifugiramo, da med seboj mehansko
lo¢imo grobe delce in ostanke vezivnega tkiva med seboj. Po veckratnem centrifugiranju v
sedimentu ostanejo le celice, ki jih nato prenesemo v posebne posodice za gojenje, ki
vsebujejo celi¢ni rastni medij z ustreznimi dodatki. Na voljo je ve¢ vrst celi¢nih medijev,
odvisno od vrste celic, ki jih zelimo izolirati in gojiti v kulturi. Vsaka vrsta celic namrec
potrebuje dolocene sestavine (Freshney 2000, 123-128; Freshney 2006). Celi¢ni rastni medij
je zelo hranilna raztopina, Ki vsebuje vse potrebne snovi za rast celic v kulturi in tudi ostale
dodatke, kot so serum govejih fetusov in antibiotiki (Gradi$nik 2014, 13-18). Po potrebi
celi¢ni rastni medij prilagodimo in dopolnimo glede na zahteve celi¢ne kulture. Tako lahko
damo Se druge dodatke, ki vkljucujejo aminokisline, hormone in rastne dejavnike. Celi¢no
suspenzijo nato pustimo, da se celice postopoma pritrdijo na podlago, in jo shranimo v
inkubatorju v atmosferi s 5 % CO. in pri temperaturi 37 °C, kjer so omogoc¢eni posebni pogoji
rasti. Celice opazujemo pod mikroskopom v dolo€enih intervalih in redno menjavamo
celi¢ni medij (Freshney 2006; Gradi$nik 2014, 22-24). Sprememba barve celicnega medija
je znak, da so celice porabile vse hranilne snovi. Kadar medij postane moten, je to pogosto
prvi znak, da lahko gre za okuzbo, ki jo dokon¢no potrdimo Se z molekularnimi metodami,
kot je verizna reakcija s polimerazo (Gradisnik 2014, 13-18). Kultura takrat ne uspeva dobro,
celice slabse rastejo in se ne delijo. Predvsem so tezavne okuzbe z mikoplazmami. To so
znotrajceli¢ne bakterije, katerih prisotnost tezko odkrijemo, zato te okuzbe in vitro tudi tezko
zdravimo (Freshney 2006; Kilic idr. 2013; Gradisnik 2014, 22-24). Kadar celi¢na kultura ne
uspeva dobro, je izolacijski postopek potrebno ponoviti iz novega koscka tkiva (Freshney
2006; Kilic idr. 2013).
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Kadar celice neposredno po zgoraj opisanih izolacijskih postopkih nasadimo in v kulturi
dobro rastejo, najprej dobimo primarno kulturo celic. To pomeni, da je bila taka kultura celic
iz tkiva neposredno izolirana. Celice lahko potem $e naprej gojimo in precepljamo, lahko pa
jih shranimo in jih v teko¢em dusiku po posebnih postopkih globoko zamrznemo. Tako so
na voljo za nadaljnje poskuse (Freshney 2006; Gradisnik 2014, 22-25). Znacilnost primarne
celicne kulture je, da ohrani znacilnosti tkiva, iz katerega smo jo izolirali, lahko pa jo
sestavljajo razlicne vrste celic. Kasneje lahko te med seboj lo¢imo po morfoloskih
znacilnostih posameznih celic, ki jih zelimo izolirati (Freshney 2006; Kilic idr. 2013;
Gradisnik 2014, 24-26).

Celice, ki jih v optimalnih pogojih gojimo, rastejo in se razmnoZujejo. Ko doseZejo najvecjo
gostoto, pravimo, da je celi¢na kultura konfluentna. Celice prerastejo gojilno posodico v eni
plasti in se nato nehajo deliti zaradi kontaktne inhibicije (Gradisnik 2014, 35-36). Nasprotno
rakaste celice te znacilnosti nimajo in rastejo v vec plasteh, ne glede na gostoto celic v
posodicah. Ko je kultura konfluentna, lahko celice subkultiviramo, kar pomeni, da jih s
posebnimi postopki prenesemo na nova gojisca. Tako dobimo sekundarno celi¢no kulturo,
ki pa ima omejeno $tevilo delitev (Kilic idr. 2013; Gradisnik 2014, 23-26). Sekundarne
celi¢ne kulture navadno lahko doseZejo do 10 pasaz. Po dolocenem Stevilu delitev, ki je za
vsako vrsto celic razli¢no, se celice spreminjajo, odmrejo ali pa postanejo nesmrtne. Do tega
lahko pride spontano, zaradi napak v delovanju genetskih mehanizmov, ali pa jih
spremenimo v laboratoriju s postopki celicne transformacije (Obinata 2001; Gradi$nik 2014,
14-25). Transformacija celic poteka tako, da jih zlijemo z mielomskimi celicami ali okuZimo
z onkogenimi virusi. Te celice imajo neomejeno Stevilo delitev in so zato nesmrtne. Take
znacilnosti pa kazejo tudi rakaste celice, ki jih lahko direktno izoliramo iz rakastih tkiv. Ne
glede na to, kako jih dobimo, imajo transformirane celice ¢isto drugane znacilnosti in se
mocno razlikujejo od nativnih celic. Te transformirane celice uvr§¢éamo med celi¢ne linije

(Obinata 2001; Dittmar idr. 2009; Kilic idr. 2013; Gradi$nik 2014, 12-17).

Da lahko potrdimo, ali je v izolatu res tista vrsta celic, ki smo jo iz tkiva Zeleli izolirati, je
potrebno narediti potrditev ali karakterizacijo. To je kon¢na stopnja v dolgem procesu
izolacijskih postopkov (GradiSnik 2014, 14-19). Karakterizacijo napravimo z uporabo
celi¢nih oznacevalcev, ki se nahajajo v citoplazmi ali na celicni membrani in so specifi¢ni
za doloceno vrsto celic. To so antigeni, beljakovine, ki so vkljucene v najrazli¢nejSe celi¢ne

funkcije, kot so pritrjevanje celic, signaliziranje, prepoznavanje podlage, ostalih celic,
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hormonov in rastnih dejavnikov (Beaulieu in Menard 2012; Chougule idr. 2012) ... Za
doloc¢ene vrste celic so celi¢ni oznacevalci dobro poznani, vendar pa Se ne poznamo vseh
celi¢nih oznacevalcev (Dittmar idr. 2009; Beaulieu in Menard 2012; Chougule idr. 2012).
Nekateri od njih so specifi¢ni za posamezne celice, drugi pa so lahko za dolocene vrste celic
tudi skupni. Zato lahko za celi¢no karakterizacijo uporabljamo tudi njihov genetski profil
(Obinata 2001; Dittmar idr. 2009; Beaulieu in Menard 2012; Chougule idr. 2012; Gradisnik
2014, 12-18).

S karakterizacijo ali doloCanjem genetskega profila lahko kon¢no potrdimo, da v celi¢ni
kulturi rastejo celice, ki smo jih zeleli izolirati, v naSem primeru so to astrociti. Te lahko
potem uporabimo za funkcionalni celi¢ni model (Gradi$nik 2014, 22-25; Obinata 2001;
Sauer 2015). Kulturo celic najprej razcepimo, suspenzijo nato prenesemo v posebne testne
posode ali ploscice, kjer bo poskus potekal (Gradisnik 2014, 22-25). Navadno uporabljamo
tako imenovane mikrotitrske plosc¢ice. Na celicni kulturi lahko proucujemo razli¢ne
biomateriale, dodajamo lahko razne uc¢inkovine, kot so toksini, zdravila in hormone. Celice
lahko okuzimo tudi z mikroorganizmi in na kulturi med rastjo opazujemo citopatske ucinke
(Draper idr. 2004; Sauer 2015; Budel in Djabali 2017; Johansen 2017). Na funkcionalnem
celicnem modelu lahko tudi spreminjamo in prilagajamo poskusne pogoje, tako pa tudi
vplivamo na rast in delitev celic v kulturi (Gradi$nik 2014, 22-25; Obinata 2001; Sauer
2015). Med potekom poskusa opazujemo spremembe neposredno na celicni kulturi pod
invertnim svetlobnim ali elektronskim mikroskopom. Seveda za to veljajo posebni postopki
gojenja celic, priprave in barvanja (Freshney 2006; Denda in Moe 2011; Gradisnik 2014,
22-27; Sauer 2015) ... Bolj natancen in obSiren opis postopkov, ki jih pri delu s celi¢nimi in

tkivnimi kulturami uporabljamo, presega okvir tega dela.

2.5 Viri tkiva za izolacijo ¢loveskih astrocitov in kirur§ke metode vzorcenja tkiv

Zaradi hitrega napredka sodobnih laboratorijskih postopkov v zadnjih letih, se tehnike
celi¢nih izolacij nadalje razvijajo in ponujajo Siroko paleto moznosti raziskav v pogojih in
vitro (Mather 2021; Wu idr. 2021). Tako so izolacije ¢loveskih, rastlinskih in Zivalskih celic
v medicinski in farmacevtski znanosti postale obiCajna praksa Stevilnih raziskovalnih
laboratorijev po svetu. Prvi in eden najpomembne;jsih korakov med izolacijo celic je pravilen
odvzem ustreznega tkiva, ki ga bomo uporabili za izolacijo. To je osnova, ki dolo¢a uspeh

izolacije. Tkiva za celi¢no izolacijo najpogosteje odvzamemo med razli€nimi kirurSkimi
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posegi, saj je navadno v teh primerih tkivo na razpolago v zadostnih koli¢inah in tudi za
raziskovalce relativno lahko dostopno. Vir ¢loveskega zivenega tkiva, ki ga uporabljamo za
izolacijo astrocitov, so moZzgani in hrbtenjaa. Do ustreznega tkivnega vzorca pa lahko
pristopamo z razlicnimi nevrokirurS§kimi pristopi za vzorcenje tkiv, ki jih bomo opisali

spodaj (Vunjak-Novakovic in Freshney 2006, 89; Mather 2021, 98; Wu idr. 2021).

Ko razmisljamo o operaciji mozganov, se moramo zavedati, da se primarni cilji kirurgije
razlikujejo glede na patologijo (Tatter 1999, 780). Vkljucujejo ublazitev poviSanega
intrakranialnega tlaka iz razlicnih razlogov, zdravljenje zilne patologije ali krvavitve in
evakuacijo hematoma, maksimalno varno zmanjSanje tumorja, odvzem tkiva za histoloSko
diagnozo in kirurSko zdravljenje poskodb glave. Kadar govorimo o odvzemu tkiva, je
potrebno tudi poudariti, da z vidika odvzema tkiva za celi¢ne izolacije, vse vrste bolezenskih
sprememb mozganov niso primerne. Izolacija zdravih, netransformiranih mozganskih celic
zahteva pridobitev tkiva iz zdravega dela mozganov. Tumorsko tkivo ni primerno za tak$no
izolacijo, niti tkivo, pridobljeno med operacijami razliénih mozganskih krvavitev.
Mozganska snov v blizini hematoma (penumbra) ni primerna za procese izolacije celic, saj
je mozganovina v teh delih pogosto subviabilna ali celo nekroti¢na (Tatter 1999, 780; Sharif
in Prevot 2012; Velnar idr. 2020). Po drugi strani pa za izolacijo neoplasti¢nih celic
uporabljamo tumorsko mozgansko tkivo, odvzeto pri operacijah astrocitomov,

oligodendrogliomov ali glioblastomov (Tatter 2001; Asthagiri idr. 2007, 978).

Razli¢na tkiva so v razlicni meri obcutljiva na vzorCenje, prenos v laboratorij in na
shranjevanje, preden za¢nemo z laboratorijsko obdelavo. Vsi ti pogoji so specifi¢ni za vrsto
tkiva, ki ga bomo uporabili za nadaljnje raziskovanje (Brunnell idr. 2008). Zivéno tkivo je
Se posebej obcutljivo na procese razgradnje, ki se v tkivu zacnejo po odvzemu. Zaradi
neustreznega vzorcenja, odvzema in ravnanja lahko pride do poskodb vzorcev, kar se odraza
v rezultatu izolacije celic in njihovi rasti v celi¢ni kulturi. Za uspesno izolacijo celic pa je
treba upostevati tudi kiruriko tehniko odvzema tkiva. Zivéno tkivo, ki ga uporabljamo kot
vir za razli¢ne vrste izolacij Ziv¢nih celic, tako zdravih kot tumorskih, lahko odvzamemo pri
Stevilnih nevrokirurskih posegih (Knowlton idr. 2018; Kobayashi idr. 2019, 955-957;
Azzarelli 2020, 1-2). Za proucevanje patofizioloskih mehanizmov pri poskodbah
centralnega zivCevja, multipli sklerozi, epilepsiji, Alzheimerjevi in Parkinsonovi bolezni,
demencah in tumorigenezi, je izolacija celic centralnega Zivcevja izjemnega pomena (Zielke

in Mash 2018, 84-86; Hojat idr. 2019, 65-67).
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Uporaba novih tehnoloskih dosezkov in Stevilo manj invazivnih kirurskih postopkov v
medicini se povecCujeta. S pojavom novih tehnoloSkih moznosti postajajo zato tudi
nevrokirurs§ke operacije manj invazivne do pacientov (Danaila in Radoi 2013). Vrsta
nevrokirurSkega posega je odvisna od Stevilnih dejavnikov. Ti so lokacija in velikost
tumorja, sestava, zilna oskrba in preziljenost, Stevilo tumorjev v centralnem zivcevju,
njihova dostopnost, povezave z elokventnimi podro¢ji mozganov, klini¢no stanje in Zzelje
pacienta ter nenazadnje tudi kirurSka oprema (Asthagiri idr. 2007). Z raziskovalnega vidika
se s tehni¢nim napredkom in novimi kirurS§kimi moznostmi povecujejo tudi moznosti za
odvzem idealnega tkivnega vzorca. Nove tehnoloske moznosti, ki jih izkoris¢amo pri
nevrokirurSkih posegih, omogocajo odvzem vzorcev mozganskega tkiva pri vse vecjem
Stevilu nevrokirurskih patologij in iz razli¢nih lokacij, ki so zdaj lazje dostopne. Dostop do
njih pa zaradi manj$e invazivnosti nosi tudi manj$e tveganje za nastanek pooperativnih okvar
zivéevja (Teo 2010, 583-584; Sudhakar in Richardson 2019, 167). To prispeva k boljsi
prognozi in tudi k vecjemu izkoristku celic med postopkom izolacije v laboratoriju.
Pomembno je poudariti, da je cilj zdravljenja, ki vkljuCuje ohranitev nevroloske funkcije
pacienta, vedno prvi in najpomembne;jsi, in Sele na drugem mestu je tkivo za izolacijo celic.
V laboratorijih tako za eksperimentalne namene uporabljamo le presezne vzorce tkiva, ki
niso potrebni za patohistoloske preiskave in za nadaljnjo diagnozo (Sudhakar in Richardson
2019). Poleg tega je treba pred kakrSnokoli eksperimentalno manipulacijo s tkivom pridobiti

eticno odobritev in soglasje bolnika in njegove druzine (Lacroix idr. 2001, 190-191).

V vsakdanji klini¢ni praksi uporabljamo Stevilne nevrokirurSke pristope, pri katerih lahko
odvzamemo tako zdravo kot obolelo moZgansko tkivo. Vsako od njih ima svoje prednosti in
slabosti, ne le z vidika zdravljenja, ampak tudi z raziskovanega vidika, saj se tkivni vzorci
pri razli¢nih vrstah kirurskih odvzemov lahko razli¢no ohranijo in tudi poskodujejo (Tatter

1999, 780; Teo 2010, 583; Velnar idr. 2020).

2.5.1 Klasi¢na trepanacija

Odprta kirurgija vkljucuje klasi¢no trepanacijo z razliénimi modifikacijami, ki jo v
nevrokirurski praksi najpogosteje uporabljamo za kirurSko zdravljenje mozganskih
tumorjev, pa tudi za vse vrste poSkodb glave in mozganov ter za vecino zdravljenja obolenj
mozganskih zil (Slika 11) (Lacroix idr. 2001, 190). Klasi¢na trepanacija omogoca dobro

vidljivost, dostopnost in moZnost zmanjSanja velikih tumorjev, dobro zniZanje poviSanega
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znotrajlobanjskega tlaka in izboljSanje nevroloske simptomatike. PovrSinske lezije so Se
posebej primerne za takSne vrste pristopov, prav tako pa tudi zilne lezije, pri katerih so
stereotakticne tehnike kontraindicirane (Hall 1998, 1749-1750). Mikronevrokirurski
instrumenti morajo biti vedno na voljo, operativni mikroskop pa ponuja najboljSo mozno
vidljivost med operacijo. V elokventnih predelih moZzganov lahko uporabljamo tudi
intraoperativno elektrofizioloSko spremljanje, da ¢im bolj omejimo potencialno kirursko
okvaro tkiva. Odstranjevanje tumorja z odprto kirurgijo bo podalo tudi informacije o obsegu
zajetnosti okoliSkih mozganskih struktur v tumor in pomagalo zmanjSati napake, ki lahko
nastanejo pri vzorcenju tkiva, s katerimi se soo¢amo na primer pri stereotakticnih biopsijah
(Asthagiri idr. 2007, 975-977). V primerih Zilne patologije odprta kirurgija ponuja dober
dostop do obolele zile ali mozganske zilne spremembe, pri poSkodbah mozganov pa
omogoca moznost dobre dekompresije mozganov in potencialne nekrektomije (Tatter 1999;
Asthagiri idr. 2007; Kvint idr. 2020, 1-3). Z odprtim dostopom je ve¢inoma lahko odvzetih
veliko vzorcev tkiva in tako tkivo lahko zaradi velike koli¢ine dobro uporabimo za izolacijo
celic, odstranimo nekroti¢ne predele in tako uporabo samo najprimernejse tkivne vzorce. S
tem pa dobimo optimalne moznosti za uspesno izolacijo celic (Gradisnik idr. 2020, 10;

Velnar idr. 2020).
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Slika 11: Odprta operacija nizkomalignega moZganskega tumorja. Izpostavljenost
moZganov pri takem odprtem pristopu je obSirna, preglednost dobra in tudi vzorci
tkiva so tukaj zajetni (A). MoZganski tumor je jasno viden na povrsini. Tumorsko tkivo
je bolj edematozno in rjavo belkaste barve (B). Resekcijska votlina po odstranitvi
tumorja. Drenazna Zila pod tumorjem je ostala na mestu, ker je bistvena za
vzdrZevanje normalne moZganske drenaze (C). Vse slike so bile posnete med rutinskimi

nevrokirurSkimi posegi v UKC Ljubljana z odobritvijo pacienta in Eti¢ne komisije

Vir: Roman Bosnjak, UKC Ljubljana 2021.

Tipi¢ni odprti nevrokirurski pristopi vkljucujejo ve¢ vrst kraniotomij ali trepanacij, ki jih
imenujemo po anatomskih znacilnostih. Najpogostej$e so pterionalna, bifrontalna, parietalna
kraniotomija, trepanacija za interhemisferi¢ni pristop in okcipitalna ter subokcipitalna
kraniotomija. Orbitozigomati¢ne in transsfenoidne pristope uporabljamo manj pogosto. Ti
omogocajo izboljSan dostop do lobanjske baze. Primerni so za zdravljenje lezij, ki so
locirane v obmocju orbite in sprednje lobanjske kotanje. Dekompresivna kraniektomija je
posebna oblika odprtega kirurSkega dostopa, ki jo uporabljamo za zdravljenje poviSanega
znotrajlobanskega tlaka, najpogosteje zaradi mozganskega edema razli¢nih etologij, ki ga ne
moremo zdraviti z ostalimi, nekirurSkimi ukrepi. Dekompresivna kraniektomija ponuja
dober dostop do moZzganskega tkiva in tako omogoca veliko izpostavljenost mozganskih
podrocij ter potencialno nekrektomijo v poSkodovanih regijah (Miller 1986, 135; Kvint idr.
2020, 4).

Kraniotomije pri operacijah kortikalnih in subkortikalnih moZzganskih tumorjev obicajno
vkljucujejo celotno tumorsko obmocje, ki se projicira na mozgansko skorjo. Do globokih
tumorjev je mogocCe dostopati prek manjsih kraniotomij, ker se intrakranialno operativno

polje poveca z narascajoco oddaljenostjo od povrSine mozganske skorje (Wang in Elder
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2020, 527-529). Pri operacijah takih lezij je delovni kanal skozi mozganski parenhim
potrebno vzdrzevati s spatulami pri tako imenovani dinamicni retrakciji, ko z ro¢nimi
instrumenti izmeni¢no odmikamo mozgansko tkivo med bimanalno manipulacijo tumorja.
Uporabljamo pa lahko tudi posebne samodrzalce (retraktorje) z navijali in lopaticami, Ki pa
tkivo ob delovnem kanalu bolj poskodujejo. To je potrebno posebej upostevati predvsem pri
operacijah globokih lezij, do katerih dostopamo skozi elokventne predele mozganske skorje.
Ce je le mogote, poskusimo transkortikalni pristop do globokih lezij nadomestiti s
transsulkalnim ali transfisurnim pristopom (Teo 2010, 583; Recinos idr. 2011). Elokventna
obmocja na povrsini mozganov in subkortikalne povezave (moZganski traktusi) lahko pred
operacijo prikazemo in preucujemo z uporabo magnetnoresonan¢nega slikanja z
difuzijskimi tenzorji (angl. diffusion-tensor magnetic resonance imaging), digitalno
traktografijo, funkcionalnim magnetnoresonancnim slikanjem (fMRI) in slikanjem z
magnetno resonanco visoke lo¢ljivosti (Asthagiri idr. 2007; Teo 2010, 583; Recinos idr.
2011, 516-117). Tako lahko dolo€imo ¢im bolj varno smer za kirurski delovni kanal (Teo

2010; Recinos idr. 2011, 517).

Stopnje kirurskih zapletov se pri odprtih kirurSkih pristopih gibljejo od 2 % do 9 %.
Operativna smrtnost je 1,5-odstotna, moznost za okuzbo rane 1,5-odstotna, mozZnost za
krvavitev med operacijo in takoj po operaciji pa je 4,5-odstotna. Ceprav se pri veéini
pacientov po operaciji zdravstveno stanje izboljSa, je kirurSka obolevnost pri resekciji
mozganskih tumorjev okrog 9 % (Fadul idr. 1988, 134-137; Ciric idr. 1990, 375-377). Ostali
pooperativni zdravstveni zapleti se lahko pojavijo pri 3 % do 9 % pacientov. Seveda imajo
tisti s hudimi poskodbam glave in z akutno zilno patologijo vecje tveganje za zaplete,
odvisno od klini¢nega stanja ob sprejemu in obsega moZzganskih okvar (Lacroix idr. 2001,

190).

2.5.2 Minimalna trepanacija ali kraniotomija v obliki kljucavnice

Kraniotomijo lahko izvedemo tudi z oblikovanjem zelo majhne odprtine lobanjske kosti ali
tako imenovanim pristopom v obliki kljucavnice (angl. key hole trepanation) (Reisch idr.
2003). To je modifikacija obi¢ajne kraniotomije in je koristna za zmanjSanje pooperativne
obolevnosti, povezane s kirurSkim pristopom, Se posebej pri zdravljenju primarnih
mozganskih tumorjev (Slika 12). V nasprotju s klasi¢nimi kraniotomijami so kraniotomije v

obliki klju¢avnice veliko manjSe od lezij, ki jih bomo operirali in ki se projicirajo na povrSino
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mozganov (lacoangeli idr. 2016). Pristopi skozi kraniotomije take oblike, kljub majhnemu
delu odstranjene lobanjske kosti, Se vedno omogocajo dobro oceno lokalne anatomije in so
uporabne predvsem za odstranjevanje globoko lezecih tumorjev. Ker se ob takem pristopu
na povrsini mozganov razkrije manj anatomije kot v primerjavi s klasi¢no kraniotomijo, je
obic¢ajno potrebno slikovno vodenje med operacijo z navigacijskimi napravami, kar prispeva

k visji operativni varnosti (Zamorano idr. 192, 116-118).

Slika 12: Minimalna trepanacija ali kraniotomija v obliki klju¢avnice, ki jo
najpogosteje uporabljamo pri operacijah primarnih moZganskih tumorjev, ki je
modifikacija obi¢ajne kraniotomije. Namestitev bolnika pred posegom in priprava
nevronavigacije za medoperativno vodenje. Ker je na povrsini vidnih manj anatomskih
znafilnosti, je slikovno vodenje zelo dobrodoslo. Uporaba nevronavigacije omogoca
poleg boljse kirurSke natancnosti, tudi jasno anatomsko beleZenje lokacije, od koder
so bili vzorci tkiva odvzeti (A). Uvajanje instrumentov za resekcijo tumorja skozi
kraniotomijo v obliki klju¢avnice. Z uporabo te tehnike je obolevnost, povezana s

kirur$kim pristopom, manj$a, prav tako pa tudi stopnja zapletov po operaciji

Vir: Roman Bosnjak, UKC Ljubljana 2021.

Socasna uporaba endoskopa lahko izboljSa obseg resekcije z dostopom do preostalega
tumorja v robnih delih resekcijske votline, kar je z uporabo operativnega mikroskopa vcasih
tezje izvedljivo (lacoangeli idr. 2016, 180-181). Nevronavigacijo lahko uporabimo kot
dodatek za nacrtovanje najbolj optimalne kirurSke poti do lezije. V pomo¢ sta tudi
intraoperativni ultrazvok ali intraoperativno slikanje z magnetno resonanco (MR), kadar sta

ti preiskavi na razpolago (Schaller idr. 1997; Renfrow idr. 2017). Nevronavigacijo lahko v
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nujnih primerih izpustimo, zlasti kadar ¢as, potreben za pripravo posega, podaljSa operacijo.
Kot pri odprtih operacijah, je tudi pri kraniotomijah v obliki kljuCavnice na razpolago veliko
tkiva za nadaljnjo uporabo in vitro, predvsem pri makroskopskih resekcijah. Dejavniki, Ki
vplivajo na koli¢ino tkiva in njegovo razpolozljivost za uporabo v laboratoriju, vkljucujejo
dostopnost do lezije, njeno lokacijo in lastnosti lezije (Zilna mreZa, konsistenca, velikost in
Stevilo nerkoz, razporejenost vitalnega tkiva ...) (Reisch idr. 2003, 267; Reisch idr. 2009,
163-164).

Kraniotomije v obliki kljucavnice so poleg resekcije primarnih in sekundarnih mozganskih
tumorjev ucinkovite in varne tudi za izvedbo biopsij. Zaradi majhne povrSine izpostavljene
mozganske skorje in posledicno omejene dostopnosti, pa niso primerne za kirurSko
zdravljenje poskodb mozganov in mozganskega edema (Reisch idr. 2003, 266-267;
lacoangeli idr. 2016, 183).

2.5.3 Operacije z nevroendoportom

Nevroendoport je operacijski retraktorski sistem v obliki valja ali cevi, ki ga uporabljamo
kot koridor do globoko leze¢ih mozganskih lezij (Slika 13). Omogoca bimanualno operacijo
z mikrokirurs§kimi instrumenti pod endoskopsko ali mikroskopsko kontrolo (Engh idr.
2010). Nevroendoport je Se posebej uporaben za dostope do globokih moZganskih lezij, ki
se nahajajo v mozganskih prekatih in v bazalnih cisternah, v zadnjem delu talamusa,
bazalnih ganglijih in pulvinarju. Pred uporabo nevroendoporta so bile taksne globoke lezije
dosegljive le s stereotakti¢no igelno biopsijo ali z uporabo pasivnih reaktorskih sistemov in
nevronavigacije (Rosenorn in Diemer 1982, 826). Kljub temu, da pasivni reaktorji
omogocajo dobro vizualizacijo operativnega polja, lahko njihove lopatke v nasprotju z
nevroendoportom povzroc€ijo pritisk na mozganski parenhim, kar ima za posledico krvavitev
in ishemijo zaradi Zilnih poskodb (Greenfield idr. 2008, 334-335). Prednost nevroendoporta
je namre¢ bolj enakomerno porazdeljen pritisk na stene operativnega kanala, kar zmanjSa
poskodbe tkiva, ki jo sicer povzrocajo pasivni retraktorji (Engh idr. 2010). Sodobni
nevronavigacijski sistemi in razline vrste diagnosti¢nih preiskav pred operacijo, ki jih
uporabljamo za nacrtovanje operativnega pristopa, so v veliki meri izboljSali natancnost

zdravljenja globokih mozganskih lezij in tudi operativno varnost (Ogura idr. 2006).
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Slika 13: Nevroendoport je namescen za uporabo. Nevroendoport je cevast koridor do
globokih moZganskih lezij skozi moZgansko tkivo. Instrumenta, bipolarna pinceta in
aspirator, nato uvedemo skozi nevroendoport v smeri lezije, pri ¢emer je moZna
vizualizacija skozi operacijski mikroskop (A). Uporabimo lahko tudi endoskop, ki je
na tej sliki vstavljen skozi razsirljivi nevroendoport. Sledijo ostali nevrokirurski
instrumenti (B). Resekcija intraventrikularnega tumorja skozi razSirljivi

nevroendoport. Pus¢ice oznacujejo spodnji rob koridorja nevroendoporta (C)
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palete razlicne moZzganske patologije, od tumorjev do infekcijskih obolenj in krvavitev.
Najpogosteje nevroendoporte uporabljamo pri resekciji globoko lezecih lezij, kot so
glioblastomi, astrocitomi, gangliogliomi, nevrocitomi, papilomi in ependimomi,
intraventrikularni meningiomi, moZganski abscesi, kavernozni angiomi, intraparenhimski
hematomi, za dostop do mozganskih prekatov pri zdravljenju masivnega hematocefalusa,
pri operacijah metastaz in arteriovenskih malformacij v horoidnem pletezu (Kassam idr.
2009; Romano idr. 2009). NajnovejSe raziskave so pokazale, da je minimalno invazivna
endoskopsko vodena operacija skozi nevroendoport u¢inkovita in varna (Kassam idr. 2009,
122; Margetis in Souweidane 2013, 4). Tkivni vzorci, ki jih dobimo pri teh vrstah operacij,
so navadno dobro ohranjeni in dokaj veliki, tako pri kombiniranih operacijah z
nevroendoportom, kjer uporabljamo operativni mikroskop ali endoskop, kot pri posegih z
odprto kirurgijo ali pri kraniotomijah v obliki klju¢avnice. Tako je na razpolago zadostna
koli¢ina tkiva za izolacijo celic. Take tkivne vzorce lahko pregledamo, odstranimo
nekroti¢ne in kontaminirane dele ter tiste, ki vsebujejo veliko Stevilo eritrocitov, saj ti motijo
proces izolacije. Najbolj primerne vzorce nato uporabimo v nadaljnjih postopkih izolacije
(Ogura idr. 2006, 784; Hojat idr. 2019, 66).
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2.5.4 Stereotakti¢na igelna biopsija

Stereotakti¢na igelna biopsija je razmeroma nova tehnika, ki je bila prvi¢ uvedena v klini¢no
prakso v sedemdesetih letih (Gildenberg 2013). Cilj posega je natan¢na lokalizacija tarce.
Navadno je to zelo majhno obmogje ali prostornina v mozganih, od koder s pomocjo vnaprej
dolo¢enega minimalno invazivnega pristopa odvzamemo tkivo za diagnozo. Tarc¢o dolo¢imo
s pomocjo referenénega sistema, ki je sestavljen iz razlicnih ekstra- in intrakranialnih
oznacevalcev (markerjev) (Nashold 1970, 91-92). Stereotakti¢no biopsijo lahko izvedemo s
pomocjo stereotakticnega okvirja, ki deluje kot zunanje, ekstrakranialno referenéno obmocje
in koordinatni sistem, ali pa brez okvirja (Slika 14). Kadar uporabljamo stereotakti¢no
tehniko z referen¢nim okvirjem, je potrebna predoperativna racunalniska tomografija (CT)
ali magnetna resonanca, saj moramo za nacrtovanje ustrezne trajektorije do lezije slike
zdruziti in dolociti referencne tocke, na osnovi katerih bomo med posegom nacrtovali
ustrezen pristop (Nashold 1970, 92; Gildenberg in Labuz 2006, 651-653). V zadnjih letih
postajajo vse bolj priljubljeni stereotakti¢ni sistemi brez okvirjev (slikovno vodene igelne
biopsije), ker je njihova uporaba bolj enostavna in hitra, potrebno pa je le eno predoperativno
slikanje, obiajno z magnetno resonanco. RacunalniSko generiran tridimenzionalni model
pacientove glave in mozganov (pridobljen iz slik magnetne resonance in racunalniSke
tomografije) dolo¢imo na dejanskem poloZaju pacientove glave s povrSinsko registracijo
orbito-nazo-frontalnega obmocja, kadar je pacient Ze nameSéen v splo$no anestezijo. Do
nekaterih globoko lezec€ih lezij moZganskega debla in zadnje kotanje pa je mogoce natan¢no
in varno dostopati le s stereotakti¢nimi sistemi, ki temeljijo na namestitvi okvirja (Nashold
1970, 92; Maciunas idr. 1994, 682; Bullard in Nashold 1995, 27; Gildenberg in Labuz 2006,
655-658).
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Slika 14: Stereotakti¢na biopsija s pomocjo sterotakticnega okvirja za operacije
globokih moZganskih lezij. Viden je stereotakti¢ni lok s pritrjenim vodilom za uvajanje
biopsijske igle (A). Uvajanje biopsijske igle (B). Stereotakti¢na biopsija brez okvirja.
Biopsijsko trajektorijo med postopkom namescanja vodila za uvajanje biopsijske igle
prilagajamo glede na nevronavigacijsko podprto nacrtovanje dostopa do tarce (lezije)
(C). Biopsijska igla za stereotakti¢no biopsijo brez okvirja in prilagajanje dolZine

biopsijske igle (D)

Vir: Roman Bosnjak in Tomaz Velnar, UKC Ljubljana 2021.

Stereotakti¢na biopsija lahko zagotovi natan¢no patoloSko diagnozo s ciljno natan¢nostjo od
2 mm do 4 mm. Diagnosti¢na natan¢nost je visoka in se giblje med 70 % in 93 % (Maciunas
idr. 1992, 106; Maciunas idr. 1994, 688). Diagnosti¢no natan¢nost lahko Se povec¢amo z
intraoperativno uporabo fluoresceina, ki poveca diagnosti¢ni donos in izboljSa operativno

varnost. Nevrolosko intakten pacient z majhno, globoko locirano solitarno lezijo ali z ve¢
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lezijami z minimalnim masnim u¢inkom je dober kandidat za tak$no vrsto zdravljenja. Prav
tako so primerni pacienti s cisti¢nimi tumorji, ki jih je ¢isto mogoce izprazniti z aspiracijo
skozi stereotakti¢no iglo in s tem zmanjSati pritisk na okoliSko moZzganovino ter tako
znotrajlobanjski tlak. Mocno vaskularne lezije zaradi visoke nevarnosti krvavitve niso
primerne za stereotakti¢no biopsijo. Poudariti je potrebno, da stereotakti¢no igelno biopsijo
lahko uporabljamo izklju¢no za tumorje in druge nevrodegenerativne lezije in je to bolj
diagnosticen postopek, kot pa postopek zdravljenja (Heilbrun idr. 1992, 96-97; Shams idr.
1996, 177-178; Pennlund idr. 2021, 2-3). Smrtnost se giblje okoli 2 %, kirurskih zapletov pa
je okoli 3 % (Plunkett idr. 1999, 119). Tu so vzorci odvzetega tkiva majhni, obi¢ajno merijo
priblizno 1 mm v Sirino in 2 mm ali 3 mm v dolzino in so v¢asih mo¢no kontaminirani s
krvjo. Velikost in sestava tkivnih vzorcev imata pomembno vlogo pri izolaciji celic, saj
lahko vplivata na §tevilo in znacilnosti rasti izoliranih celic. Ra¢unati moramo tudi na napake
pri vzorcenju zaradi heterogenosti tkiva, predvsem pri vzorcenju vecjih lezij (Kepes 1994,

19; Plunkett idr. 1999, 117).

2.5.5 Nevroendoskopski posegi

Pri nevroendoskopiji uporabljamo endoskop za zdravljenje raznolike patologije centralnega
zivénega sistema (Slika 15) (Abbott 2004; Decq idr. 2013). Ta tehnika sega v zacetek 20.
stoletja in se je do danes mocno razvila. Sprva so bili nevroendoskopski postopki omejeni
na prekate (ventrikulostomija). Danes navigirano nevroendoskopijo uporabljamo za
zdravljenje Stevilnih znotrajlobanjskih patoloskih sprememb znotraj in zunaj prekatov, pri
endoskopski suturektomiji za zdravljene skafocefalije, za implantacijo radioaktivnih
vsadkov pri brahiterapiji in kot dodatek standardnim operativnim tehnikam, kjer pretezno
uporabljamo operativni mikroskop (Romano idr. 2009; Decq idr. 2013; D'Angelo idr. 2020,
518).
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Slika 15: Nevroendoskopija. Nevroendokoskop je potrebno najprej umeriti, to pomeni,
da ga zdruzimo z nevronavigacijskim sistemom (A). Med posegom na monitorju
opazujemo Kkirur$ko polje. Natancen poloZaj konice endoskopa na sliki kaZe drugi
monitor, Ki je povezan z nevronavigacijskim sistemom (B). Popoln nevroendoskopski
poseg z endoskopom z dvema delovnima kanaloma (C). Pogled skozi nevroendoskop

med resekcijo tumorja (D)

Vir: Roman Bos$njak in TomaZz Velnar, UKC Ljubljana 2021.

Nevroendoskopija je ena od minimalno invazivnih tehnik, katere cilj je zmanjsati
mozgansko poskodbo, povezano z operativnim pristopom, in izboljSati vizualizacijo tkiva z
bolj intenzivno povecavo in osvetlitvijo (Yokoh idr. 1983, 919; Decq idr. 2013). Kozna rana,

Kraniotomija in izpostavljenost mozganov so pri tem posegu minimalni, prav tako pa tudi
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premik moZzganskih mas, do katerega velikokrat pride med posegom. Tehni¢no lo¢imo dva
nacina izvajanja nevroendoskopskih operacij: popolne endoskopske posege in endoskopsko
asistirane posege. Popolno endoskopsko operacijo lahko uéinkovito uporabljamo pri
zdravljenju ventrikularnih obolenj (Perneczky in Fries 1998, 224-226; Fries in Perneczky
1999, 32-35). Tukaj je dostop omogocen preko delovnih kanalov nevroendoskopa, obicajno
sta to dva ali eden. IstoCasna uporaba dveh instrumentov omogoca tudi nekaj manipulacije
s tkivom med operacijo. Nasprotno pa pri endoskopsko asistiranih operacijah endoskop
uporabljamo le kot pripomocek za dober prikaz tkiva in operativne votline, kar v tem primeru
nadomesca operativni mikroskop. Instrumenti so pri endoskopsko asistiranih operacijah
namesceni ob strani endoskopa, kar omogoca dvoro¢no delo s kirurSkimi instrumenti z
mikrokirursko tehniko (Fries in Perneczky 1999, 30; Teo 2000, 516-517). Nevroendoskopijo
lahko izvedemo skozi klasi¢no trepanacijo, navadno skozi vrtino v lobanjski kosti ali skozi
kraniotomijo v obliki kljucavnice, lahko pa tudi skozi nevroendoport. Kot dodatek velikokrat
uporabljamo nevronavigacijo, saj ta omogoca izbiro optimalnega polozaja vrtine ali
kraniotomije in uvajanja nevroendoporta ter izbiro najvarnejSega pristopa do lezije, s ¢imer
zmanjSamo tveganje za poskodbe vitalnih struktur (Harris idr. 2005; Romano idr. 2009, 314-
315). Poleg tega lahko pri nevrokirurskih posegih endoskop uporabljamo tudi kot dodatek h
klasi¢éni mikroskopski kirurgiji za koncni pregled resekcijske votline, saj nevroendoskop
omogoca tudi prikaz mrtvih kotov, ki jih v€asih pri uporabi operativnega mikroskopa ni
mogoce pregledati (Wilson idr. 2014, 254; D'Angelo idr. 2020, 518). VVzorci tkiv, pridobljeni
med nevroendoskopijo, se razlikujejo po velikosti, odvisno od vrste nevroendoskopske
metode, torej od popolnega endoskopskega posega ali endoskopsko asistiranega posega.
Tisti, pridobljeni z endoskopsko asistirano tehniko, so bolje ohranjeni in veéji, saj morajo
biti delci tkiva, odvzeti med popolnim endoskopskim posegom, primerni za instrumente, ki
drsijo skozi tesen nevroendoskopski delovni kanal. Zaradi tega so majhni, tkivo pa je pogost
stisnjeno ali zdrobljeno. To lahko vcasih ovira uspesno izolacijo celic zaradi vecjega Stevila
nekroti¢nih arealov in krvavitev (Teo 2000, 520-522; Wilson idr. 2014, 249-254; Stachura
idr. 2019, 109-112).

Vrsta nevrokirur§kega pristopa je odvisna od Stevilnih dejavnikov, povezanih s pacientom,
znacilnostmi tumorja in tehni¢nimi zmoznostmi. Z raziskovalnega vidika vse to vpliva na
kakovost odvzetega tkiva, kar pa ni pomembno le za kon¢no diagnozo in nadaljnje moznosti

zdravljenja, ampak tudi za nove raziskovalne moznosti. Novi tehnoloSki dosezki v
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nevrokirurgiji poleg boljSih moznosti zdravljenja poenostavljajo tudi vzorcenje Zivénega
tkiva. Omogocajo odvzeme tkivnih vzorcev z razli¢nih lokacij, z vse ve¢jo natancnostjo,
boljso integriteto in vecjo koli¢ino tkiva. Ker je ustreznost tkivnega vzorca osnova za vse
nadaljnje postopke v pogojih in vitro, je celovitost in stanje odvzetega tkiva osnova za

izolacijo celic.

2.6 Ocena dosedanjih raziskav o izolacijah astrocitov

Astrociti ze dolgo ¢asa veljajo za strukturne in podporne celice ziv¢evja, ki §€itijo nevrone
in podpirajo njihovo delovanje (Oberheim idr. 2009, 3283; Chaboub in Daneen 2012, 380).
Koncept, da bi lahko motnje v delovanju astrocitov sprozile mehanizme, ki bi povzrocili
patoloske spremembe v centralnem zivénem sistemu in prispevali k pojavu klini¢nih
simptomov, na splosno v raziskovalni in klini¢ni praksi veliko ¢asa ni bil upostevan. Razvil
se je Sele v zadnjih desetletjih in zato postajajo poskusi novih tehnik njihove izolacije in
proucevanje delovanja astrocitov vV pogojih in vitro vse bolj pomembni (Oberheim idr. 20009,
32843-3287; Chaboub in Daneen 2012, 379).

Znano pa je, da sta izolacija in gojenje astrocitov v celicni kulturi zapletena. Do sedaj je bilo
to deloma posledica pomanjkanja laboratorijskih tehnik za preucevanje njihovih fizioloskih
procesov Vv pogojih in vitro. Zaradi tega je bilo tudi razumevanje njihove biologije veliko
casa otezeno (Foo idr. 2011, 799). V zadnjem casu pa se je znanje o oblikah astrocitov,
njihovem delovanju, interakcijah, vlogah in funkciji v zdravih in patoloskih razmerah moc¢no
povecalo. Danes veljajo te celice za zelo heterogeno skupino, ki imajo razli¢ne in pomembne
funkcije, tako v normalnih funkcijah centralnega Ziv€evja kot v bolezenskih stanjih
(Montgomery 1994, 145; Hansson 1998, 942-944; Sofroniew 2005, 400). Ta koncept
astrocitne heterogenosti je dandanes kljuénega pomena pri preu€evanju njihovih vlog in
reakcij na zdravje in bolezni (Montgomery 1994, 145; Hansson 1998, 942; Jack idr. 2015,
512; Wyss-Coray 2016, 180). Kljub vsemu napredku pa je razumevanje delovanja
astrocitov, njihovega razvoja, funkcije in signalnih interakcij z drugimi vrstami celic zaradi
kompleksnosti Se vedno le ena od zacetnih stopenj (Araque idr. 1999, 699-700; Sofroniew
2005, 400; Khakh in Sofroniew 2015, 942-943; Shandra in Robel 2019, 234). Zaradi svoje
kompleksnosti astrociti tako postajajo vse bolj pomembni za S$tudije fizioloSkih in
patofizioloskih procesov v pogojih in vitro (Sharif idr. 2006; Nimmerjahn 2009, 1639; Sharif
in Prevot 2012, 137; Wyss-Coray 2016, 180). Doslej je bilo objavljenih ve¢ raziskav na
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poskusnih zivalih in na astrocitih, izoliranih iz zivalskih tkiv, ki jih v eksperimentalni praksi
najvec¢ uporabljamo, saj so relativno lahko dosegljivi in jih je mogoce do dolo¢ene mere tudi
vzdrzevati v celi¢nih kulturah. Nasprotno pa je v literaturi zelo malo porocil o izolaciji
¢loveskih astrocitov (Sharif in Prevot 2012, 137; Wyss-Coray 2016, 180; Li idr. 2019, 664-
667; Kwon in Koh 2020, 3-5). Znano je, da astrocitne kulture najpogosteje izolirajo iz
mozganov glodalcev, kar je tudi bilo poglavitnega pomena za razkritje njihovih funkcij.
Posledicno je veliko raziskav na teh celicah temeljilo na zivalskih celi¢nih kulturah, kar pa
je osnova proucevanja Se danes (Sharif idr. 2006; Nimmerjahn 2009, 1639-1640; Khakh in
Sofroniew 2015, 942-943).

Kljub uporabnosti celi¢nih kultur glodalcev in deloma tudi ostalih Zivalskih vrst, pa teh
zivalskih modelov zaradi pomembnih razlik med astrociti zivali in ¢loveka ni mogoce
neposredno uporabiti za raziskovanje podobnih procesov pri ¢loveku. Obstoj medvrstnih
razlik zahteva previdnost pri interpretaciji rezultatov poskusov na Zivalskih in ¢loveskih
astrocitih (Oberheim idr. 2009, 3277; John 2012, 401-402). V primerjavi z zivalskimi modeli
se Cloveski astrociti, izolirani iz moZganske skorje odraslih darovalcev, razlikujejo glede na
raznolikost, kompleksnost, velikost in funkcije (Araque idr. 1999, 670; Shandra in Rober
2019). Zaradi tega je za Studij patofizioloSkih mehanizmov pri ljudeh bolj primerna in
zazelena kultura €loveskih astrocitov, ki jih lahko pridobimo iz neonatalnih tkiv ali pa od
odraslih darovalcev (Nakegawa in Schwartz 2004, 203; Chaboub in Deneen 2012, 379-380;
Duong idr. 2021, 2-5).

Ceprav lahko morfologijo in funkcijo astrocitov preudujemo tudi v poskusih in vivo, pa je
kultura astrocitov in vitro zelo pomembna (Chew idr. 2014). Za taksne vrste proucevanja so
potrebne metode, ki omogocajo neposredno izolacijo celic iz tkiva in njihovo gojenje v
kulturi (Sofroniew 2005, 401-405; Chew idr. 2014). Glavne prednosti kulture astrocitov
vkljucujejo moznost izvajanja biokemijskih analiz v dobro in natan¢no nadzorovanem
eksperimentalnem celicnem okolju, zmanj$ano kompleksnost celic in njihovih interakcij v
primerjavi s celimi moZgani, moznost manipulacije ekspresije genov in izvajanje
elektrofizioloskih raziskav (Sofroniew 2005, 401-405). Poleg tega so astrociti, ki so bili
izolirani iz razlicnih mozganskih regij in gojeni v celi¢ni kulturi tudi heterogeni v izrazanju
imunoreaktivnih povrSinskih celi¢nih oznacevalcev, citokinov in kemokinov ter se med
seboj razlikujejo po morfologiji. Zato je bolj premerno in smotrno, da te celice proucujemo

lo¢eno od ostalih celic in njihovih medsebojnih povezav, to pomeni izolirano v pogojih in
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vitro (Nakagawa in Schwartz 2004, 203; Sofroniew 2005, 403; John 2012, 402; de Majo idr.
2020, 2).

Vir c¢loveskih astrocitov je v raziskovalni praksi dostopen iz dveh izvorov. Enega
predstavljajo mozgani novorojenckov, ki so vir za fetalne ali neonatalne astrocite. Drugi
izvor predstavljajo odrasli darovalci, ki so vir odraslih astrocitov (Sharif in Prevot 2012,
138). Oboji imajo svoje prednosti in slabosti, ki jih moramo upoStevati v eksperimentalni
praksi. Za oboje pa velja, da jih je tezavno izolirati in gojiti v kulturi (Hansson 1988, 370;
Sharif in Prevot 2012, 138). Kulture neonatalnih astrocitov na zacetku zelo hitro rastejo in
se razmnozujejo. Po Stirih do Sestih mesecih rasti v celi¢ni kulturi pa zacnejo kazati znake
celi¢ne senescence, kar je sicer za tako vrsto celic razmeroma pozno. Astrociti, ki so izolirani
iz mozganov odraslih darovalcev, pa imajo nasprotno zelo omejeno proliferativno aktivnost.
V kulturi ne rastejo dolgo in jih tudi ni mogoce enostavno subkultivirati. Zaradi tega imajo
te kulture omejeno uporabnost (Sofoniew 2005; Sharif in Prevot 2012, 137-138). So pa ti
astrociti prirocne in koristne celice za vkljucitev v celiéne modele za eksperimentiranje,
zlasti pri proucevanju nevrodegenerativnih bolezni, saj njihovih patofizioloskih
mehanizmov ni mogoce preucevati na kulturi celic, izoliranih iz tkiva novorojenckov. V
primerjavi z neonatalnimi astrociti pa odrasli astrociti izrazajo tudi ve¢ razli¢nih genov in
presnovnih encimov, kar jim daje druga¢ne znacilnosti, tako in vivo kot in vitro
(Montgomery 1994, 145-146; Lee idr. 2008, 13121-13122; Foo idr. 2011, 781; Kettenmann
in Verhatsky 2011, 588; Espay idr. 2018, 802).

Fetalne ali neonatalne astrocite lahko dobimo iz moZganskega tkiva plodov med devetim in
22 tednom starosti, odvzetega po abortusih (John 2012, 404; Sharif in Prevot 2012, 138).
Ker takSnih posegov ni veliko, se postavlja vprasanje dostopnosti tkiva. Tudi Cas za
optimalen odvzem tkiv je pri teh posegih problemati¢en. Da bi lahko ¢im bolj upocasnili
nekrobioticne procese v odvzetem tkivu in s tem zmanjSali Stevilo nekroticnih in
apoptoti¢nih celic, mora biti sodelovanje med klini¢nim oddelkom in celi¢énim laboratorijem
dobro in usklajeno. Poleg tega vsi neonatalni darovalci niso primerni za odvzem tkiva za
celi¢no izolacijo (Hansson 1988, 370-392; Kimelberg 2004, 193; Wyss-Coray 2016, 180-
182). Po podatkih iz literature je primerno le tkivo plodov, zbranih po vakuumskih
aspiracijah. Pri medikamentozno opravljenih abortusih pa tkivo ni primerno za celi¢ne
izolacije, saj lahko farmacevtska sredstva, ki se uporabljajo za fetalno smrt, vplivajo na

sposobnost prezivetja celic in s tem zmanj$ajo moznosti za uspesSno vzpostavitev primarne
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celi¢ne kulture (Sharif idr. 2006, 4076; John 2012, 402; Sharif in Prevot 2012, 138). Poleg
tega dejavniki, ki lahko vplivajo na izolacijo astrocitov in povecajo variabilnost od primera
do primera, vkljuCujejo razlina stanja mozganskega tkiva neonatalnih darovalcev in
starostne razlike pri neonatalnih darovalcih, saj starost ploda morda nikoli ne bo popolnoma
natancna in se bo spreminjala v razponu od enega do dveh tednov. Prevoz v laboratorij se
lahko razlikuje in je obi¢ajno daljsi pri vzorcih mozganov, odvzetih po abortusih. V teh
primerih je ¢as prenosa v laboratorij obicajno manj kot dve uri. Po drugi strani pa je pri
odraslih tkivo obic¢ajno bolj stabilno, saj ga jemljemo med biopsijami in v laboratorij pride

veliko hitreje, kar omogoca boljse izhodisce za izolacijske postopke (Jakocevski idr. 2009;

Rustenhoven idr. 2016).

Astrociti novorojenc¢kov se tudi razlikujejo od astrocitov odraslih, saj je diferenciacija
neonatalnih astrocitov lahko nepopolna zaradi pomanjkanja normalnih celi¢nih signalov za
diferenciacijo, ki jih spros¢ajo zrele celice (Giffard in Ouyang 2009; Sharif in Prevot 2012,
138). Poleg tega imajo neonatalni astrociti razli¢ne lastnosti pri izraZzanju genov in veljajo
za bolj aktivirane v primerjavi z odraslimi (Nakagawa in Schwartz 2004, 203). Stevilo
genov, izrazenih v gojenih odraslih astrocitih in v neonatalnih astrocitih, je primerljivo,
vendar obstajajo velike razlike v genskih razredih. Odrasli astrociti tako izraZajo ve¢ genov
za proteaze in zaviralce proteaz v primerjavi z neonatalnimi. V odraslih astrocitih je aktivnih
tudi ve¢ genov presnovnih encimov, kar kaZze na vecjo stopnjo presnovne aktivnosti.
Nasprotno pa astrociti novorojenckov izrazajo bolj aktivne gene, tiste, ki so pomembni za
vezavo DNA, apoptozo, uravnavanje celi¢nega cikla, adhezijo celic, izdelavo citoskeleta in
zunajceli¢nega matriksa ter gene za prenos signalov. Ugotovljeno je bilo, da samo astrociti
v postnatalnih mozganih izrazajo gen za glialni fibrilarni kisli protein (GFAP) (Wu idr. 1998;
Nakagawa in Schwartz 2004, 203; Chew idr. 2014). Te razlike so Se posebej pomembne pri
uporabi astrocitnih celicnih kultur za preucevanje nevrodegenerativnih bolezni.
Eksperimentalnih rezultatov iz astrocitov novorojenckov zato ni mogoce prenesti
neposredno na odrasle in prav tukaj vidimo superiornost kulture odraslih astrocitov pri
preucevanju nevrodegenerativnih obolenj. Za raziskave patofiziologije odraslih so tako bolj
primerne celiéne kulture odraslih astrocitov (Kimelberg 2004; Obeheim idr. 2009;
Sofroniew in Vinters 2010; Chaboub in Deneen 2012; Sharif in Prevot 2012, 138).

Po drugi strani pa je tkivo za izolacijo odraslih astrocitov v primerjavi z mozgani

novorojenckov veliko lazje dostopno (Kimelberg 2004; Lee idr. 2008, 13117-13118; Sharif
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in Prevot 2012, 138). Na voljo je veliko ve¢ kirurSkih posegov, pri katerih lahko odvzamemo
tkivo za izolacijo, navadno med odprto resekcijo ali pri razlicnih vrstah biopsij.
Najpogostejsi viri mozganskega tkiva odraslih izvirajo iz mozganske skorje pri operacijah
mozganskih tumorjev, pri kirurSkem zdravljenju mozganskih poskodb, epilepsije ali
vaskularne patologije. Pri globoko leZze¢ih mozganskih lezijah lahko z biopsijami dostopamo
do globokih moZzganskih struktur. To je pomembno, saj se tudi astrociti iz razli¢nih regij
mozganov med seboj razlikujejo, zato je pomembno, iz katerih regij mozganov so bili
izolirani (Kimelberg 2004; Lee idr. 2008, 13117-13118; Jack idr. 2015, 512; Khakh in
Sofroniew 2015, 942-944; Wyss-Coray 2016, 180-182). Vsi ti tkivni vzorci, ki jih bomo
uporabili za izolacijske postopke, predstavljajo odvecno mozgansko tkivo, ki ne bo
uporabljeno za patohistoloske preiskave, in ga navadno v klini¢ni praksi po predpisanih
protokolih ustrezno odstranimo (Lee idr. 2008, 13118-13119; Sharif in Prevot 2012, 139;
Khakh in Sofroniew 2015, 944-950).

Na podrocju izolacije odraslih astroctov je publikacij malo in zato obstaja Se veliko
raziskovalnih moznosti. Po nasem vedenju do sedaj Se ni bilo opisanega protokola izolacije
astrocitov iz tkiva odraslega darovalca, pridobljenega po nevrotravmi in Zilnih operacijah.
Zato je namen raziskave razviti tehniko celi¢ne izolacije, s katero bi lahko vzpostavili
uporabno ¢lovesko astrocitno celi¢no kulturo, ki bo bolj$a od dosedanjih fetalnih in Zivalskih
celi¢nih kultur. Tako izolirani astrociti bodo predstavljali osnovo funkcionalnega celi¢nega
modela za prouc¢evanje nevrodegenerativnih obolenj v pogojih in vitro. Uporabni pa bodo
tudi pri ostalih celi¢nih raziskavah, ki bodo vkljucevale astrocite in prouc¢evanje njihovih
interakcij z ostalimi celicami centralnega zivéevja v funkcionalnih celicnih modelih. Nov
prispevek raziskave je torej uspeSna izolacija astrocitov odraslih darovalcev in njihovo
gojenje v celi¢ni kulturi, ki bo uporabna kot funkcionalni celi¢ni model za proucevanje

nevrodegenerativnih bolezni.

Izoliranim odraslim c¢loveskim astrocitom smo dali ime MFUM-Astro-1. Pravila
poimenovanja izoliranih celic namre¢ doloc¢ajo, da je v imenu oznacba institucije, kjer so
bile celice izolirane, sledi ime celic in Stevilska oznacba izolacije. V nasem primeru so to
celice, ki so bile izolirane na Medicinski fakulteti Univerze v Mariboru, astrociti so oznaka

za vrsto izoliranih celic, Stevilka 1 pa dolo¢a oznacbo uspesne izolacijske procedure.

68



3 EMPIRICNI DEL

3.1 Namen in cilji raziskovanja

Namen doktorske disertacije je bil vzpostaviti nov, preprost, u¢inkovit in ponovljiv protokol
za izolacijo in gojenje visoko obogatene primarne kulture astrocitov, pridobljene iz
mozganskega tkiva odraslih darovalcev po nevrotravmi in po vaskularnih operacijah, kar je
novost na tem podrocju. Glede na pregled razpolozljive literature je tak$na celi¢na kultura

astrocitov prva iz regije mozganov, od koder smo vzorec odvzeli.
Cilji raziskave so bili:

- iz kortikalnih in subkortikalnih regij neokorteksa starejsih darovalcev izolirati celicno

kulturo astrocitov,
- v laboratorijskih pogojih gojiti celi¢no kulturo astrocitov in jo subkultivirati,

- preveriti ustreznost fenotipa celi¢ne kulture astrocitov z imunocitokemi¢nimi metodami za
izrazanje specifi¢nih astrocitnih oznacevalcev: glialni fibrilarni Kisli protein (GFAP),

glutamat-aspartatni transporter (GLAST) in protein S100B,

- ugotoviti morfolosko primernost izoliranih astrocitov s fluorescen¢nim barvanjem

aktinskega citoskeleta,

- vzpostaviti celi¢no kulturo kot osnovo za funkcionalni celiéni model za proucevanje

nevrodegenerativnih bolezni.

3.2 Raziskovalna hipoteza

V laboratoriju bomo razvili hiter, uporaben, enostaven in ponovljiv laboratorijski protokol
za izolacijo obogatene primarne kulture ¢loveskih astrocitov za izdelavo celicnega modela

za proucevanje nevrodegenerativnih bolezni.

3.3 Raziskovalna metodologija

V teoreticnem delu doktorske disertacije smo uporabili deskriptivno metodo raziskovanja s

sistemati¢nim pregledom literature, kjer smo opisali funkcije astrocitov, dosedanje raziskave
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na tem podrocju in pomen astrocitov pri delovanju centralnega zivcevja v fizioloskih in
patoloskih razmerah. Predstavili smo tudi tehnike izolacije teh celic, njihove interakcije z
ostalimi nevroglialnimi celicami ter nevroni, kirurS§ke tehnike in metode za odvzem
mozganskega tkiva in izolacijske postopke za vzpostavitev astrocitne celi¢ne kulture. Pri
tem smo uporabili tujo in slovensko relevantno literaturo. Proucili smo znanstvene in
strokovne vire, dostopne v podatkovnih zbirkah PubMed, Researchgate in ScienceDirect, ter
v Digitalni knjiznici Slovenije, knjiznici Medicinske fakultete v Ljubljani in Medicinske
fakultete v Mariboru.

V raziskovalnem delu smo uporabili eksperimentalno metodo raziskovanja. V pogojih in
vitro smo razvili izolacijski postopek za vzpostavitev celi¢ne kulture astrocitov odraslih
darovalcev, ki bi bili primerni za eksperimentalno uporabo v funkcionalnih celi¢nih modelih
pri prouc¢evanju nevrodegenerativnih obolenj. Vzorce mozganskega tkiva smo dobili pri
nevrokirurskih posegih, ki so bili opravljeni v Univerzitetnih klini€nih centrih v Ljubljani in
Mariboru. Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko 2. 3.
2021, stevilka 0120-565/2020/5.

Raziskovalna aktivnost je potekala v skladu z uveljavljenimi eti¢nimi naceli raziskovanja s
celiénimi kulturami in s privoljenjem sodelujocih darovalcev tkivnih vzorcev ter lececih
kirurgov. Testiranje smo izvedli v laboratoriju InStituta za biomedicinske vede na
Medicinski fakulteti v Mariboru. Standard, ki ureja delo in testiranje na celi¢nih kulturah ter
preizkusanje bioloSke kompatibilnosti je dolocen pod kodo ISO 10993-1:2009 in v skladu z
njim so bila tudi izvedena vsa testiranja na Institutu za biomedicinske vede na Medicinski

fakulteti v Mariboru.

3.3.1 Metode in tehnike zbiranja vzorcev

Darovalci mozganskega tkiva in odvzem tkivnih vzorcev

Tkivo za izolacijo odraslih ¢loveskih astrocitov je bilo pridobljeno pri nevrokirurskih
operacijah. Imeli smo dve skupini darovalcev. Darovalci tkiva so bili odrasli pacienti s hudo
poskodbo mozganov, kjer je bil nevrokirurski poseg potreben zaradi kontrole in evakuacije
znotrajlobanjske krvavitve, zmanjSanja mozganskega edema, odstranitve tujkov in
rekonstrukcije poskodovane lobanjske kosti ter odstranitve nekroti¢nih arealov

mozganovine v kortikalnih in subkortikalnih podrocjih, ki so bila poskodovana (Slika 16).
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Slika 16: Operativna oskrba strelne moZganske poskodbe. Tujke, odmrle delcke
lobanjske kosti in moZganovine odstranimo. To odstranjeno tkivo, ki ga prenesemo v
celi¢ni laboratorij, lahko po ustrezni obdelavi uporabimo za izolacijo moZganskih celic.

Wew W

Na sliki je viden o€iS¢en rob strelnega kanala, ki ga obdaja kontudirana moZganovina

Vir: Roman Bosnjak, UKC Ljubljana 2018.

Mozgansko tkivo za izolacijo celic je bilo odvzeto v sterilnih pogojih iz kortikalnih in
subkortikalnih podroc¢ij desnega frontoparietalnega reznja. Ti vzorci tkiva so ustrezali
neokortikalnim podro¢jem. Med operacijo je bila odvzeta tako siva, kot pod njo leZe¢a bela
substanca. Te odstranjene dele moZganskega tkiva po operacijah zavrZzemo, lahko pa jih
uporabimo tudi za laboratorijske raziskave. Posebna skrb je bila nemenja odvzemu tkivih
vzorcev, da smo lahko za pokus uporabili najbolj reprezentativne vzorce mozganovine. To
pomeni, da smo nekroti¢ne, kontaminirane in spremenjene dele odstranjene mozganovine
(zmeckano in obtolc¢eno tkivo, kontaminacija s krvjo, tkivo neposredno ob poskodbi, ki je
bilo edematozno spremenjeno) zavrgli in jih nismo uporabili za izolacijo celic, saj tako tkivo
ni primerno.

Druga skupina darovalcev mozganskega tkiva je vkljucevala paciente, ki so bili operirani

zaradi nerupturirane mozganske anevrizme. Astrocite, ki so bili izolirani iz vzorcev
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mozganovine, odvzete pri teh pacientih, smo imeli za kontrolo. Operacije nerupturiranih
anevrizem so elektivni posegi, kjer je mozganovina mirna in celice niso izpostavljene
Skodljivim drazljajem, kakor pri drugih patoloSkih stanjih, kot so poSkodbe, presnovne
motnje, subarahnoidna krvavitev ... Pri teh pacientih je bilo tkivo za kontrolno kulturo vzeto
iz plasti mozganovine, ki je pokrivala kupolo anevrizme. Le to je bilo potrebno med
operacijo izpostaviti. To tkivo med obi¢ajnimi operacijami navadno aspiriramo in zavrzemo,

¢e je odvzeto pazljivo, pa je lahko dragocen vir za celi¢ne izolacije (Slika 17).

Slika 17: Prikaz moZganske anevrizme vcasih zahteva odstranitev tanke plasti
kortikalne moZganovine v okolici, ki zastira pogled na anevrizmatski vrat in kupolo.

Ce je ta plast moZganovine previdno odvzeta, je lahko dragocen vir za izolacijo

mozganskih celic. Na sliki je anevrizma izkljucena iz obtoka s kirursko sponko

Vir: Roman Bosnjak, UKC Ljubljana 2020.

Protokol izolacije astrocitov smo ponovili Sestkrat, saj je bilo med viri tkiva skupaj Sest
bolnikov: §tirje bolniki s poSkodbo mozganov in dva bolnika z nerupturirano mozgansko

anevrizmo.
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Prenos tkiva v laboratorij

Po kirurSki resekciji so bili fragmenti vitalnega tkiva v sterilnth pogojih Se znotraj
operativnega polja shranjeni v cenrifugirke z 20 ml medija Advanced DMEM, dopolnjenega
s 100 1U/ml penicilina, 0,1 mg/ml streptomicina in 2 mM L-glutamina ter takoj prineseni v
laboratorij (Slika 18). Za zmanjSanje avtoliti¢nih procesov v odvzetem tkivu smo material
prenesli shranjen na ledu. Za ta prenos smo uporabili posebne transportne posode s stalno

temperaturo in vlago. Cas prenosa do laboratorija je bil 15 minut.

Slika 18: Tkive po kirurski resekciji shranimo v razli¢ne sterilne cenrifugirke s
celicnim medijem, ki mu lahko dodamo Se antibiotika penicilin in streptomicin za
zmanj$anje mozZnosti bakterijske kontaminacije. Za prenos lahko uporabimo tudi

fosfatni pufer raztopino (A in B). Tako pripravljeno tkivo na ledu hitro prenesemo v

celi¢ni laboratorij (C)

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Zacetna obdelava tkiva v laboratoriju

V laboratoriju smo vzorce mozganskega tkiva v sterilnih pogojih v komori z laminarnim
pretokom zraka odstranili iz transportnih centrifugirk in jih v petrijevkah najprej sprali s
fosfatnim pufrom ter jih Se enkrat pregledali (Slika 19 in Slika 20). S spiranjem izhodi$¢nih
vzorcev tkiva smo zmanjSali moZznost za kasnejSo okuzbo izoliranih celic. Odstranili smo
predele, ki so bili kontaminirani s krvjo in makroskopsko spremenjeni, saj takega natanc¢nega
odstranjevanja okvarjenega in odmrlega tkiva v operacijski dvorani takoj po odvzemu ne
napravimo zaradi vec razlogov (teznja je, da tkivo ¢im prej prenesemo v laboratorij, za
urejanje vzorcev med operacijo ni ¢asa in lahko to v miru naredimo v laboratoriju). Vzorce
smo ves ¢as hranili na sobni temperaturi in v vlaznem okolju, da bi preprecili izsuSitev.
Vzorce smo izmerili in stehtali. Vzorci so povpreéno merili od 4 mm? do 1 cm?®. Tehtali so

0d 0,3 gdo 1,1 g. Tkivo smo nato po protokolu obdelali, kar je opisano v spodnjih odstavkih.

Slika 19: Celi¢ni laboratorij. V komori z laminarnim pretekom zraka izvajamo vsa
pomembna dela s celicnimi kulturami, od priprave tkiva, izolacije, precepljanja,

barvanj, karakterizacije in priprave pred zamrzovanjem

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 20: Komora z laminarnim pretokom zraka ter vsemi potrebnimi instrumenti in
kemikalijami, ki jih bomo potrebovali za celi¢no izolacijo. V centrifugirkah je
shranjeno sveZe tkivo, encimi in dodatki za celi¢ni medij, v velikih posodah fosfatni
pufer in celi¢ni medij, ki ga kultura potrebuje za rast. Petrijevka s celicnim medijem

pa je pripravljena za tkivo, ki ga bomo pregledali in nato mehansko razgradili na

manjSe koscke

Vir: Lastna raziskava 2021.

3.3.2 Opis instrumentarija
Laboratorijski material

- Steklenicke za gojenje celi¢nih kultur T25 (Corning Costar), 25 cm?.
- Mikrotitrske plos¢ice (Nunc) s 24 vodnjaki (P24).

- Filtri (Corning), 250 ml, 500 ml in 1000 ml.

- Skalpeli (Braun).

- Viale za zamrzovanje celi¢nih kultur (Simport), 1,8 ml.
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Pincete (Sanolabor).

Centrifugirke (BD), sterilne, plasti¢ne, 15 ml in 50 ml.
Laboratorijske steklenice (Schott Duran), 250 ml in 500 ml.
Nastavki za pipeto (Thermo): 250 ul, 1000 pl in 5 ml.

Laboratorijska oprema

Inkubator za gojenje celi¢nih kultur z dovodom CO2 (Sanyo), kjer celice rastejo v
nadzorovani atmosferi (5 % CO2, 95 % O2 in 37° C).

Zasc¢itna mikrobioloska komora Telstar Bio II Advance za sterilno delo.

Vodna kopel Precision GP 20 (Thermo Scientific) za segrevanje raztopin in celi¢nih
rastnih medijev, ki jih potrebujemo za delo s celicnimi kulturami, na temperaturo 37° C.
Avtoklav A-65 V (Kambi€) za sterilizacijo plasti¢nih materialov in nekaterih medijev
ter raztopin. Sterilizacijo v avtoklavu izvajamo 20 minut pri tlaku 1,5 bara in temperaturi
121° C.

Stresalnik za epruvete Vibromix 10 (Tehtnica) za resuspendiranje celi¢nih sedimentov.

Centrifuga Centrifuge 5804 (Eppendorf) za koncentriranje celic in vzorcev. Suspenzijo
celic po tripsiniziranju navadno pet minut centrifugiramo na 320 x g.

Hemocitometer (Malassez, Assistant) za Stetje celic. Celice, ki jih obarvamo s
tripanskim modrilom, preStejemo v notranjosti mreZe hemocitometra, rezultat pa
podamo s Stevilom celic v 1 ml suspenzije.

Invertni mikroskop Axiovert 40 CFL, Zeiss za opazovanje celic. Mikroskop je povezan
s kamero, ki omogoca slikanje posameznih faz poskusa.

Hladilnik Kirsch za shranjevanje medijev. Medije za gojenje celi¢nih kultur je potrebno
shranjevati v hladilnikih pri temperaturi 4° C.

Posoda s teko¢im dusikom GT38 (Scan) za trajno shranjevanje celi¢nih kultur pri
temperaturi minus 196° C.

Priprava za zamrzovanje celi¢nih kultur (Mr. Frosty, Nalgene).

Zamrzovalnik (Thermo) za shranjevanje reagentov in celicnih kultur pri temperaturi
minus 80° C.

Zamrzovalnik Kirsch za shranjevanje reagentov pri temperaturi minus 20° C.

Tehtnica CP 423S (Alba).

Ultravijoli¢na (UV) Zarnica za sterilizacijo.
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Filtrirne membrane.

Pipete (Thermo).

Mediji za gojenje celicnih kultur

Medij Advanced DMEM (Thermo Fisher Scientific). Celi¢ni medij je osnovna sestavina,
ki jo uporabljamo za gojenje celic. Pred uporabo smo mu primesali antibiotika penicilin
(100 IE/ml) in streptomicin (0,1 mg/ml) za zas¢ito celicne kulture pred bakterijsko
okuzbo ter aminokislino L-glutamin (2 mM), ki jo celice potrebujejo za rast.

Serum govejega zarodka (FBS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussets,
ZDA). Dodajamo ga mediju Advanced DMEM v 5 % koncentraciji. Serum je obicajen
in pomemben dodatek razlicnim medijem, ki jih uporabljamo za gojenje celi¢nih kultur.
Serum govejega zarodka, kot ga uporabljamo v laboratorijski praksi, pridobivajo iz
krvnega seruma nerojenih govejih mladi¢kov. Je toplotno inaktiviran in vsebuje razli¢ne
rastne dejavnike, ki so potrebni za normalno delovanje in rast celic v kulturi.

Tripsin (Sigma) je encim, ki razgrajuje beljakovine. Uporabljamo ga za loCevanje celic
od podlage in komponent zunajceliCnega matriksa. Pripravljamo ga v 0,25 %

koncentraciji z dodatkom 0,5 mM EDTA.

Raztopine in reagenti

Fosfatni pufer (PBS) (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija): 1 tableto raztopimo v 200 ml
destilirane vode in steriliziramo v avtoklavu. Tako pripravljenemu pufru dodamo Se
antibiotika penicilin (100 IE/ml) in streptomicin (0,1 mg/ml), uporabljamo pa ga za
prenos tkiva v epruvetah iz operacijski sobe do laboratorija.

0,1 % tripansko modrilo (Sigma). Barvilo uporabljamo za opazovanje in Stetje celic pod
mikroskopom. Tripansko modrilo vstopa samo v mrtve celice in jih obarva modro. Zive
celice imajo nepoSkodovano celi¢cno membrano in se zato ne obarvajo.

L-glutamin (Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija). To je neesencialna aminokislina, ki
predstavlja pomemben vir energije za celice. Mediju za celi¢ne kulture jo dodajamo v
koncentraciji 2 mM.

Penicilin (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija): Antibiotik, ki deluje predvsem na
grampozitivne bakterije. Mediju za celi¢ne kulture ga dodajamo v koncentraciji 100

IE/mI.
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- Streptomicin (Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija): Antibiotik, ki deluje proti
grampozitivnim in gramnegativnim bakterijam. Mediju za celi¢ne kulture ga dodajamo
v koncentraciji 0,1 mg/ml.

- Dimetil sulfoksid (DMSO): Dodajamo ga v 5 % do 10 % koncentraciji suspenziji celic
v FBS, kadar jih zamrzujemo. DMSO uporabljamo kot krioprotektor pri zamrzovanju
celic in tkiv. Navadno dodamo 50 pul DMSO k 950 pl suspenzije celic v FBS.

- Fiksacijska raztopina (Merck Millipore KGaA, Darmstadt, Nemcija). Raztopino
uporabljamo za fiksacijo celic pred barvanjem z imunocitokemi¢nimi metodami.

- Monoklonsko protitelo cGFAP (131-17719) Alexa Fluor 488, poliklonsko protitelo
GLAST, poliklonsko protitelo S100B, kozje sekundarno protitelo proti zaj¢jemu IgG
(H+L) Alexa Fluor Plus 555 in kozje sekundarno protitelo proti zaj¢jemu IgG (H+L)
DyLight 488 so bili kupljeni pri Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachussets,
ZDA\), reagent CytoPainter Phalloidin-iFluor 555 (ab176756) in Fluoroshield Mounting
Medium with DAPI (ab104139) sta bila kupljena pri podjetju AbCam (Cambridge,
Zdruzeno kraljestvo), fiksacijska raztopina (5x) pa pri podjetju Millipore (Merck,
Millipore, Darmstadt, Nemcija).

- 70 % etanol (Sigma): za razkuzevanje vseh delovnih povrsin in materialov.

- Voda Millig in sterilizirana vodovodna voda.

- Goveji serumski albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija).

- Tween 20 (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija).

3.3.2 Opis vzorca

Vzorec ¢loveSkega moZzganskega tkiva smo v laboratoriju po grobem spiranju s fosfatnim
pufrom v sterilnih pogojih in po odstranjevanju neuporabnih delov tkiva, kot je opisano
zgoraj, Se nadalje sprali s fosfatnim pufrom z dodatkom antibiotikov ter na ta nacin zmanjsali
moznost kontaminacije celi¢ne kulture (Slika 21). Tkivo smo v petrijevki narezali na majhne
koscke. To je bila groba, primarna mehani¢na dekompozicija tkiva. Ker je moZgansko tkivo
mehko, dodatna mehani¢na razgradnja, kjer ga stisnemo skozi posebne mrezaste filtre, ni
bila potrebna. Na ta nacin bi le povecali Stevilo nekroti¢nih celic, kar bi se kasneje poznalo
na rasti celi¢ne kulture. Prav tako zaradi ugodne konsistence tkiva za razgradnjo v tej fazi
nismo potrebovali tripsina. Kos¢kom tkiva smo nato dodali celi¢ni medij Advanced DMEM

s penicilinom (100 IE/ml) in streptomicinom (0,1 mg/ml). Kosc¢ki tkiva so bili ves Cas
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izolacije potopljeni v tekoc¢ino, da bi preprecili njihovo izsusitev. Tako pripravljeno tkivo
smo prenesi v centrifugirke. Sledilo je 15-minutno centrifugiranje pri 300 x g (Slika 22).
Odstranili smo supernatant, celi¢ni sediment pa resuspendirali v mediju za celi¢ne kulture
Advanced DMEM, ki je vseboval penicilin (100 1U/ml), streptomicin (0,1 mg/ml), L-
glutamin (2 mM) in 5 % FBS ter ponovno centrifugirali deset minut pri 300 x g (Slika 23).
Ta sediment smo nato Se enkrat resuspendirali v 20 ml celi¢nega medija ter ga nanesli v dve
gojilni posodici za celi¢ne kulture T25 (Slika 24). Nastalo celi¢no suspenzijo smo inkubirali
en mesec v inkubatorju z nadzorovano atmosfero pri 37 °C in 5 % COz2, da so se celice zacele
pritrjati na podlago gojilnih posodic in se deliti (Slika 25). V takih pogojih smo omogocili
prednostno razmnozevanje in prezivetje astroglijskih celic, zavirali pa rast ostalih celic, Ki
bi celicno kulturo lahko kontaminirale in jo napravile necisto. Vecji del kontaminirajocih
celic, vkljutno z mikroglijo, smo sicer odstranili ze v zacetnih fazah poskusa s
centrifugiranjem in resuspendiranjem vzorcev, kasneje pa z menjavo celi¢nega medija ter z
neznim izpiranjem kulture s celicnim medijem in odstranjevanjem ohlapno prilepljenih celic
(Slika 26). Med rastjo smo celi¢ni medij menjavali dvakrat tedensko, ko smo opazili
spremembe v barvi medija (Slika 27). Celi¢ni medij smo pred zacetkom dela segreli na
temperaturo 37 °C (Slika 28). Ko se je oblikovala konfluentna plast ali monosloj plos¢atih
celic, smo ocenili €istost celicnih kultur (Slika 29). Tako smo dobili kulturo primarnih

astrocitov.
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Slika 21: Spiraje fragmentov moZganskega tkiva s fosfatnim pufrom. Zaradi boljSega

izpiranja si velikokrat pomagamo s stresalnikom

i Tehtnica

Vir: Lastna raziskava 2021.

Slika 22: Centrifuga in centrifugirke s celi¢no suspenzijo pred centrifugiranjem

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 23: Centrifugirki s celi¢cnim sedimentom, zacasno shranjeni v inkubatorju.

Celi¢ni sediment vsebuje celice, ki jih bomo v naslednjih fazah poskusa spet

resuspendirali v celicnem mediju in jih pripravili za gojisce

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 24: Gojilne posodice T25. Celi¢ni sediment iz centrifugirk smo resuspendirali v
celi‘cnem mediju z dodatki in ga odpipetirali v gojilne posodice. Te so narejene iz
posebej obdelane plastike, ki spodbuja pritrditev celic na podlago, da se lahko oblikuje
celi¢na kolonija. Posodice T25 smo shranili v inkubator z nadzorovano atmosfero in

temperaturo, Kjer so celice rasle naslednje tedne

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 25: Inkubator za celi¢ne kulture (A) in steklenicke s celi¢nimi kulturami v

inkubatorju (B). Celice rastejo v okolju z nadzorovano atmosfero pri 37 °Cin 5 % CO2

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 26: Postopki za odstranjevanje kontaminirajocih celic med razli¢nimi fazami
poskusa. V komori z laminarnim pretokom zraka so vidne centrifugirke s celi¢nim
sedimentom in razli¢ni celicni dodatki, material in instrumenti za delo s celi¢nimi
kulturami ter odpadne raztopine, v stojalu spredaj pa resuspendirane celi¢ne kulture,

ki so pripravljene za nadaljnje gojenje v inkubatorju

Vir: Lastna raziskava 2021.

Slika 27: Gojilna posodica T25 s celicnim medijem. Rdeca barva sveZega medija z
vsemi potrebnimi dodatki za rast celicne kulture (A). Celi¢ni medij pred menjavano po
treh dneh gojenja celic v kulturi. Celice so med rastjo porabile hranilne snovi iz medija,

zato se je barva spremenila v rdece-rjavo (B)

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 28: Vodna kopel, ki jo v laboratoriju uporabljamo za segrevanje kemikalij in
dodatkov pri delu s celiénimi kulturami, navadno na temperaturo 37 °C, in

laboratorijski avtoklav za sterilizacijo laboratorijskega materiala

MG

Vir: Lastna raziskava 2021.

Slika 29: Svetlobni invertni mikroskop z names¢eno kamero za opazovanje celi¢nih
kultur med rastjo je nepogresljiv aparat za delo s celicnimi kulturami. Desno na
zaslonu je posnetek primarne celi¢ne kulture astrocitov, lepo so vidne steklenicke za

gojenje celic

After you finish using the
whrmseope, cean the abject table
with ethanolt

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Kultura primarnih astrocitov

Primarne astrocite smo gojili v gojilnih posodicah T25 in jih inkubirali pri 37 °C v
nadzorovani atmosferi s 5 % COz. Dvakrat na teden smo celi¢ni medij z dodatki zamenjali.
Po enem mesecu gojenja je celicna kultura postali 100 % konfluentna, kar pomeni, da so
celice popolnoma prerasle povrSine gojilnih posodic v eni plasti. Takrat smo kulturo
primarnih astrocitov odlepili od podlage z 0,25 % tripsinom-EDTA. Sledilo je
centrifugiranje pri 320 x g za pet minut. Celi¢ni sediment smo ponovno resuspendirali v 9
ml svezega medija Advanced DMEM z dodatki in celi¢no suspenzijo ponovno prenesli v
gojilne posodice T25 v razmerju 1 : 3, tako da smo vsake 3 ml celi¢ne suspenzije dopolnili
s 7 ml celi¢énega medija z dodatki (Slika 30). Tako nasajene celice smo nato zopet inkubirali

in spremljali njihovo rast. Na ta nacin smo dobili celicno kulturo prve pasaze.

86



Slika 30: Gojenje primarnih astrocitov in inkubacija v nadzorovani atmosferi (A),
celi¢na kultura v posodicah T25 po precepljanju s sveZim medijem Advanced DMEM
z dodatki, pripravljena za nadaljnje gojenje (B), centrifugiranje celi¢ne suspenzije v

razli¢nih fazah gojenja (C), celi¢ni sediment z astrociti na dnu centrifugirke (D), ki ga

bomo resuspendirali v posodice za nadaljnje gojenje in karakterizacijo (E)

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Astrociti prve pasaze so rasli sedem dni in po tem ¢asu je kultura postala 95 % konfluentna.
Sledila je imunokarakterizacija celic z astrocitnimi oznacevalci: glialnim fibrilarnim kislim
proteinom (GFAP), glutamatnim-aspartatnim transporterjem (GLAST) in proteinom S100B.
Morfologijo celic smo dolo¢ili z barvanjem aktinskega citoskeleta s fluorescenénim
barvilom Phalloidinom. Postopke karakterizacije celic opisujemo v poglavju 3.3.4 Opis

obdelave podatkov.

V tej fazi poskusa smo tudi ¢im ve¢ celic zmrznili za kasnejse poskuse. Med gojenjem smo
celi¢ne kulture vsak dan opazovali pod invertnim mikroskopom in ocenjevali obliko celic in
njihove povezave, gostoto rasti, morebitne odmrle celice, ki so prosto plavale v celiénem

mediju, ter znacilnosti celi¢nega medija.
Gojenje, precepljanje, zamrzovanje in odtajanje celic

Astrocite prve pasaze smo gojili v posodicah T25 in menjavali celi¢ni medij dvakrat
tedensko. Ko je celicna kultura postala 95 % konfluentna, smo jo razcepili z 0,25 %
tripsinom-EDTA v razmerju 1 : 3 in suspenzijo celic centrifugirali pri 320 x g za pet minut.
Celi¢ni sediment smo nato resuspendirali v 9 ml svezega medija Advanced DMEM z dodatki
in takSno suspenzijo prenesli v gojilne posodice T25. Tudi tukaj smo vsakim 3 ml celi€ne
suspenzije dodali 7 ml celi¢nega medija z dodatki. Nasajene celice smo ponovno inkubirali

in spremljali njihovo rast.

Za nadaljnje poskuse smo celice shranili v krioviale in jih globoko zamrznili v tekoCem
dusiku. Tako smo pripravili zadostne zaloge celic za naprej. Ko je bila celi¢na kultura 95 %
konfluetna, smo jo najprej precepili, kot je opisano v zgornjih odstavkih. Celi¢ni sediment
smo nato resuspendirali v 1 ml seruma govejega zarodka s 10 % DMSO. Krioviale smo
oznacili in jih zatesnili ter najprej predhodno zamrznili z napravo za zamrzovanje celi€nih
kultur (Mr. Frosty, Nalgene) (Slika 31). Najprej smo krioviale ¢ez no¢ postopoma ohladili v
zamrzovalniku pri temperaturi minus 80 °C, nato pa smo jih shranili v plo¢evinaste posodice

s teko¢im dusikom pri temperaturi minus 196 °C (Slika 32).
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Slika 31: Za nadaljnje poskuse celice shranimo v krioviale v 1 ml seruma govejega
zarodka in 10 % DMSO in prehodno postopoma zamrznemo s pomocjo posebne
posodice za zamrzovanje (Mr. Frosty) (A). Nato jih pred trajnim zamrzovanjem v
teko¢em dusiku v posodicah Mr. Frosty ¢ez no¢ postopoma ohladimo v zamrzovalniku

pri temperaturi minus 80 °C (B)

Vir: Lastna raziskava 2021.

89



Slika 32: Po postopnem ohlajanju kriovial v zamrzovalniku pri temperaturi minus 80

°C, jih lahko trajno hranimo v tekocem duSiku pri temperaturi minus 196 °C.

Kontejnerji s teko¢im duSikom (A), ki vsebujejo plo¢evinaste posodice s kriovialami

(B)

Vir: Lastna raziskava 2021.

Med poskusom s celi¢nimi kulturami je potrebno vedno preveriti, ali imajo zamrznjene
zaloge celic rastni potencial. Zato smo jih med potekom poskusa tudi odtalili. Na ta nacin
smo se zeleli prepricati, da so celice, shranjene v celi¢ni suspenziji, ki smo jih zamrznili in
shranili po opisanem protokolu, $e vedno zive. Zato smo preverili viabilnost ali zivost celic.
Odtajanje kriovial je potekalo v vodni kopeli, segreti na temperaturo 37 °C (Slika 33). Nato
smo jih razkuzili s 70 % etanolom in jih prenesli v mikrobiolosko komoro. 1z krioviale smo
celi¢no kulturo previdno prenesli v 15 ml centrifugirke s celiénim medijem, prav tako
segretim na temperaturo 37 °C. Sledilo je centrifugiranje celi¢ne suspenzije pri 320 X g za
pet minut in nato smo celi¢ni sediment resuspendirali v 10 ml svezega celicnega medija
Advanced DMEM, ki je vseboval penicilin (100 1U/ml), streptomicin (0,1 mg/ml), L-
glutamin (2 mM) in 5 % FBS ter ga prenesli v gojilne posodice T25. Hranili smo jih v
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inkubatorju pri standardnih pogojih, opisanih zgoraj (Slika 34). Tudi tukaj smo celice med

rastjo redno opazovali pod invertnim svetlobnim mikroskopom (Slika 35).

Slika 33: Postopno odtajanje kriovial z astrociti v vodni kopeli pri temperaturi 37 °C

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 34: Postopki resuspendiranja, centrifugiranja, odstranjevanja supernatanta in
ponovnega resuspendiranja celicnega sedimenta astrocitov ter nasaditve celiCne
kulture in gojenja v inkubatorju so podobni kot pri precepljanju celic med gojenjem
(AdoC)

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 35: Opazovanje Zivosti celicne kulture astrocitov med rastjo po odtajanju na

invertnem mikroskopu

Vir: Lastna raziskava 2021.

3.3.3 Opis obdelave podatkov

Karakterizacija astrocitne celi¢ne kulture

Celi¢no kulturo smo karakterizirali na specificne celicne oznacevalce, kar je zadnja stopnja
1zolacije celic. S karakterizacijskimi postopki smo dolo€ili prisotnost celi¢nih oznacevalcev,
znacilnih za astrocite. S tem smo Zeleli potrditi prisotnost teh oznacevalcev na celi¢ni kulturi

in s tem dokazati, da so izolirane celice res astrociti (Sika 36).
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Slika 36: Zadnja stopnja izolacije celic je karakterizacija celi¢ne kulture na specifi¢ne

celi¢ne oznacevalce. Na sliki so vidne petrijevke z objektnimi stekelci, kjer so trajni

preparati izoliranih celic, karakteriziranih s specifi¢ni protitelesi

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Karakterizacijo smo izvedli z imunocitokemi¢nimi metodami in tako smo lahko celi¢no
kulturo opredelili glede prisotnosti specifi¢nih astrocitnih oznadevalcev: GFAP, GLAST in
S100B. Za dolo¢anje morfologije izoliranih celic smo uporabili imunocitokemic¢no barvanje

aktinskega citoskeleta (Slika 37).

Slika 37: Shramba z razli¢nimi kemikalijami, ki jih potrebujemo pri delu s celi¢nimi

kulturami
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Vir: Lastna raziskava 2021.

Celice smo nasadili na mikrotitrske plos¢ice s 24 vodnjaki (P24) in jih pokrili z 12-
milimetrskimi okroglimi krovnimi stekli. Zacetna gostota nasaditve je bila 50000 celic na
vodnjak. Po 24 urah inkubacije v kontrolirani atmosferi pri temperaturi 37 °C in 5 % CO2

smo celicni medij odstranili in celicni monosloj v vsakem vodnjaku na kratko sprali s
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fosfatnim pufrom. Celice smo 15 minut fiksirali s fiksacijsko raztopino (Merck Millipore)
pri sobni temperaturi in jih nato trikrat sprali z ledeno hladnim fosfatnim pufrom. Poskus je
potekal v triplikatih (Slika 38).

Slika 38: Celice na mikrotitrskih plos¢icah s 24 vodnjaki (P24), ki so pripravljene za

zakljucne faze karakterizacije

Vir: Lastna raziskava 2021.
Dolo¢anje GFAP

Prisotnost GFAP smo dolocili z monoklonskim protitelesom GFAP Alexa Fluor 488 1:100
v fosfatnem pufru z 1 % govejim serumskim albuminom in 0,1 % Tween 20. Celice smo 30
minut inkubirali z blokirno raztopino (fosfatni pufer + 1 % goveji serumski albumin + 0,1
% Tween 20). Po no¢ni inkubaciji z razred€enimi protitelesi pri 4 °C smo celice trikrat oprali
s fosfatnim pufrom in jim dodali dve kapljici posebnega medija, ki ohrani signal med
mikroskopiranjem (ang. mounting medium). Slike smo posneli pri 10-kratni povecavi s
fluorescen¢nim mikroskopom EVOS FL (Ex/Em = 488/519 nm).
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Dolo¢anje GLAST in S100B

Prisotnost drugih dveh kljuénih oznacevalnih celi¢nih beljakovin, GLAST in S100B, smo

dolod¢ili s poliklonskimi protitelesi:

- GLAST s poliklonskim protitelesom GLAST 1:200 v PBS z 1 % govejim serumskim

albuminom in 0,1 % Tween 20,

- beljakovino S100B pa s poliklonskim protitelesom S100B 1:50 v fosfathem pufru z 1 %

govejim serumskim albuminom in 0,1 % Tween 20.

Celice smo naprej 30 minut inkubirali z blokirno raztopino. Po noc¢ni inkubaciji v
razred¢enih protitelesih pri 4 °C smo celice trikrat sprali s fosfatnim pufrom. Nato smo
dodali dve sekundarni protitelesi: kozje protitelo proti zaj¢jemu IgG (H+L) Alexa Fluor Plus
555 1:200 v fosfatnem pufru z 1 % govejim serumskim albuminom za vizualizacijo GLAST
in kozje protitelo proti zaj¢jemu IgG (H+L) DyLight 488 1:100 v fosfatnem pufru z 1 %
govejim serumskim albuminom za vizualizacijo S100B. Celice smo z razredenimi
sekundarnimi protitelesi v temi eno uro inkubirali pri sobni temperaturi in jih nato trikrat
sprali s fosfatnim pufrom. Dodali smo dve kapljici medija, ki ohrani signal med
mikroskopiranjem. Slike smo posneli pri 10-kratni povecavi s fluorescenénim mikroskopom
EVOS FL (GLAST in S100B, EX/Em = 553/568 nm oziroma Ex/Em = 493/518 nm).

Za barvanje aktinskega citoskeleta smo celice obarvali z reagentom CytoPainter Phalloidin-
iFluor 555 v razmerju 1:1000 v fosfatnem pufru z 1 % govejim serumskim albuminom. Po
90 minutah inkubacije v temi pri sobni temperaturi smo celice trikrat sprali s fosfatnim
pufrom in jim dodali dve kapljici medija, ki ohrani signal med mikroskopiranjem. Slike smo
posneli pri 10-kratni povecavi s fluorescencnim mikroskopom EVOS FL (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachussets, ZDA) (Ex/Em = 556/574 nm).

Celoten povzetek metode izolacije astrocitov je prikazan na Sliki 39.
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Slika 39: Shematski prikaz izolacijskega postopka odraslih humanih astrocitov

Kirurska resekdija- tkivo Prenos celic v T25 Inkubacija celiczaen
mesec na 37°Cv 5%

| | |

‘ = —
Mehanska ggkompozicija Caritrifugicanje susperaije Primarna kultura astrocitov Karakterizacija
tkiva celic (300xG)

Vir: Lastna raziskava 2021.

3.4 Rezultati

Predstavljamo rezultate izolacije in karakterizacije odraslih ¢loveskih astrocitov (MFUM-

Astro-1).

3.4.1 Rezultati izolacije celic MFUM-Astro-1.

Kultura celice MFUM-ASstro-1 je bila sestavljena iz hitro rastocih celic, ki so bile izolirane
iz mozganskega tkiva odraslega darovalca. Po sekven¢nem centrifugiranju smo pri postopku
izolacije astrocitov odvzeli supernatant s celicno suspenzijo in jo resuspendirali v
steklenicke za gojenje celic. V celini suspenziji so bile prisotne razlicne vrste celic in v
zacetni fazi nasaditve so bile vse okrogle oblike (Slika 40). Postopoma so se po nekaj urah
celice zacele pritrjati na podlago steklenick za gojenje in takrat se je njihova oblika zacela
spreminjati, tako da so zacele dobivati svojo znacilno obliko (Slika 41). Celice mikroglije
so bile majhne in okrogle, oligodendrociti so bili plos¢ate oblike, astrociti pa bolj vretenasti.
Tako smo dobili primarno celi¢no kulturo mozganskih celic. Primarna kultura astrocitov je

bila po enem mesecu 100 % konfluentna. Celice so bile nato razcepljene v razmerju 1 : 3in
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po sedmih dneh smo dobili 95-odstotno konfluentno kulturo prve pasaze. Celice smo dalje
subkultivirali do pete pasaze (Slike 42 do 44).

Slika 40: Celice MFUM-Astro-1 takoj po nasaditvi v gojilne posodice. V celi¢ni
suspenziji plavajo okrogle celice, ki se bodo ¢ez nekaj ur zacele pritrjati in spreminjati
obliko. Slike so bile posnete pri povecavi 40x na invertnem mikroskopu Nikon Diaphot

300. Merilo: 100 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 41: Primarna kultura odraslih ¢loveskih astrocitov. Spodnji desni del slike
prikazuje primarne astrocite v kulturi z visoko gostoto. V zgornjem levem kotu je

vidna celi¢na kultura z nizko gostoto s posameznimi astrociti poligonalne oblike. Slike

so bile posnete pri povecavi 50x na invertnem mikroskopu Zeiss Axiovert 40. Merilo:

200 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 42: Celice MFUM-Astro-1 dva tedna po izolaciji. Celice intenzivno rastejo po
povrsini gojilne posodice in Ze zacenjajo oblikovati medceli¢ne stike. Posnetki so bili

narejeni na invertnem mikroskopu Zeiss Axiovert 40 pri povecavi 50x. Merilo: 200 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 43: Tri tedne po izolaciji gostota celi¢ne kulture naras¢a. Celice rastejo v obliki
majhnih oto¢kov in se med seboj povezujejo. Slike so bile posnete pri povecavi 50x na

invertnem mikroskopu Zeiss Axiovert 40. Merilo: 200 pm
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Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 44: En mesec po izolaciji astrociti popolnoma prerastejo povrsino gojilnih
posodic in oblikujejo mo¢ne medceli¢ne povezave (100-odstotna konfluenca). Celce
rastejo le v eni plasti in se ne kopijo v skupke ali ve¢plastne formacije, kar je sicer
znafilnost transformiranih celic. Slike so bile posnete pri povecavi 50x na invertnem

mikroskopu Zeiss Axiovert 40. Merilo: 200 pm

T i
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Vir: Lastna raziskava 2021.

V naslednjih fazah smo v postopku kloniranja, ko smo celice primarne kulture v steklenicke
za gojenje nasejali zelo na redko, dobili sekundarno kulturo astrocitov. Med tem procesom
smo na ta nacin posamezne eritrocite odstranili s spiranjem s celicnim medijem, med
postopkom rasti in precepljanja celi¢ne kulture pa smo prav tako odstranili celice mikroglije
in oligodendrocite. Slednji so zaradi nizke koncentracije in prevladujoce rasti astrocitov
postopoma izginili iz celi¢ne kulture. Astocite smo nato $e nadalje gojili in precepljali, s tem
pa smo jih rafinirali in precistili, tako da je nastala homogena astrocitna kultura. Del teh celic

smo shranili v teko¢em dusiku. Ko smo jih odmrznili in jih ponovno nasejali, je bilo njihovo
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prezivetje 95-odstotno. S tem smo potrdili, da je celi¢na kultura viabilna in torej uporabna

tudi po zamrznitvi in odtajanju (Slika 45).

Slika 45: Odrasli ¢loveski astrociti MFUM-Astro-1 v prvi fazi po odmrznitvi. Kultura

je 50 % konfluentna in vitalnost je ocenjena na 95 %. Slike so bile posnete pri povecavi

50x na invertnem mikroskopu Zeiss Axiovert 40. Merilo: 200 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.

Pregled morfoloskih lastnosti celic z barvanjem s fluorescen¢nim barvilom faloidinom je
pokazal znacilen videz izoliranih astrocitov. Znacilna oblika jedra je bila poligonalna do
okrogla in trikotna z redko nukeloplazmo in vec¢inoma z dobro vidnimi nukleoli (Slika 46).
Preden so se celice pritrdile na podlago, so plavale v suspenziji in so bile okrogle oblike.
Oblika celic se je med postopkom pritrjevanja in rasti spreminjala od okrogle ali ovalne do
poligonalne, kar je bilo znacilno za rast celic v konfluentni kulturi. Nekatere celce so imele
znacilne celi¢ne podaljske ali psevdopodije, ki so kasneje med rastjo v visoki konfluenci
izginili. Po Sestih do desetih urah se je priblizno polovica celic Ze pritrdila na podlago

posodic za gojenje. Po 24 urah je bila vecina celic pritrjena na podlago in takrat so bile vidne

104



spremembe oblike iz okrogle v poligonalno, kar je bilo bolj znacilno za visoko gostoto rasti

v konfluentni kulturi, kar smo opazili navadno tik pred precepljanjem.

Slika 46: Imunocitokemi¢na karakterizacija odraslih ¢loveskih astrocitov MFUM-
Astro-1 v prvi fazi. Morfologija celic je bila prikazana z uporabo oranZnega
fluorescencnega konjugata Phalloidina, ki se selektivho veZe na aktinske filamente
(rdece). V kulturah z nizko gostoto imajo odrasli astrociti poligonalno obliko z
aktinskimi filamenti, prikazanimi ob celi¢cni membrani. Jedro je obarvano z DAPI
(modro). Znacilna oblika jedra je bila poligonalna do okrogla ali ponekod trikotna, z

redko nukeloplazmo in z dobro vidnimi nukleoli. Slike so bile posnete pri povecavi 10x

na fluorescenénem mikroskopu EVOS FL. Merilo: 400 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.

Celice so dobro rasle in jih je bilo med rastjo relativno enostavno vzdrzevati v kulturi. Zaradi
poligonalne oblike celic je ta na nekaterih predelih imela videz kamnitega tlaka z jasnimi
celi¢nimi mejami, kar je znacilnost astrocitnih celic, ki rastejo v kulturi. To je bilo najbolj

opazno pri visokih konfluencah. Povprecni ¢as do nastanka konfluentne kulture je bil en
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mesec. Nato se je rast ustavila zaradi kontaktne inhibicije, kar pomeni, da so celice prerasle
posodice v eni plasti in se niso kopicile v ve¢ plasteh ali v kupolah. To je znadilno za

primarne epitelijske celice, pri rakastih celicah pa tega ne opazimo (Slika 47).

Slika 47: Polno Kkonfluentna celicna kultura astrocitov  MFUM-Astro-1 pred
precepljanjem. Celce imajo zaradi poligonalne oblike celic na nekaterih predelih videz
kamnitega tlaka z jasnimi celi¢cnimi mejami, kar je znacilnost astrocitnih celic, ki

rastejo v celi¢ni kulturi. Te znac¢ilnosti so najbolj opazne pri visokih konfluencah. Slike

so bile posnete pri povecavi 50x na invertnem mikroskopu Zeiss Axiovert 40. Merilo:

200 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.

Celice MFUM-Astro-1 so dobro rasle in znakov okuzbe z glivami in bakterijami nismo

opazili. S precepljanjem smo naredili tudi zaloge celi¢nih kultur za nadaljnje poskuse, za
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namen postopkov karakterizacije in tudi shranjevanja za kasnejse teste. Celice smo shranili
tako, da smo jih zamrznili v teko¢em dusiku. Ko smo jih odtalili in ponovno zasejali na

gojisca, je bilo njihova sposobnost prezivetja 95-odstotna in tudi rast v kulturi je bila dobra.

Med gojenjem celic MFUM-Astro-1 in med njihovo rastjo je bilo ves ¢as potrebno spremljati
barvo in motnost celicnega medija. Ob nasaditvi celic, ko smo dodali svez celicni medij, je
bil ta zaradi indikatorja fenol rdece, ki je bil dodan celicnemu mediju, obarvan rdeckasto
(Slika 27). Barva medija se spreminja v odvisnosti od pH, ta pa je odvisen od tega, koliko
sestavin celice iz medija porabijo za svojo rast. Medij je pri pH 7, torej pri nevtralni
vrednosti, rdece barve. Kadar medij postane bazi€en, se njegova barva spremeni v roza
barvo, pri nizkem pH, torej v kislem, pa se medij obarva v rumeno ali rjavo. Med rastjo v
kulturi celice iz medija porabljajo hranila in vanj izlo¢ajo svoje produkte, kot so hormoni in
rastni faktorji, ter odpadne snovi, ki na stajajo pri presnovi. Takrat se pH medija zacne nizati
in zato se po nekaj dneh za¢ne spreminjati tudi njegova barva iz rdeckaste v rjavkasto. To je
znak, da so celice iz medija iz¢rpale vse hranilne snovi in da je zato potrebno medij zamenjati

ali pa celi¢no kulturo precepiti, ¢e so celice Ze prerasle vso povrSino gojilne posodice.

Celice MFUM-Astro-1 so se na povrsino gojilnih posodic dobro pritrjale. Cas, potreben za
odlepljanje celic s tripsinom, je znaSal od S§tiri do pet minut. Potrebno je bilo tudi rahlo
stresanje gojilnih posodic, da so se lahko mocno pritrjene celice enakomerno in v celoti
odlepile od podlage. Med tripsinizacijo so celice izgubile svojo znacilno poligonalno obliko
in so postajale vse bolj ovalne in okrogle. Ko so se odlepile od povrsine, so bili v suspenziji
opazni majhni skupki celic in posamezne celice okrogle oblike. Tako odlepljene celice smo
nato precepili v nove gojilne posodice in s tem zagotovili zadostno zalogo celice za nadaljnje
poskuse. Celi¢no suspenzijo pa smo tudi zamrznili in shranili v teko¢em dusiku. Na ta na¢in
smo zagotovili zadostno dolgoroéno zalogo celic in jih tako shranili za dalj§i ¢as. Zivost
shranjenih celi¢nih kultur smo preverili tako, da smo nekaj vialic po protokolu odtalili in
celice ponovno nasadili v gojilne posodice. Tako ponovno nasajeno kulturo astrocitov so
sestavljale hitro rastoCe celice, ki so prav tako postale konfluentne po enem mesecu rasti. S
tem smo potrdili, da kultura astrocitov MFUM-Astro-1 ohrani zivost na dolgi rok in da je
taka celi¢na kultura uporabna, saj ima ohranjeno sposobnost prezivetja. V nasem poskusu

smo ugotovili, da znaSa 95 %.
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Opisani protokol je bil natanéno ponovljen za mozgansko tkivo vsakega darovalca. To
pomeni, da smo postopek izolacije ponovili petkrat. Stirje darovalci moZzganskega tkiva so
bili pacienti po poSkodbi mozganov, kjer je bila potrebna nevrokirurska operacija, pri enem
darovalcu pa je bilo mozgansko tkivo odvzeto med operacijo nerupturirane mozganske
anevrizme. Rezultat izolacije astrocitov iz mozganskega tkiva vseh darovalcev je pripeljal

do viabline in dobro rastoce celi¢ne kulture.

3.4.2 Rezultati karakterizacije celic MFUM-Astro-1

S postopki karakterizacije celic smo na osnovi celi¢nih oznacevalcev lahko dokon¢no
potrdili, da so iz vzorcev mozganov odraslih darovalcev izolirane celice res odrasli astrociti.
Celice smo zato opredelili z imunocitokemi¢nim barvanjem. S karakterizacijo smo v celi¢ni
kulturi iskali prisotnost sledecih celi¢nih oznacevalcev, ki so znacilni za astrocite in zato

nujni za njihovo potrditev:

- glialni fibrilarni kisli protein (GFAP),
- glutamatni aspartatni transporter (GLAST) in
- protein S100B.

Imunocitokemicna karakterizacija je pokazala, da je ve¢ kot 95 % gojenih celic izraZalo
astrocitne oznacevalce GFAP, GLAST in S100B (Slike 48, 49 in 50). Prisotnost teh

specificnih oznacevalcev je dokon¢no potrdila, da je izolirana kultura celic astrocitna.
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Slika 48: Celice, pozitivhe na GFAP, so obarvane zeleno. Jedra so kontrastno obarvana

z DAPI (modro). Slike so bile posnete pri pove¢avi 10x na fluorescenénem mikroskopu

EVOS FL. Merilo: 400 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 49: Prisotnost oznac¢evalca GLAST v citoplazmi je prikazana z rdeco barvo.

Kontrastno obarvanje celicnih jeder z DAPI (modro). Slike smo posneli pri povecavi

10x na fluorescenénem mikroskopu EVOS FL. Merilo: 400 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.
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Slika 50: Beljakovina S-100 v celi¢ni citoplazmi se pri imunocitokemi¢ni
karakterizaciji prikaZe v zeleni barvi. Jedra so kontrastno obarvana z DAPI (modro).

Jedra so kontrastno obarvana z DAPI (modro). Slike so bile posnete pri povecavi 10x

na fluorescenénem mikroskopu EVOS FL. Merilo: 400 pm

Vir: Lastna raziskava 2021.

3.5 Razprava

3.5.1 Uvaod

Astrociti so kljucne celice centralnega zivénega sistema in imajo pomembno vlogo v
Stevilnih fizioloSkih in patoloSkih okolis¢inah (Nimmerjahn 2009; Kettenmann in
Verkhratsky 2011; Bedner idr. 2019). Ker sodelujejo pri mnogih pomembnih funkcijah, se
tudi morfoloSko in funkcionalno razlikujejo med seboj. Zato je njihovo proucevanje pri
¢loveku in Zivalih potrebno in zanimivo iz ve¢ vzrokov. Ker pa je razumevanje njihovega

delovanja in povezav na nivoju organa ali organizma prevec zapleteno, jih lahko nekoliko
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bolj poenostavljeno proucujemo v celi¢nih kulturah in na funkcionalnih celi¢nih modelih,
torej izolirane od vplivov ostalih celic in povezav v organizmu. Uporabne primarne kulture
astrocitov predstavljajo pomemben temelj pri bazi¢nih in translacijskih nevroznanstvenih
raziskavah, zlasti kot komponenta eksperimentalnih celicnih modelov v pogojih in vitro
(Nimmerjahn 2009; Kettenmann in Verkhratsky 2011; Nimmerjahn in Bergles 2015). V
zadnjih letih, ko postaja vse bolj pomembno tudi razumevanje patofizioloSkih procesov
nevrodegenerativnih obolenj, kjer igrajo astrociti odlocilno vlogo, je zato tudi poudarek na
njihovi izolaciji vse vecji (Sharif in Prevot 2012). Tezava pri takih raziskavah pa je, da
vecinoma operiramo z astrociti, ki so bili izolirani iz zivalskih tkiv, kar pa predstavlja oviro,
kadar Zelimo raziskovalne izsledke projicirati na ¢loveka. Zato stremimo k uporabi
astrocitov, izoliranih iz ¢loveskega ziveénega tkiva. V raziskavi smo tako Zzeleli razviti
laboratorijski protokol, ki bi bil uporaben za nadaljnje poskuse v pogojih in vitro in bi iz
vzorca mozganov omogocal vzpostavitev uporabne celi¢ne kulture ¢loveskih astrocitov

odraslih darovalcev.

Celi¢ne kulture astrocitov, ki jih navadno uporabljamo v raziskovalni praksi, so v veliki
ve€ini Zivalskega izvora. Izoliramo jih iz Zivalskih tkiv, torej moZganov in hrbtenjace.
Najpogosteje dobimo izvorno zivéno tkivo od glodavcev (Denis-Donini idr. 1984; Garcia-
Abreu idr. 1995). To tkivo je lahko dostopno in na razpolago v zadostnih koli¢inah.
Velikokrat pride v postev tudi tkivo drugih sesalcev, redkeje so izvor tkiva nizji vretencarji.
Kljub dolo€enim prednostim, ki poleg dostopnosti tkiva in ugodnih moznosti za izolacijske
postopke vkljucujejo tudi dobro rast izoliranih celic v kulturi, pa rezultatov poskusov na
zivalskih celicah ni mogoce neposredno prenesti na ¢loveka. Izsledki raziskav na Zivalskih
in ¢loveskih celicah so namre¢ v€asih poponoma nasprotni, prav zaradi razli¢nih fizioloSkih
lastnosti celic (Kimelberg 2004; Lee idr. 2008). Celice zivalskega izvora imajo namreé
drugacne znacilnosti in prav zato v eksperimentalni praksi teZimo k uporabi ¢loveskih kultur

(Kimelberg 2004; Sofroniew in Vinters 2010, 7-9; Chew idr. 2014, 124-125).

Ena od glavnih tezav, ki so povezane s ¢loveskimi astrociti je, da jih je teZko izolirati in
gojiti v celiéni kulturi (Sharif in Prevot 2012). V pogojih in vitro te celice pocasi rastejo,
njihovo gojenje je zapleteno in izkupicek izolacije majhen. Porocil o izolaciji ¢loveskih
astrocitov zato ni veliko in v eksperimentalni praksi so celice zivalskega izvora bolj pogoste,
¢eprav manj uporabne (Nimmerjahn 2009; Sharif in Prevot 2012). Do sedaj je bilo opisanih

je le nekaj zapletenih protokolov za izolacijo humanih astrocitov fetalnega izvora, ki jih
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dobimo iz neonatalnih mozganov (Sharif in Prevot 2012). Podatkov o izolacijskih postopkih
astrocitov odraslih darovalcev ni, predvsem pa ni opisanih kratkih in izbolj$anih izolacijskih
protokolov, ki bi bili uporabni za izolacijo astrocitov pri darovalcih po poskodbi glave in po
operacijah nerupturiranih mozganskih anevrizem (Oberheim idr. 2009, 3276; Chaboub in
Deneen 2012; Sharif in Prevot 2012, 137-138). Znano je namre¢, da astrociti na razli¢ne
vrste mozganskih izultov odgovorijo zelo burno, kar se pozna tudi med izolacijo in kasneje
na morfoloskih in funkcionalnih znacilnostih med rastjo teh celic v kulturi. Prav tako za
izolacijo primarne kulture astrocitov ni primerno mozgansko tkivo, ki je bilo pridobljeno od
bolnikov z moZganskimi tumorji ali nevroloskimi obolenji, saj gre tukaj za degenerirane,
spremenjene in bolne celice. Nasprotno pa imajo astrociti, ¢e je mozgansko tkivo pravilno
odvzeto pri kirurskih oskrbah po poskodbi glave in nerupturiranih mozganskih anevrizem,
drugacéne znacdilnosti, ki so primerljive s tistimi v zdravi, mirni mozganovini. Za proucevanje
celicnih modelov nevrodegenerativnih obolenj in za razumevanje vloge astrocitov v tak$nih
razmerah zato potrebujemo zdrave ¢loveske astrocite (Oberheim idr. 2009, 3277; Sofroniew
in Vinters 2010, 8; Sharif in Prevot 2012, 137). Z namenom izolacije ¢loveskih astrocitov,
ki bi bili uporabni za celi¢no kulturo v funkcionalnih celi¢nih modelih nevrodegenerativnih
bolezni, smo zato v doktorski disertaciji razvili hiter, uporaben in enostaven protokol za
izolacijo in gojenje ¢loveskih astrocitov, pridobljenih iz vzorcev moZganske skorje starejSih
darovalcev. Menimo, da so celice takSnega izvora najbolj primerne za opisane raziskave.
Proucevali smo rast celic in njihove znacilnosti v celi€ni kulturi. Cilj raziskave je bil potrditi,
da je uporabljen laboratorijski protokol ucinkovit ter da je na takSen nacin pridobljena
celi¢na kultura vitalna in stabilna, kar je temelj za nadaljnjo propagacijo teh celic v kulturi
in njihovo uporabo v raziskovalnih laboratorijskih aktivnostih. Po nasem vedenju je to prvo
porocilo o izolaciji odraslih ¢loveskih netransformiranih astrocitov, ki so bili pridobljeni iz
mozganskega tkiva po poSkodbi glave in po operacijah nerupturirnih mozganskih

anevrizem.

3.5.2 lzhira tkiva za izolacijo in postopek izolacije astrocitov

Na zacetku raziskave je bilo najprej potrebno izbrati ustrezno tkivo, ki bi ga lahko uporabili
za izolacijo celic. Astrocite je sicer mogoce izolirati iz najrazli¢nejSih virov. Poleg Cloveka
so opisane tudi izolacije astrocitov iz centralnega ziv€evja ostalih nevretencarjev in

vretenéarjev (Abbott idr. 2012; Bobilya 2012; Zusso in Debetto 2012; Alunni in Bally-Cuif
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2016; Lopez-Ramirez idr. 2016). V znanstveni literaturi je opisanih veliko taksSnih vrst
izolacij teh celic in tudi veliko poskusov izvajajo na takih celicnih kulturah. Problem uporabe
zivalskih celi¢nih kultur pa je, da njihovih znacilnosti ni mogoce popolnoma prenesti na
¢loveka, zato tezimo k uporabi ¢loveskih tkiv, iz katerih lahko take celice dobimo. Astrocite
je mogoce izolirati iz razli¢nih delov ¢loveskih mozganov in znano je, da imajo astrociti iz
razli¢nih regij mozganov tudi razli¢ne znacilnosti (Grupp idr. 2010; Oberheim idr. 2012;
Bellaver idr. 2017). Vzorci c¢loveskega tkiva so lahko pridobljeni iz mozganov
novorojenckov ali odraslih. Prvi so vir fetalnih ali neonatalnih astrocitov, drugi pa so vir
odraslih astrocitov (Sharif in Prevot 2012). Oboji imajo v raziskovalni praksi svoje prednosti
in slabosti. Fetalne ali neonatalne astrocite lahko dobimo iz mozganskega tkiva plodov med
devetim in 22 tednom starosti, odvzetega po abortusih (John 2012, 404; Sharif in Prevot
2012). Dostopnost mozganskega tkiva neonatalnega izvora je tezavna, saj tak$nih posegov
ni veliko, problematic¢en pa je tudi €as za optimalen odvzem tkiva, saj se lahko zaradi hitro
potekajocih nekrobioti¢nih procesov tkivo okvari. Dodatno na prezivetje celic vpliva tudi
Cas prenosa tkiva v laboratorij, ki se lahko zelo razlikuje. Ta Cas je obi¢ajno pri vzorcih
mozganov, odvzetih po abortusih, daljSi kakor pri vzorcih mozganov, odvzetih med
operacijami odraslih. Vsi neonatalni darovalci tudi niso primerni za odvzem tkiva za celi¢no
izolacijo, saj lahko farmacevtska sredstva, ki se uporabljajo za fetalno smrt, vplivajo na
prezivetje celic in tako zmanjSajo moZnosti za uspeSno vzpostavitev primarne celicne
kulture. Tudi razlicna patoloska ter fizioloSka stanja mozganskega tkiva neonatalnih
darovalcev in starostne razlike pri neonatalnih darovalcih lahko vplivajo na izolacijo
astrocitov in povecajo variabilnost od primera do primera (Sharif idr. 2006; Sharif in Prevot
2012). Poleg tega postaja odvzem neonatalnega tkiva v zadnjih letih tudi eticno vprasljiv in
velikokrat poskusov z neonatalnih tkivom ni dovoljeno izvajati (Hansson 1988; Kimelberg
2004; John 2012, 402; Wyss-Coray 2016). Iz nastetih razlogov se v nasi raziskavi nismo
odlo¢ili za neonatalni izvor tkiva, ampak smo se usmerili na mozgansko tkivo odraslih.
Tukaj vzorce mozganskega tkiva najpogosteje odvzamemo med razli¢nimi nevrokirurSkimi
posegi, ki vkljuCujejo kraniotomije zaradi moZzganskih tumorjev, epilepsije ali med
operacijami razli¢nih vrst krvavitev, kot so anevrizme, arteriovenske malformacije ali
znotrajmozganski hematomi (Mizee idr. 2017; Sharif in Prevot 2012). V naSem poskusu smo
se odlocili za resekcijske vzorce iz kortikalnih in subkortikalnih podro¢ij mozganov pri dveh
skupinah pacientov. Prva je vkljuéevala tiste, ki so bili operirani zaradi hude mozganske

poskodbe, kjer je bila operacija potrebna zaradi nekrektomije poskodovanih mozganskih
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podrocij. Druga skupina pa je zajemala darovalce pri operacijah nerupturiranih mozganskih
anevrizem, Kjer je bilo mozgansko tkivo odstranjeno s kupole anevrizme. To je pomembno,
da lahko med operacijo natancno prikazemo celotno anevrizmatsko vreco, preden nanjo
lahko namestimo kirurSko sponko in jo tako izklju¢imo iz krvnega obtoka. Ker je bil cilj
vzpostaviti netransformirano kulturo ¢loveskih astrocitov, je bilo treba pridobiti zdrav del
mozganov. Bolezensko spremenjeno tkivo, kot je na primer tumorsko tkivo, ki ga ostranimo
med kirurSkim posegom kot del zdravljenja osnovne bolezni, ni primerno za izolacijo, saj se
celice ob bolezenskih procesih spremenijo. Prav tako ne moremo uporabiti tkiva,
pridobljenega med operacijami razlicnih mozganskih krvavitev in po kirurski oskrbi
mozganskih poskodb, kjer je tkivo neposredno poskodovano, Ceprav je vcasih taks$nih
vzorcev veliko na razpolago. Mozganska substanca v blizini hematoma ali poskodbe
(penumbra) ni primerna za izolacijo celic, ker je pogosto nekroti¢na ali subviabilna (takrat,
kadar striktno govorimo o obmocju penumbre) (Kimelberg idr. 2006; Sharif in Prevot 2012).
Zato je bilo pri nacrtovanju nasega poskusa zelo pomembno, da je bil vzorec mozganovine
pri pacientih s poSkodbo glave odvzet nekoliko stran od nekroti¢nih predelov, tako da je bilo
tkivo ¢im bolj ohranjeno. Vzorci mozganovine pri operacijah anevrizem so zajemali tanko
plast moZganskega tkiva, ki je pokrivalo anevrizmatsko vre€o in je bilo intaktno ter zaradi
tega idealno za izolacijske postopke. Izolacijski postopki so tukaj zato enostavnejsi in izplen
izolacije je ob vecji koncentraciji celic boljsi. Vsi pridobljeni tkivni vzorci, ki smo jih
uporabili pri poskusu, so bili odve¢no mozgansko tkivo, ki je ustrezalo neokorteksu in spoda;j
leZe€i beli substanci moZzganov. Kadar klini¢ni posegi in eti¢ne zahteve dovoljujejo odvzem
takSne vrste vzorcev, ki jih v normalnih operacijskih razmerah zavrzemo, jih lahko koristno

uporabimo za izolacijo.

Cas prenosa mozganskega tkiva iz operacijskih prostorov do celiénega laboratorija je eden
od bistvenih pogojev za uspesno izolacijo celic (Jakocevski idr. 2009). V nasem primeru je
zna$al do 20 minut. Ostali avtorji navajajo, da je optimalen ¢as prenosa obi¢ajno do dveh ur
in da je Cas prenosa pri neonatalnih mozganih, odvzetih po abortusih, zaradi vseh dodatnih
postopkov priprave po odvzemu daljsi, kakor pa pri odvzemu tkiva odraslih darovalcev po
nevrokirurskih posegih. To tkivo je obicajno tudi bolj stabilno, zato ker je navadno manj
izpostavljeno medikamentoznim vplivom in v laboratorij pride veliko hitreje, kar omogoca

boljse izhodis¢e za izolacijske postopke (Jakocevski idr. 2009; Rustenhoven idr. 2016).
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Glede na uspesno izolacijo astrocitov in dobro rast celic v nasem poskusu, je bil pomemben

dejavnik gotovo tudi ¢as prenosa tkiva v laboratorij.

Pred izvedbo poskusa je bilo potrebno najprej dolociti vrsto, velikost in Stevilo resekcijskih
vzorcev, ki bi bili primerni za izolacijo odraslih astrocitov. Ker je bil cilj poskusa izolacija
netransformiranih celic, torej vzpostavitev nespremenjene, zdrave celicne kulture, smo za to
potrebovali zdrav del mozganov. Skrbno odstranjen zdrav del mozganskega tkiva je bil
odvzet v sterilnih pogojih v operacijski dvorani in pri sobni temperaturi takoj shranjen v
sterilno epruveto s fosfatnim pufrom ali celicnim medijem, da bi preprecili izsuSitev in
zgodni razpad tkiva. Vzorce smo takoj odnesli v celi¢ni laboratorij in zaceli s postopki
izolacije, da bi zaradi avtoliti¢nih procesov v tkivu, ki se za¢nejo Ze takoj po odvzemu,
odmrlo ¢im manj celic in da bi tako bila izolacija celic ¢im bolj u¢inkovita. Skupno smo
odvzeli ve¢ vzorcev mozganskega tkiva. Stirje so izvirali od pacientov s poskodbo
mozganov, dva pa od pacientov po operaciji nerupturirane mozganske anevrizme. Ta dva
vzorca sta bila uporabljena kot kontrola. V tem stanju so namre¢ mozgani mirni in celice
niso izpostavljene Skodljivim draZljajem, kot pri poskodbah ali subarahnoidni krvavitvi.
Kljub temu, da smo iz tkivnih vzorcev mozganskega tkiva, ki smo jih dobili od darovalcev
po poskodbi glave, odstranili vse nekroti¢ne areale in uporabili le popolnoma vitalne dele
vzorca in torej sklepali, da je nevroglija v tem delu nedotaknjena in neaktivirana, smo vseeno
zeleli za kontrolne izolate uporabiti popolnoma intaktno mozgansko tkivo, ki nikakor ni bilo
izpostavljeno kakr$nimkoli inzultom. Idealni tkivni vzorci so zato predstavljali tiste dele

tkiva, ki smo jih odvzeli od pacientov pri operacijah anevrizme.

Pri zacetni obdelavi mozganskega tkiva, odvzetega po poskodbi glave, smo v laboratoriju
posebno skrb namenili pazljivi obdelavi vzorca. Locili smo poskodovano mozgansko tkivo,
uporabili pa le intaktne dele vzorca. Tudi ostali avtorji navajajo, da sta kvaliteta tkiva in
njegova priprava bistveni za uspeh izolacije, predvsem kar se tice obdelave tkivnega vzorca
pred izolacijskimi postopki (Kimelberg 2004; Lee idr. 2008; Oberheim idr. 2009; Sharif in
Prevot 2012). Potrebno je odstraniti vse nekroti¢ne dele, kar lahko opravimo v grobem Ze v
operacijski dvorani, takoj po odvzemu tkiva, ali pa v celi¢nem laboratoriju, kje lahko $e bolj
natan¢no lo¢imo neuporabne dele od zdravih, uporabnih. Predvsem moramo biti pozorni, da
tkivni vzorci niso preve¢ kontaminirani s krvjo, saj eritrociti lahko motijo proces celi¢ne
izolacije. Tudi odmrle celice, kadar jih je v vzorcu prevec, lahko zavirajo rast primarne

kulture ali pa pove¢ajo moznost njene kontaminacije (Sharif in Prevot 2012; Wu idr. 2019;
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Zhang idr. 2020). V nasem poskusu smo vse nekroti¢no tkivo odstranili, Stevilo eritrocitov
pa smo zmanjsali z veckratnim spiranjem s fosfatnim pufrom in rastnim medijem. Med rastjo

astrocitov nismo imeli tezav zaradi prisotnosti drugih vrst kontaminantnih celic.

Med izolacijskimi postopki je bilo potrebno razviti u€inkovito tehniko za vzdrzevanje
izoliranih celic, kar pogosto predstavlja izziv (Lee idr. 1992; Sarthy 2007; Chaboub in
Deneen 2012). Izolacija odraslih ¢loveskih astrocitov je namre¢ tezavna, saj se lahko zgodi,
da v pogojih in vitro te celice hitro odmrejo. Poleg tega lahko med postopki izolacije pride
do kontaminacije z bakterijami in glivami, kar vodi do slabe rasti in propada celi¢ne kulture.
Naslednja nevarnost je, da se lahko kljub idealnim lastnostim netransformirana celi¢na
kultura dediferencira in celice po dolo¢enem Stevilu pasaz izgubijo svoje fenotipske

znacilnosti. To je mogoce nekoliko popraviti s posebnimi pogoji gojenja in selektivnimi

2017). Nasi astrociti so ohranili znacilnosti tkiva, iz katerega so bili izolirani. Tudi

bakterijskih ali glivicnih okuzb nismo belezili.

Vsi postopki izolacije astrocitov in znacilnosti rasti so bili pri vseh Sestih izolacijah podobni.
Celice so dobro rasle in nismo opazili, da bi bili izolati po poskodbi moZganov drugacni, da
bi imele celice spremenjene lastnosti, da bi pocasneje rasle ali da bi se od kontrole
razlikovale po morfologiji. Tudi odstopanj v karakterizaciji celic, opisani v sledecih
odstavkih, nismo opazili. Primarna kultura je bila konfluentna po enem mesecu in v kulturah
ni bilo opaziti morfoloskih razlik. Vitalnost kultur po ponovnem nasajanju in odmrzovanju
je bila 95 %. Za doseganje konfluence so celice potrebovale en mesec, do zamrznitve pa smo
so fetalni astrociti prav tako potrebovali en mesec, da so dosegli konfluenco (Sharif idr.
2006; Sharif in Prevot 2012). Nasprotno pa so se fetalni astrociti razmnozevali $tiri do Sest

mesecev, po tem Casu pa so zaceli kazati znake staranja (Sharif in Prevot 2012).

Nase celice smo gojili do pete pasaze, nato pa smo jih zamrznili, shranili v tekocem duSiku,
jih nato odmrznili in ponovno nasadili. Tudi te celice so normalno rasle. Glede na te rezultate

menimo, da je metoda, opisana v protokolu, ponovljiva.
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3.5.3 Znacilnosti izolacije odraslih astrocitov

Tipicne znacilnosti astrocitov smo med rastjo opazovali pod invertnim svetlobnim
mikroskopom. Astrociti v celi¢ni kulturi nimajo enake oblike kot v pogojih in vivo in lahko
spremenijo svojo morfologijo, odvisno od koncentracije celic v kulturi in od gostote gojenja
(Sharif in Prevot 2012; Rustenhoven idr. 2016). V poskusu smo opazili, da so se astrociti
med rastjo kulture spreminjali. Takoj po nasaditvi in med zgodnjim pritrjanjem so bile celice
najprej okrogle in zaobljene. Po 24 urah se je vecina celic pritrdila na podlago in takrat so
bile vidne spremembe oblike iz okrogle v bolj poligonalno. V kulturah z nizko gostoto so
odrasli astrociti kazali poligonalno obliko z gostimi aktinskimi filamenti ob celi¢nih
membranah. Znacilna oblika jedra je variirala od poligonalne do okrogle in trikotne, oblika
celic pa se je med postopkom pritrjevanja in predvsem med rastjo spreminjala od okrogle ali
ovalne do poligonalne ali fusiformne, kar je bilo znacilno za njihovo rast v konfluentni
kulturi. Celice so imele kratke, debele izrastke in dolge, tanke podaljske. Nasprotno pa so
celice v polni konfluenci spremenile svojo morfologijo in so postale bolj okrogle. O
podobnih opazanjih so porocali tudi drugi raziskovalci. Ko so astrociti nacepljeni v gojilne
posodice, se med rastjo oblikujejo najprej enoslojne kolonije celic, ki vsebujejo velike,
okrogle in ploscate celice. Te gojilne posodice vsebujejo intakten monosloj astrocitov, ki so
podolgovati, plosc¢ati in podobni fibroblastom (Oberheim idr 2009; Kim in Magrané 2011;
Sharif in Prevot 2012). Po enem mesecu in vitro je kultura sestavljena iz enoslojnih ploscatih
celic, ki Ze 1zrazajo GFAP. V kulturah z nizko gostoto imajo astrociti poligonalno obliko. V
kulturah z visoko gostoto pa se aktinski citoskelet sosednjih celic prekriva in prerazporedi.
Tukaj postanejo celice zato bolj zaobljene (John 2012; Oberheim idr 2009; Sharif in Prevot
2012). To je odvisno tudi od tega, od kod so astrociti izolirani, npr. iz hipotalamusa,
mozganske skorje in subkortikalne mozganovine. Astrociti iz hipotalamusa imajo, na

primer, bolj heterogene morfoloske znacilnosti (Sharif in Prevot 2012).

V konfluentni kulturi so imeli odrasli astrociti videz bledo obarvanih celic, z ovalnimi do
okroglimi (pri protoplazmatskih astrocitih) ali lobatnimi (pri fibroznih astrocitih) jedri z
malo ali ni¢ opazne nukleoplazme. Celice so rasle v gojilnih posodicah v enem sloju, ko je
kultura postala konfluentna, pa se je rast ustavila. Celice se niso kopicile v kupolah ali rasle
v ve€ plasteh. To kaze, da je bila kontaktna inhibicija ohranjena, kar je edinstvena znacilnost

netransformiranih celic in je ne opazimo pri rakavih linijah (Allen in Barres 2009; Sharif in

118



Prevot 2012; Allen 2014). Celice med rastjo do pete pasaze tudi niso kazale znakov celi¢ne
senescence. Po podatkih iz literature je znano, da imajo astrociti, pridobljeni iz mozganov
odraslih darovalcev, zelo omejeno proliferacijsko aktivnost in jih ni mogoce zlahka
subkultivirati (Sharif in Prevot 2012). V nasem poskusu smo dokazali, da se astrociti,
pridobljeni iz odraslih moZganov, v kulturi zlahka razmnoZzujejo in lepo rastejo. Tako
izolirani astrociti iz odraslih mozganov in gojeni z opisano tehniko na osnovi medija, ki
izkoris¢a adherentne lastnosti teh celic, kazejo visoko stopnjo Cistosti, zaradi katere SO

primerni za skoraj vse vrste raziskav in vitro.

Primarne kulture astrocitov izraZzajo pomembne oznacevalce. Najpomembnejsi so GFAP,
S100B in GLAST (Kimelberg 2004; Lee idr. 2008; Bedner idr. 2009; Nimmerjahn 2009;
Sofroniew in Vinters 2010). Zato smo fenotipsko in funkcionalno opredelitev izoliranih celic
opravili z imunocitokemijo in dolocanjem teh klju¢nih astrocitnih oznacevalcev.
Imunocitokemicne tehnike omogocajo odkrivanje specificnih molekularnih oznacevalcev v
astrocitih in so bistveno orodje za identifikacijo in karakterizacijo izoliranih celic. Glavna
prepoznavna ultrastrukturna znacilnost astrocitov je prisotnost intermediarnih filamentov
(glialnih fibril), ki so veliko bolj izraziti pri fibroznih kot pri protoplazmatskih astrocitih.
Glavna sestavina glialnih fibril je GFAP, ki je specifien za astrocite, tako in situ, kot v
celicni kulturi. GFAP je prototipni oznacevalec za imunocitokemicno identifikacijo
astrocitov, saj je zelo obcutljiv in zanesljiv oznacevalec, zato ga vedno uporabljamo pri
imunocitokemicnih opredelitvah astrocitnih kultur (Kimelberg 2004; Lee idr. 2008;
Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012). Poleg GFAP pa primarne kulture
astrocitov izrazajo tudi druge pomembne oznacevalce, kot sta proteina GLAST in S100B, ki
se specificno izrazata le v astrocitih (Kimelberg 2004; Nimmerjahn 2009; Bedner idr. 2019).
Astrociti, ki smo jih izolirali, so bili oznaceni s protitelesi, usmerjenimi proti GFAP, GLAST
in S100B, torej proti glavnim in najpomembnej$im astrocitnim oznacevalcem. Glede na
imunocitokemi¢no analizo je ve¢ kot 95 % celic izrazalo testirane oznacevalce.
Imunocitokemi¢na karakterizacija naSih celic je potrdila, da kultura in vitro izraza testirane
astrocitne oznacéevalce. V primerih z ve¢ pozitivnimi oznacevalci v kulturi je ta kombinacija
oznacevalcev boljSa in zadostuje za potrditev fenotipa astrocitnih celic (Eng idr. 2000;
Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012; Sofie idr. 2012; Barres 2014; Chew idr.
2014; Verhatski idr. 2014; Goldman in Kuypers 2015). Ker smo za naSe astrocite iz
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Cloveskih mozganov uporabili kombinacijo specificnih oznacevalcev (GFAP, GLAST,

S100B, ki so bili vsi pozitivni), smo lahko prepricani, da so bile izolirane celice res astrociti.

Morfologijo izoliranih astrocitov smo dolo€ili z barvanjem s fluorescencnim barvilom
Phalloidinom, ki selektivno obarva aktinski citoskelet. V celi¢ni kulturi smo dokumentirali
spremembe v obliki celic, ki so se spreminjale med poligonalnimi in zvezdastimi (stelatnimi)
oblikami. Glede na intenzivnost barvanja se je razlikovala tudi vsebnost znotrajceli¢nega
aktina. Pri stelatnih oblikah ni posameznih aktinskih vlaken, namesto tega pa se vzpostavijo
aktinske mreze. Nasprotno pa astrociti, ki zavzamejo poligonalno obliko v pogojih in vitro,
vsebujejo vidna posamezna aktinska vlakna (Rotty idr. 2015). Pregled morfoloskih lastnosti
celi¢ne kulture astrocitov je tudi pokazal, da so se odrasli astrociti delili do konfluence in so
izrazali bistvene glialne lastnosti. Njihov profil je bil tako bolj podoben tistim v odraslih
mozganih, kar je Se posebej pomembo pri uporabi teh celic za raziskovanje staranja zivéevja.
Funkcionalni celicni model s takim celicami bi lahko predstavljal koristno podlago za Studije
funkcij odraslih astrocitov v pogojih in vitro (Sofroniew in Vinters 2010; Verkhratsky 2010;
Shandra in Robel 2019).

3.5.4 Prednosti in slabosti celi¢ne kulture astrocitov ter potencialne tezave med izolacijo

Pri izolaciji astrocitov je ena glavnih omejitev ta, da metode gojenja zrelih ali odraslih
astrocitov Se niso popolnoma razvite (Sofroniew in Vinters 2010). Tehnika, ki sta jo leta
1980 razvila McCarthy in de Vellis, pri kateri so bili astrociti izolirani iz mozganov zarodkov
glodavcev, je dolgo sluzila kot prototip za njihovo izolacijo. Veliko nasega znanja o
delovanju astrocitov, sinaptogenezi in njihovi vlogi pri prezivetju nevronov izhaja prav iz
studij teh celic (Sofroniew in Vinters 2010; Verkhratsky 2010). Ceprav so astrocitne kulture,
izolirane s tehniko po McCarthyju in de Vellisu, izboljsale nase razumevanje o delovanja
astrocitov, saj je bilo s tem omogoceno SirSe dostopno proucevanje izoliranih astrocitnih
kultur, pa imajo Stevilne pomanjkljivosti. Ena glavnih je, da s to izolacijsko tehniko dobimo
populacijo celic, ki izrazajo astrocitne oznacevalce, za katere pa se zdi, da dolocajo nezrel
ali reaktiven fenotip celic. Med postopkom izolacije prezivi in se razmnozuje le majhen
odstotek celic in zato taka populacija celic ni perspektivna na dolgi rok, saj je izjemno hitro
podvrzena celi¢ni senescenci. Poleg tega se na ta nacin izolirane celice s¢asoma razslojijo v
dve populaciji, astrocite in oligodendrocite. Slednji v celi¢ni kulturi rastejo ¢isto na povrsini

gojilnih posodic, na vrhu astrocitov, in jih je mogoce lociti, tako da v Cisti kulturi kon¢no
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ostanejo le astrociti (Nimmerjahn 2009; Verkhratsky 2010). Tehnika izolacije po
McCarthyju in de Vellisu je zapletena in je bila prvotno razvita za izolacijo astrocitov
glodavcev, z nekaterimi spremembami pa je bila prenesena in uporabljena za izolacijo
¢loveskih astroctov, saj drugih izolacijskih tehnik takrat ni bilo na razpolago. Tudi danes jo
vecinoma uporabljamo le Se za izolacijo astrocitov glodavcev in za Cloveske astrocite
novorojenckov, saj lahko ti lazje prezivijo in se razmnoZzujejo v pogojih in vitro, ¢e jih
primerjamo z astrociti odraslih darovalcev (Bignami idr. 1972; Chaboub in Deneen 2012).
Druge tehnike izolacije so prav tako dolgotrajne in zapletene, predvsem kar se tice
purifikacijskih postopkov in nacina gojenja astrocitov v kulturi, saj je znano, da astrociti v
kulturi ne rastejo enostavno (Sharif in Prevot 2012). Posebna in zelo dobra izolacijska
tehnika je imunopaning. To je nova tehnika, ki omogoc¢a tako imenovano prospektivno
izolacijo astrocitov (Giffard in Ouyang 2009; Chaboub in Deneen 2012). Ker vkljuéuje
neposredno izbiro celic brez Stevilnih korakov, kot jih imamo pri do sedaj opisanih
izolacijah, omogocCa izbiro reprezentativne populacije astrocitov iz celotne celicne
suspenzije. Imunopaning je zelo nezen postopek, pri katerem dobimo vitalne celice, ki jih
lahko na koncu priprave gojimo v gojiS¢u brez seruma, ki vsebuje heparin vezujoci
epidermalni rastni dejavnik (ang. heparin binding epidermal growth factor). Ta rastni
dejavnik je kljuCen za preZivetje astrocitov v celi¢ni kulturi. Astrocite, izolirane z metodo
imunopaninga, lahko v celi¢ni kulturi dolgo vzdrzujemo. Celice lahko tako rastejo celo vec
kot dva tedna. V nasprotju z astrociti, izoliranimi z imunopaningom, imajo celice, izolirane
z drugimi tehnikami, kraj$o Zivljenjsko dobo v pogojih in vitro. Dobra stran je tudi, da
astrociti, izolirani z imunopaningom, ohranijo svoje genske profile in fenotipske znacilnosti
in to celo bolj kot tisti, izolirani z metodo po McCarthyju in de Vellisu. Ugotovili so, da
lahko tudi v pogojih in vitro spodbujajo prezivetje nevronov ter oblikovanje in delovanje
sinaps. Ti rezultati kazejo na pomembnost izolacije astrocitov z imunopaningom za namene
preucevanja njihovih bioloskih znacilnosti. Poleg tega je ta tehnika izolacije primerna tudi
za izolacijo astrocitov pri drugih zivalskih vrstah, ne le pri glodavcih. V literaturi je do sedaj
le nekaj opisov izolacije astrocitov s to tehniko pri ¢loveku, za metodo pa je potreba posebna
oprema in postopki, ki pa jih v vseh raziskovalnih laboratorijih nimajo ali pa ne uporabljajo
(Hansson 1988; Montgomery 1994; Giffard in Ouyang 2009; Nimmerjahn 2009; Chaboub
in Deneen 2012). Z metodo, ki smo jo opisali v nasi raziskavi, pa smo dokazali, da je
mogoce stabilno in uporabno kulturo teh celic pridobiti tudi s hitro in relativno enostavno

tehniko, ki jo lahko uporabimo v vecini celi¢nih laboratorijev.
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Med postopkom izolacije astrocitov vedno obstaja dvom, da celice, ki smo jih izolirali in jih
gojimo v kulturi, morda niso ciljne celice. Pri izolaciji katerihkoli mozganskih celic, v naSem
primeru astrocitov, so vedno prisotne tudi druge, nezelene celice ali kontaminantne celice,
vkljuéno z mikroglijo in oligodendroglijo (Giffard in Ouyang 2009; Chew idr. 2014).
Astrociti so najStevilnej$a vrsta celic v mozganih (Bignami idr. 1972; Montgomery 1994;
Nimmerjahn 2009; Sofroniew in Vinters 2010; Zhang in Barres 2010; Chaboub in Deneen
2012; Chew idr. 2014). Delez astrocitov se med mozganskimi regijami in v nekaterih
mozganskih obmocjih sicer razlikuje. Tako astrociti lahko predstavljajo tudi od 20 % do 25
% ali celo do 50 % celotne mase mozganov (Hansson 1988; Montgomery 1994; Nimmerjahn
2009). Oligodendrociti niso tako pogosto zastopani kot astrociti. Med izolacijo je zato
potrebno postopke prilagajati in na razlicnih stopnjah preverjati, ali so nezelene celice
odstranjene ter ali v kulturi res raste ciljna vrsta celic (Bignami idr. 1972; Hansson 1988;
Nimmerjahn 2009; Chaboub in Deneen 2012). Tudi postopki izolacije razli¢nih vrst
mozganskih celic se zato med seboj razlikujejo. Postopek izolacije astrocitov je drugacen v

primerjavi z izolacijo oligodendroglije.

Izolacija astrocitov je razmeroma lazja od izolacije oligodendrocitov (ali oligodendrocitnih
progenitornih celic (OPC)). Je tudi tehni¢no manj zapletena in hitrejSa. Prvic, delez
astrocitov v moZganih je vecji v primerjavi z oligodendrociti, zato so to glavne celice v
meSani primarni celi¢ni kulturi (Bignami idr. 1972; Montgomery 1994; Nimmerjahn 2009;
Sofroniew in Vinters 2010; Zhang in Barres 2010; Chaboub in Deneen 2012; Jungblut idr.
2012; Chew idr. 2014). Astrocitne kulture obi¢ajno vsebujejo manj kot 5 % mikroglije in

neznatno Stevilo nevronov ali oligodendrocitov (Giffard in Ouyang 2009).

Drugic, protokol za izolacijo oligodendrocitov se mo¢no razlikuje od protokola za astrocite
in je tezji tudi od gojenja drugih vrst celic, na primer mikroglije, ependimskih ali vaskularnih
celic. V meSanih glialnih kulturah iz mozganskega tkiva astrocite in oligodendrocite pogosto
lahko pridobimo z vzpostavitvijo mesanih glialnih kultur (Levine 1989; Chew idr. 2014).
Protokoli za izolacijo oligodendrocitov so opisani drugje (Giffard in Ouyang 2009;
Jakovcevski idr. 2009; Goldman in Kuypers 2015). Pri gojenju primarne kulture je mogoce
dobiti Ciste pripravke astrocitov z vec kot 95 % homogenostjo. V priblizno enem tednu se
astrociti ze razmnozijo in zrastejo v enoslojno plast. Gojilne posodice tako vsebujejo
monosloj astrocitov in nekaj oligodendrocitov, razprSenih po povrsini (Giffard in Ouyang

2009). V nasem poskusu med rastjo kulture nismo opazili dodatnih celi¢nih plasti nad
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astrociti. Gojilne posodice so vsebovale le eno plast astrocitov. Oligodendrocite in OPC smo
odstranili med menjavanjem celicnega medija, z izpiranjem celi¢ne kulture in med
precepljanjem celic. Astrociti se tudi hitreje razmnozujejo kot oligodendrociti. Poleg tega pa
celice, ki so v celi¢ni kulturi zastopane v manjsini, med rastjo prevladujoce vrste celic
postopoma izginejo iz kulture (Levine 1989; Chew idr. 2014; Goldman in Kuypers 2015).
Tudi v literaturi opisani protokoli, Ceprav redki za izolacijo Cloveskih astrocitov, so skladni
z nasimi opazanji in ne porocajo o tezavah z oligodendrociti kot kontaminantami (Levine
1989; Giffard in Ouyang 2009; Jakovcevski idr. 2009; Chew idr. 2014; Goldman in Kuypers
2015).

Tretji¢, oligodendrociti v kulturi se po velikosti, obliki, morfologiji in razvejanosti celi¢nih
izrastkov popolnoma razlikujejo od astrocitov, zato je pod mikroskopom mogoce razlikovati
eno vrsto celic od druge (Giffard in Ouyang 2009; Jakovcevski idr. 2009; Chew idr. 2014,
Goldman in Kuypers 2015). V nasi kulturi nismo opazili nobenih celic, ki bi bile podobne

oligodendrocitom.

Cetrti¢, oznadevalci v oligodendrocitih se mo¢no razlikujejo od oznadevalcev v astrocitih.
GFAP se v oligodendrocitih ne izraza (Sarthy 2007; Giffard in Ouyang 2009; Nimmerjahn
2009; Middeldorp idr. 2011; Sofie idr. 2012; Barres 2014; Chew idr. 2014). Poleg tega je
uporaba izraZzanja GFAP kot oznaCevalca za astrocite utemeljena z ugotovitvami, da so samo
astrociti v postnatalnih mozganih izrazali gen za GFAP in da se njegovo izrazanje poveca
med sedmim in 15. dnevom v rasti in vitro (Nakagawa in Schwartz 2004; Giffard in Ouyang
2009). Za identifikacijo naSih celic smo zaradi ve¢je natancnosti in varnosti dolocali ve¢
celi¢nih oznacevalcev. Ker je bilo vec¢ kot 95 % izoliranih astrocitov nanje imunopozitivnih,
smo lahko potrdili, da so bile izolirane celice res astrociti. Nasprotno so nekateri drugi avtorji
astrocite potrdili le na podlagi pozitivnosti na GFAP (Temple in Alvarez-Buylla 1999;
Kimelberg 2004; Sarthy 2007; Wang in Bordey 2008; Barres 2014). Tudi celice mikroglije
predstavljajo enega od potencialnih kontaminant. V ¢loveskih mozganih je mikroglija
prisotna v vseh regijah in predstavlja velik deleZ vseh moZganskih celic, po ocenah tudi do
12 % (Parhkurst in Gan 2010). Ceprav je celi¢ne kulture astrocitov razmeroma enostavno
vzpostaviti, so te lahko pogosto kontaminirane z mikroglialnimi celicami, ki so lahko
prisotne tako nad kot pod monoslojem astrocitov. Mikroglijo odstranimo z mehanskim
loCevanjem z uporabo fizikalnih lastnosti teh celic (Montgomery 1994; Oberheim idr. 2009;
Sharif in Prevot 2012; Chew idr. 2014; Condic idr. 2014; Agalave 2020). Da bi lahko iz
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naSih izolatov odstranili celice mikroglije, smo osnovni protokol za izolacijo astrocitov
kasneje prilagodili. Ta je najprej vkljuceval pripravo primarne celiéne kulture iz
mozganskega tkiva, nato pa smo celice mikroglije med menjavanjem gojis¢a odstranili z
izpiranjem s celicnim medijem, saj so bile te le ohlapno pritrjene na povrSino gojilnih
posodic. Koli¢ino mikroglije je na takSen nac¢in mogoce zmanjsati do 5 % ali manj, po
mnenju nekaterih avtorjev pa celo na manj kot 1 % (Giffard in Ouyang 2009; Uliasz idr.
2012; Welser in Milner 2012). Nase kulture so imele visoko Cistost astrocitov, celice
mikroglije pa smo odstranili, kot je opisano zgoraj. Na ta na¢in smo v vseh korakih med

procesom gojenja astrocitov koli¢ino mikroglialnih celic zmanjSali na manj kot 5 %.

Vir in stanje vzorca mozganskega tkiva sta izjemno pomembna za uspeh izolacije vseh
mozganskih celic, ne le astrocitov (Knowlton idr. 2018; Kobayashi idr. 2019, 956-957;
Azzarelli 2020, 2). Pacienti po poSkodbi glave so pogosto darovalci tkiva za izolacijo
astrocitov (Oberheim idr 2009; Sharif in Prevot 2012). Ena od pomembnih funkcionalnih in
morfoloskih sprememb astrocitov v takSnem patofizioloskem stanju je njihovo nabrekanje
ali otekanje zaradi nastanka citotoksi¢nega edema (Montgomery 1994; Nakagawa in
Schwartz 2004; Sofroniew in Vinters 2010). Poleg poskodbenih vzrokov se lahko z
otekanjem astrocitov kazejo tudi druge motnje v delovanju Zivénega sistema, kot so
presnovne bolezni (hiperamonemija in hipoglikemija), ishemija, hipoksija in celicne
spremembe med epilepticnimi napadi. Vse to so nenadzorovana stanja, saj na celice
neposredno ne moremo vplivati, vsaj ne takoj na zacetku oziroma takoj po koncu delovanja
Skodljivih dejavnikov. Pri pacientih po moZganski poskodbi pride do razli€nih sprememb,
med drugim do sprememb v koncentraciji zunajceli¢nih ionov, vkljuéno z zmanjSanjem
koncentracije Na*, C1” in Ca?*, povedanjem koncentracije K*, zmanj$anjem zunajceli¢nega
pH in kopienjem ekscitatornith nevrotransmiterjev. To je lahko povezano z vec
spremembami v delovanju, izraZzanju celi¢nih proteinov, tudi stresnih, in v morfologiji
astrocitov (Montgomery 1994, 146; Sofroniew in Vinters 2010, 8-9). Reaktivni astrociti v
odraslih mozganih, ki nastanejo kot odgovor na poskodbo in se nato razmnozijo v kulturi,
tako ponovno izrazajo nekatere oznaCevalce razvijajoCih se astrocitov, ki jih sicer pri
odraslih celicah ni ve¢, vklju¢no z geni za vezavo DNK, apoptozo, uravnavanje celi¢nega
cikla, celi¢cno adhezijo, citoskelet in tvorbo molekul ekstracelularnega matriksa ter geni za
prenos signalov. Obicajno odrasli astrociti v primerjavi z neonatalnimi izrazajo ve¢ genov

za presnovne encime (Nakagawa in Schwartz 2004, 203-206; Chew idr. 2014, 125-134).

124



Najbolj opazna morfoloska sprememba je nabrekanje astrocitov, ki je reverzibilna,
morfologija pa se spremeni, ko se celice ustalijo v kulturi. Tudi u¢inek nevrotransmiterjev
sCasoma zbledi in med nadaljnjim precepljanjem v celi¢ni kulturi morfoloske razlike niso
ve¢ tako izrazite (Montgomery 1994; Sofroniew in Vinters 2010; John 2012; Sharif in Prevot
2012). Drugi avtorji so opisali enaka opaZanja, kot smo jih potrdili pri naSih celicah
(Oberheim idr. 2009; Sharif in Prevot 2012). Omejitve izolacije astrocitov iz mozganskega
tkiva, pridobljenega po mozganskih poSkodbah, torej vkljuCujejo ponovno izrazanje in
spreminjanje celicnih oznacevalcev, spremembe v izrazanju beljakovin in posledi¢no
spremembe v imunocitoloSkih barvanjih, morfoloSke spremembe, mozne poskodbe celic
zaradi zunajceli¢nega in znotrajcelicnega edema, ki ga povzroci poskodba (tukaj ne mislimo
le na travmo ampak na vsak inzult, ki vpliva na celicno delovanje), posledi¢no tezave v rasti
celi¢ne kulture in manjse stevilo pasaz (Kimelberg 2004; Middeldorp in Hol 2011; Sharif in
Prevot 2012; Chew idr. 2014; Barres 2014). Do dolo¢ene mere se tem tezavam med celi¢no
izolacijo lahko izognemo s skrbno pripravo tkivnega vzorca, ki pa se zaéne ze takoj po
odvzemu. Morfoloske spremembe so namre¢ odvisne od lokacije tkiva, ki je bilo
poskodovano, to je od lokacije poskodbe, ki je prizadela mozgansko tkivo (Tatter 1999, 780;
Sharif in Prevot 2012). V nasem poskusu tkiva nismo odvzeli neposredno iz podrocja
poskodbe (na primer zmeckana, kontudirana moZganovina) ali iz penumbre, kjer je
moZganovina sicer poSkodovana, vendar Se vedno vitalna. Pazili smo, da smo uporabili tkivo
z roba izrezanega vzorca, kjer je bilo mikroskopsko intaktno. Na ta nacin je mogoce delno
uravnoteZiti vir tkiva in stanje celic, ki so namenjene izolaciji, tako da uporabimo le ¢im bolj
ohranjeno tkivo. V veliki meri je to tudi odvisno do narave poSkodbe in vrste kirurSkega
posega, zato vsi darovalci po poskodbi glave tudi niso primerni za odvzem (Tatter 1999;
Sudhakar in Richardson 2019). Za kontrolno smo v poskusu uporabili vzorec mozganskega
tkiva, ki je bil odvzet med operacijo nerupturirane anevrizme, torej tega tkiva niso prizadela
patoloska stanja. V celi¢ni kulturi nismo opazili razlik v morfologiji astrocitov, izoliranih iz
tkiva po poskodbi in pri operaciji anevrizme. Tudi izraZanje celicnih oznadevalcev med
imunocitokemi¢nimi barvanji je bilo v vseh vzorcih enako. To pomeni, da predstavljajo tudi
pacienti po poSkodbi mozganov dober vir tkiva za izolacijo, Ce je to pred laboratorijskimi

postopki dobro pripravljeno.

Pomembno omejitev takSne raziskave lahko predstavlja dostopnost ustreznih vzorcev

mozganskega tkiva (Tatter 1999, 780; Teo 2010, 583; Sharif in Prevot 2012). Do njih v¢asih
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ni lahko priti, ker je potrebno pocakati na primerne operacije, upostevati pravilen nacin
kirurSkega odvzema tkiva in nato vzorce hitro prenesti v laboratorij, da preprecimo
propadanje tkiva v tranzicijskem ¢asu. Omejitev predstavlja tudi tezavna rast izolirane
kulture astrocitov, saj je iz literature znano, da astrociti odraslih darovalcev v celi¢ni kulturi
tezko rastejo in imajo omejeno Stevilo delitev (Tatter 1999, 780; Sharif in Prevot 2012). Prav
tako moramo pridobiti zadostno $tevilo celic in ¢isto kulturo astrocitov, brez primesi drugih
celic glije. Le Cista astrocitna kultura je primerna za nadaljnje poskuse na funkcionalnih
celi¢nih modelih, kar smo ze opisali v zgornjih odstavkih. Vzpostavitev primarne kulture
astrocitov je tudi ¢asovno dolgotrajna (Gradisnik idr. 2020; Sharif in Prevot 2012). Ostali
negativi vidiki celi¢nih kultur predstavljajo visoke stroSke potro$nega in laboratorijskega
materiala ter celi¢nih medijev in ostalih reagentov, obcutljivost celi¢nih kultur na rastne
pogoje in moznost okuzbe, obcutljivost celicnih kultur na rastne pogoje, kamor ne sodi le
tveganje za primarno kontaminacijo, ko so mikroorganizmi prisotni Ze v samem tkivnem
vzorcu, ampak tudi moznost navzkriznih prenosov okuzbe v laboratoriju. Celi¢na kultura se
lahko med gojenjem in precepljanjem dediferencira, celice pa tako izgubijo fenotipske
znacilnosti, ki so jih imele v tkivu, od koder smo jih izolirali (Freshney 2000, Freshney 2006,

256-277; Gradisnik 2014, 40-42).

Med poskusom smo se nekaterim omejitvam izognili s skrbno pripravo tkivnega vzorca, s
prilagajanjem poskusnih pogojev in z natanénim spremljanjem celi¢ne kulture med rastjo.
Tako ve¢jih tezav ob upostevanju dosedanjih porocil iz literature in skrbnem laboratorijskem
delu nismo opazali. Celce so dobro rasle tudi po tem, ko smo jih ponovno odtalili iz vial v
tekocem dusiku, kjer so bile shranjene. S tem smo potrdili, da je celi¢na kultura uporabna na
dolgi rok in da celice ohranijo svoj potencial rasti tudi po zamrzovanju, kar je vazno za
nadaljnjo propagacijo celic pri poskusih. Shranjene celice so pomembe tudi zato, ker so na
razpolago v zadostnih koli¢inah za kasnejSe poskuse in zato nove izolacije iz tkivnih
vzorcev, ki so zapletene in dolgotrajne, potemtakem niso vec potrebne (Oberheim idr. 2009;
Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012; Gradisnik idr. 2020). Glavne prednosti
celi¢ne kulture odraslih ¢loveskih astrocitov vidimo pri razli¢nih raziskavah, ki vkljucujejo
moznost izvajanja biokemicnih analiz posameznih opredeljenih vrst celic, manjSo
kompleksnost celic (v primerjavi s celotnimi mozgani), moznost popolnega nadzora
celicnega okolja, slikanje posameznih celic in elektrofiziologijo ter celi¢no kokulturo in

manipulacijo izraZzanja genov (John 2012). Odrasli astrociti vsebujejo dobro vzpostavljene
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povezave in so bolj organizirani kot v neonatalnih mozganih, ki so plasti¢ni in labilni na
drazljaje. Zato se lahko kulture astrocitov, pridobljene od odraslih ljudi, odzivajo bolj
zanesljivo in lahko pomagajo pojasniti vlogo astrocitov v razmerah in vivo (Nedergaard idr.
2003; Parkhurst in Gan 2010; Condic idr. 2014). Tako je primerneje te celice preucevati
lo¢eno, in sicer v pogojih in vitro, kjer lahko odstranimo ostale, mote¢e dejavnike, ki bi sicer
vplivali na celi¢no delovanje (Denis-Donini 1984; Morga idr. 1999; Zhang in Barres 2010;
John 2012). V raziskavi smo potrdili, da je predstavljen protokol za izolacijo astrocitov hiter
in uporaben in da omogoca vzpostavitev uporabne celi¢ne kulture, kljub poroc¢ilom nekaterih
avtorjev, da je to tezavno (Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012). Tako menimo,
da so bili cilji raziskave dosezeni. Smiselne bi bile Se nadaljnje raziskave z drugimi vrstami
mozganskih celic, kot so mikroglija in celice oligodendroglije, mikrovaskularne celice in
mogoce izolacije nevronov, kar pa je tehni¢no zelo zahtevno. Vse te celice bi lahko v
raziskovanih modelih vkljucili v kokulture, razlicne funkcionalne celicne modele in poskuse
za izdelavo sferoidov za raziskave v medicini, biokemiji, farmaciji, in na doloceni tocki
predvsem kot verodostojno zamenjavo za poskusne zivali. To so le majhni koraki, ki bodo
v prihodnosti omogocili boljSe poznavanje delovanja moZganskih celic in njihovih interakeij
ter s tem tudi njihove vloge pri nevrodegenerativnih obolenjih (Wassmer idr. 2020; Kitamura
idr. 2021; Ko idr. 2021; Kumarasamy idr. 2021; Li idr. 2021; Parker Struckhoff in Del Valle
2021; Qian idr. 2021).

3.5.5 Izhodisca za nadaljnje raziskave

Nadgradnja uporabe astrocitne celicne kulture je njihovo vklju€evanje v interakcije z
ostalimi celicami v tako imenovane celicne ko-kulture in kombinacija celi¢nih kultur z
biomateriali. Tkivno inZenirstvo je obetavna alternativa poskusom na Zivalih in je idealna
priloZnost za razvoj in testiranje razli¢nih biomaterialov za proucevanje vrascanja celic in
obnove tkiv (Nedergaard idr. 2003; Parker Struckhoff in Del Valle 2021; Qian idr. 2021).
Regeneracija osrednjega ZivEnega sistema je tukaj Se posebej aktivno podrocje raziskovanja.
Nekatere raziskave in vitro so pokazale obetavne rezultate pri procesih regeneracije zivéevija
(Oberheim idr. 2009; Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012). Biomateriali imajo
Stevilne funkcije, ne le terapevtske, kot so indukcija regeneracije aksonov, nevroprotekcija,
modulacija vnetnega odziva in lokalno spros¢anje terapevtskih agensov na mestu poskodbe

(Tatter 1999, 780; Oberheim idr. 2009; Sharif in Prevot 2012). Poleg tega je mogoce
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poskusne podlage iz biomaterialov, ki jih uporabljamo v eksperimentalnih celi¢nih modelih,
izdelati tako, da olajSajo in usmerjajo Sirjenje obnavljajocih se aksonov v podrocje bele
substance in modulirajo aktivnosti podpornih celic Zzivéevja, torej astrocitov in
oligodendroglije. Zato novo razvite biomateriale testiramo v eksperimentalnih celi¢nih
modelih, kjer kot celi¢no kulturo pogosto uporabljamo prav astrocite, samostojno ali pa v
ko-kulturi z ostalimi celicami centralnega ziv¢evja (Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in

Prevot 2012).

3.5.6 Izgledi za prihodnost: astrociti in tkivni inzeniring

Poskodbe hrbtenjace in mozganov predstavljajo pomemben klini¢ni problem za zdravljenje,
saj funkcionalno uspesne regeneracije nevronov v klini¢ni praksi do sedaj Se ni bilo mogoce
doseci. Poskodbe mozganov in hrbtenjace, mozganska kap in nevrodegenerativne bolezni so
eden izmed najpogostejsih vzrokov obolevnosti in umrljivosti po vsem svetu in predstavljajo
velik izziv za uspes$no zdravljenje. Travmatska poskodba mozganov vodi v funkcionalne
primanjkljaje zaradi uni¢enja aksonov, nastanka cisti¢nih votlin, brazgotinskega tkiva in
fizi€nih vrzeli v mozganskem tkivu. Reaktivni kisikovi radikali, ki nastanejo takoj po
primarni poskodbi, povzro¢ajo mnozi¢no smrt nevronov in seveda tudi drugih, podpornih
celic Ziv¢evja, kar poslabsa potek sekundarne poskodbe in vodi k poslabSanju nevroloSkih
okvar (Tatter 1999, 780; Sharif in Prevot 2012). Pri poSkodbi hrbtenjace so mehanizmi
poskodbe nevronov podobni. Pri mozganski kapi primarnim isheminim spremembam
sledita oteklina mozganskega tkiva (edem) zaradi motenj v preskrbi celic z energijo in
spremembe v prepustnosti zil (citotoksi¢ni in vazogeni edem), kar povzro¢i sekundarno
poskodbo mozganov, ki negativno vpliva na klini¢no stanje in kasneje na prognozo. Pri
taks$nih poskodbah niso prizadeti le nevroni, ampak tudi Stevilne druge celice v mozganih in
hrbtenjaci, kot so astrociti, mikroglija, oligodendrociti, endotelijske celice in periciti, ki
vstopajo v patoloske mehanizme teh stanj (Oberheim idr. 2009; Sofroniew in Vinters 2010;
Sharif in Prevot 2012). Ker ima centralni Zivéni sistem omejeno sposobnost, da se zoperstavi
posSkodbam in motnjam v delovanju aksonskih poti ter nadomesti izgubljene nevrone, te
bolezni pogosto povzrocijo trajne nevroloske okvare (Tatter 1999; Sharif in Prevot 2012;
Sudhakar in Richardson 2019). Da bi omejili obseg poskodb nevronov in spodbudili
okrevanje poskodovanih podroc¢ij mozganov in hrbtenjace, so bili izvedeni Stevilni poskusi,

vklju¢no z omejevanjem penumbre in spodbujanjem regeneracije celic centralnega Zivénega
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sistema. V raziskavah in vitro so bili z uporabo biomaterialov pri poskusih prepreevanja
nastanka nevroglialne brazgotine in obnavljanja izgubljenih celic, predvsem nevronov,
pogosto uporabljeni celi¢ni pristopi z uporabo tako imenovanih bioinzenirskih
premostitvenih materialov. Ti delujejo kot nekaksni nosilci za podporno integracijo z
gostiteljskimi celicami in za implantacijo glialnih celic, ki bi spodbujale rast in obnovo
aksonov. Seveda so vse te raziskave Se na zacetku in tudi uporabljeni biomateriali v poskusni

fazi proucevanja (Allen in Barres 2009; Allen 2014).

Astrociti imajo eno od klju¢nih vlog v razvojnih in regenerativnih procesih centralnega
zivénega sistema. Med razvojem zivCevja poteka migracija nevronov in Sirjenje aksonov
vzdolz koridorjev, ki jih oblikujejo druge celice, zlasti astrociti (Allen in Barres 2009; Sharif
in Prevot 2012). Te poti ali koridorji se imenujejo zivi odri. V regenerativni medicini
centralnega zivCevja je cilj simulirati takSne nosilce ali odre z umetnimi vsadki iz
biomaterialov, poseljenih z eno vrsto celic ali ve¢ specifi¢nimi vrstami celic, da bi te
spodbudile regeneracijo nevronov, omogocile ciljno rekonstrukcijo, nadomestile
poSkodovana zivéna vezja in omejile nastajanje glialnih brazgotin. TakSni zivi nosilci so
izdelani in vitro in jih kot vsadke lahko apliciramo in vivo, kjer spros¢ajo celi¢ne adhezijske
molekule ter nevrotropne in kemotakti¢ne agense, ki aktivno uravnavajo migracijo nevronov
in rast aksonov med regenerativnimi procesi (Oberheim idr. 2009; Sofroniew in Vinters
2010; Sharif in Prevot 2012).

Bistveno vlogo pri delovanju in strukturi astrocitov ima tudi mozgansko mikrookolje. Glede
na morfoloski videz in razporeditev se astrociti razlikujejo po teritorialni organizaciji in
fizioloskih lastnostih, vklju¢no z glutamatnim transporterjem in izraZzanjem proteinov
(Oberheim idr. 2009; Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012; Parker Struckhoff
in Del Valle 2021; Qian idr. 2021). Pomembne niso le celice, nevroni in oligodendroglija,
temvec tudi sestava zunajcelicnega mikrookolja z zunajceli¢nim matriksom, ki je njegova
glavna komponenta. Sestava zunajceli¢nega matriksa vkljuc¢uje predvsem proteoglikane,
nekaj laminina, tenascinov in hialuronske Kkisline. Pri gojenju astrocitov za raziskave
biomaterialov so te interakcije bistvene za pridobitev optimalnega celi¢nega fenotipa, tako
da se lahko ¢im bolj priblizamo pogojem in vivo. Zato se pri obravnavi astrocitov kot ene od
zivih sestavin biomaterialov za raziskave regeneracije mozganov in hrbtenjace srecujemo z

dvema velikima izzivoma:
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I) ohranjanje neaktiviranega stanja astrocitov z nizkim izrazanjem GFAP in
IT) doseganje fizioloSke morfologije celic v celi¢ni kulturi.

GFAP ni le prototipni oznaCevalec za imunocitokemic¢no identifikacijo astrocitov
(Nedergaard idr. 2003; Parkhurst in Gan 2010; Condic idr. 2014). Je tudi klju¢nega pomena
pri raziskavah biomaterialov. Za razvoj naprednih in inovativnih biomaterialov mora
vrednotenje astrocitov glede na biomateriale vkljuCevati analizo $tevilnih citoskeletnih
proteinov. GFAP je eden najpomembnejsih, saj je znano, da lahko biomateriali vplivajo na
njegovo sintezo in izrazanje. Zato je kvantifikacija tega proteina v celi¢ni kulturi eden
najpogosteje preucevanih parametrov. Biomateriali, ki zmanjSujejo izrazanje GFAP, naj bi
pomagali pri regeneraciji nevronov. Ce biomaterial poveéa izrazanje GFAP, pa to nasprotno
kaze na bolj reaktiven fenotip astrocitov, ki morda ne bo ugodno vplival na regeneracijo, saj
se bo usmeril v izdelovanje glialne brazgotine, ki pa kon¢no ni funkcionalno tkivo. Za razvoj
biomaterialov je torej pomembno, da novi biomateriali usmerjajo astrocite k takemu
fenotipu, ki spodbuja regeneracijo aksonov in prezivetje nevronov (Nedergaard idr. 2003;
Allen in Barres 2009; Oberheim idr. 2009; Parkhurst in Gan 2010; Sofroniew in Vinters
2010; Sharif in Prevot 2012; Condic idr. 2014).

Za preucevanje odziva astrocitov na fizioloske in patofizioloske razmere ter za oblikovanje
biomaterialov, ki ugodno vplivajo na astrocite, izvajamo poskuse in vitro na razli¢nih
celicnih modelih in v kombinaciji z razliénimi biomateriali. Ti lahko spremenijo fenotip
celic v smeri nizkega izrazanja GFAP, na kar pa vpliva tudi podlaga oziroma sestava
biomateriala (Nedergaard idr. 2003; Oberheim idr. 2009, 3276). Najpogosteje uporabljeni
biomateriali za regeneracijske astrocitne modele vkljucujejo kolagenske gele, hidrogele, ki
so izdelani na osnovi hialuronske kisline, kombinacije gelov iz kolagena in hialuronske
kisline, gele, sestavljene iz razlicnih razmerij hialuronske kisline, kolagena in matrigela,
polimerne skelete in vzorcene podlage (Nedergaard idr. 2003; Parkhurst in Gan 2010;
Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012).

Celice glije, ki jih vsebujejo inzenirsko izdelane Zive podlage, lahko modulirajo Stevilne
razvojne mehanizme v mozganih, ki so pomembni pri regeneraciji. Tak$ne podlage pogosto
vsebujejo astrocite kot najStevilénejSe celice v centralnem zivcevju. Podlage iz hidrogela so
lahko prevlecene z zunajcelicnim kolagenskim matriksom in naseljene z astrociti. Te

podlage spodbudijo astrocite, da rastejo in se usmerjajo v goste tridimenzionalne snope.
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Take formacije astrocitov zagotavljajo ugoden substrat za pritrditev nevronov in rast
nevritov. Poleg tega te bioloSko izdelane podlage ohranijo svojo celovitost in usmerjenost
tudi, ko se locijo od hidrogela, zaradi Cesar so primerne za vsaditev v centralni zivéni sistem
(Nedergaard idr. 2003; Giffard in Ouyang 2009; Parkhurst in Gan 2010; Chew idr. 2014;
Condic idr. 2014). Tako lahko sodelujejo pri usmerjanju in spodbujanju rasti in Sirjenja
nezrelih nevronov med migracijo ter pomagajo pri iskanju aksonskih poti skozi sicer
nepermisivna okolja med regeneracijo. To lahko potencialno ublazi ucinke degeneracije
nevronov, ki so tako pogosti pri poskodbah in nevrodegenerativnih boleznih zivénega
sistema. Do sedaj so take zive podlage Se vedno eksperimentalne in omejene na uporabo v
raziskavah na Zivalih. Tako je bil, na primer, biomimeti¢ni samosestavljivi peptidni hidrogel
kot stabilizacijska podlaga in nosilec za mozganske celice po poskodbi mozganov in
hrbtenjace preizkusen na podganah. Izkazal se je kot primeren sistem za dostavo celic in tudi
zdravil v poskodovana podrocja centralnega zivéevja (Lange idr. 2012; Oberheim idr. 2012;
Herculano-Houzel 2014).

Znano je tudi, da so astrociti pomembna sestavina krvno-mozganske pregrade. Imajo
vodilno vlogo pri njenem vzdrZevanju in popravljanju, uravnavajo homeostazo aminokislin,
ionov in vode ter proizvajajo beljakovine za njeno krepitev (Nedergaard idr. 2003; Parkhurst
in Gan 2010; Herculano-Houzel 2014). Stevilni modeli &loveske krvno-mozZganske pregrade
v pogojih in vitro vkljucujejo astrocite in jih kombinirajo z drugimi celicami, najpogosteje z
endotelijskimi celicami, saj so v krvno-mozganski pregradi bistvenega pomena prav tesni
stiki med endotelijskimi celicami in njihove interakcije z astrociti. Modeli krvno-mozganske
pregrade in vitro vkljucujejo hidrogele, ki sluzijo kot platforme za preucevanje delovanja in
celi¢nih interakcij v krvno-mozganski pregradi ter novih metod za zdravljenje tumorjev.
Znano je, da v takih patoloskih stanjih krvno-moZzganska pregrada velikokrat popusti.
Omejevanje poSkodb mozganov pri tej vrti patologije je zato klju¢no. Zadnje raziskave so
usmerjene tudi na eksperimentalno zdravljenje mozganske kapi ter na spodbujanje vnosa
terapevtskih sredstev v centralni zivéni sistem pri zdravljenju nevrodegenerativnih obolen;j

(Grupp idr. 2010; Sofroniew in Vinters 2010; Sharif in Prevot 2012).

Naslednja razvojna raven funkcionalnih celicnih modelov, ki vkljuc¢ujejo celicne kulture, so
¢loveski mini organi ali tako imenovani organoidi (Parkhurst in Gan 2010; Herculano-
Houzel 2014). Njihov razvoj je eden najvecjih znanstvenih napredkov v regenerativni

medicini, zlasti pri vkljuevanju mozganskih celic vanje. Tehnologija, ki je omogocila
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njihov razvoj, temelji na klasi¢nih tridimenzionalnih tehnikah gojenja celic, ki spodbujajo
avtonomne odzive mati¢nih celic v kulturi. Te se med rastjo organizirajo tako, da se
oblikujejo v obliki, enakovredni ¢loveskim organom, velikosti od mikrometra do milimetra.
Tehnologija organoidov je Se v zacetnih fazah razvoja in dale¢ od klini¢ne uporabe, vendar
pa pricakujemo, da bo s tem mogoce spremeniti in izboljSati na¢in izvajanja raziskav na
podro¢ju presaditev organov in zdravljenja nekaterih bolezni, tudi nevrodegenerativnih
(Nedergaard idr. 2003; Giffard in Ouyang 2009). Tukaj vidimo primarni cilj na podro¢ju

gojenja celic v razvoju novih tehnik njihove izolacije in eksperimentalnih celicnih modelov.

Astrociti, pridobljeni iz induciranih pluripotentnih mati¢nih celic in njihov potencial v

raziskavah

Astrociti imajo pomembne funkcije v normalnih in patoloskih stanjih, zato ne preseneca, da
so aktivirani astrociti prisotni pri skoraj vseh boleznih, ki prizadenejo centralno zZivéevje.
Prav zaradi lazjega dostopa do zivalskega tkiva, vzdrzevanja zivalskih moZzjanskih celic v
kulturi, tehni¢nih in eticnih dilem in teZav pri odvzemu tkiva za izolacijo primarnih
¢loveskih astrocitov in zapletenih protokolov izolacije, je bila vecina dosedanjih Studij
opravljena na Zivalskih eksperimentalnih modelih. Seveda pa zaradi pomembnih razlik med
astrociti ¢loveka in Zivalskih vrst v poskusih raje uporabljamo c¢loveske astrocite. Poleg
izolacije teh celic iz razli¢nih virov, kot je opisano v prejs$njih odstavkih, so v zadnjih letih
v sredi$¢u raziskav inducirane pluripotentne mati¢ne celice (iPSC). Iz njih je namre¢ mogoce
ob upostevanju razvojnih nacel pridobiti skoraj vse vrste celic centralnega zivcevja, ne le
astrocite, ampak tudi nevrone, oligodendrocite, nevronske mati¢ne celice, pericite in
mikroglijo (Nedergaard idr. 2003; Giffard in Ouyang 2009; Sharif in Prevot 2012). Astrociti,
pridobljeni iz iPSC, so dragoceno orodje za raziskave, kot so razvoj novih terapevtskih
strategij za degenerativna nevroloska obolenja, pojasnjevanje mehanizmov nevroloSkih
bolezni ter preucevanje fiziologije zivénega sistema v normalnih in bolezenskih okoli§¢inah
(Nedergaard idr. 2003; Parkhurst in Gan 2010; Sharif in Prevot 2012; Herculano-Houzel
2014).

Vir iPSC so somatske celice, ki jih je mogoce reprogramirati s transkripcijskimi dejavniki,
kot so SOX2, OCT4, KLF4 in MYC. Ta tehnika transformacije je omogocila preucevanje
razlicnih bolezni in ustvarila nov koncept raziskav, ki vkljucujejo tako imenovano

proucevanje bolezni v posodi (angl. disease in a dish). To pomeni, da je mogoce oblikovanje
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bolezenskih fenotipov razli¢nih obolenj v pogojih in vitro, ki vkljucuje eksperimentalni
celi¢ni model z ustrezno celi¢no kulturo (Nedergaard idr. 2003; Sharif in Prevot 2012).
Celice iPSC so pluripotentne, tako kot embrionalne mati¢ne celice. Pod ustreznimi pogoji
gojenja pa jih je mogoce ucinkovito razmnoziti in inducirati v vse tipe celic, ki se nahajajo
v Cloveskem telesu. Zato predstavljajo neomejen vir za nadaljnjo diferenciacijo v druge
celicne tipe. Ker so reprogramirane iz CloveSkih somatskih celic, lahko zanemarimo
medvrstne razlike, ki predstavljajo raziskovalno tezavo, kadar uporabljamo Zivalske celicne
modele. Celice iPSC ohranijo tudi svoje prvotne genomske znacilnosti, kot so kromosomske
nepravilnosti in genske mutacije, kar je velikokrat premet proucevanja. Po diferenciaciji
ostanejo nedotaknjene in jih je mogoce uporabiti za razumevanje uc¢inkov genomskih okvar
na celicne funkcije, kar je Se posebej dragoceno pri raziskavah razvoja terapevtskih
dejavnikov (Giffard in Ouyang 2009; Grupp idr. 2010; Parkhurst in Gan 2010; Chew idr.
2014; Condic idr. 2014). Glede na izsledke naSe raziskave so astrociti, ki smo jih izolirali,
ohranili osnovne znacilnosti tudi v celi¢ni kulturi. Za eksperimente in vitro so torej
enakovredni astrocitom, izoliranim z drugimi tehnikami, opisanimi zgoraj, s tem, da imajo
nekatere prednosti. Enostaven in hiter protokol, visok odstotek pridobljenih celic ter njihova

stabilnost v kulturi so ene od glavnih prednosti.

Uporaba cloveskih astrocitov, pridobljenih iz iPSC, pri modeliranju nevrodegenerativnih
bolezni sega v leto 2012. Taki astrociti imajo tipi¢ne znacilnosti normalnih, fizioloSkih
astrocitov, ki se odzivajo na razli¢ne drazljaje. Zato so primeren eksperimentalni model za
preucevanje funkcij astrocitov in njihove reaktivacije v zdravih in patoloskih pogojih
¢loveskega Zivenega sistema. Tehnike diferenciacije astrocitov z uporabo ¢loveskih iPSC Se
zdale¢ niso preproste. So dolgotrajne, zapletene in celice zahtevajo uporabo seruma, ki
vsebuje dejavnike, za katere je znano, da spodbujajo diferenciacijo glije iz nevronskih
prekurzorskih celic (Kettenmann in Verkhratsky 2011; Rustenhoven idr. 2016). Zato je
izolacija astrocitov iz c¢loveskih mozganov S$e vedno zapletena, vendar privlac¢na
raziskovalna tema in jo Stevilni laboratoriji uporabljajo raje kot pa tehniko iz iPSC. V
primerjavi z nevroni se astrociti oblikujejo v veliko poznejsi fazi embrionalnega razvoja. To
pomeni, da postopek diferenciacije astrocitov iz iPSC traja dlje kot diferenciacija nevronov.
Porocila iz literature o ¢asu diferenciacije astrocitov iz ¢loveskih iPSC se razlikujejo in
trajajo od 80 do 180 dni (Giffard in Ouyang 2009; Grupp idr. 2010; Chew idr. 2014; Condic
idr. 2014).
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Zacetne raziskave o nevrodegenerativnih boleznih so temeljile na dvodimenzionalnih
celi¢nih kulturah. Ceprav so omogoéile pomemben vpogled v delovanje moZganov na
celi¢ni ravni, je bila njihova glavna omejitev ta, da niso omogocale ustrezne prostorske
organizacije, rasti, razmnozevanja in povezovanja celic, ki je prisotna v mozganih. Tako na
primer nevroni, pridobljeni iz ¢loveskih iPSC, lahko rastejo v mozganskih organoidih. To
SO samoorganizirani, tridimenzionalni agregati s celi¢no raznolikostjo in citolosko
arhitekturo, ki so bolj podobni ¢loveskim mozganom, zato zagotavljajo bolj izpopolnjeno
arhitekturo tkiva in mikrookoljske signale, kakor pa tradicionalni dvodimenzionalni celi¢ni
sistemi. To pomeni, da so bolj prikladni in verodostojni za proucevanje (Giffard in Ouyang
2009; Lange idr. 2012; Chew idr. 2014; Condic idr. 2014). Patoloske spremembe pri
razlicnih nevrodegenerativnih boleznih se odrazajo tudi v astrocitih, pridobljenih iz
¢loveskih iPSC. Tako astrociti, ki so pridobljeni iz iPSC, pri Alzheimerjevi bolezni v
primerjavi z normalnimi, zdravimi astrociti kaZejo drugacno morfologijo z manjSo
kompleksnostjo in aberantno lokalizacijo celi¢nih oznacevalcev (Grupp idr. 2010; Lange idr.
2012; Herculano-Houzel 2014). Astrociti, pridobljeni iz iPSC, ki so jih izolirali od bolnikov
s frontotemporalno demenco, zaradi poveCanega oksidativnega stresa in sprememb v
transkripcijskem profilu drugace vplivajo na delovanje nevronov (Lange idr. 2012). Tudi za
preucevanje Rettovega sindroma uporabljajo nevrone in astrocite, pridobljene iz iPSC, ki jih
proucujejo v trodimenzionalnih kulturnih sistemih (Grupp idr. 2010; Lange idr. 2012;
Herculano-Houzel 2014).

3.5.7 Zakonec

Primarne in sekundarne celi¢ne kulture in celi¢ne linije imajo v eksperimentalni praksi vsaka
svoje dobre in slabe lastnosti, in so zato tudi namenjene razliénim konceptom poskusov.
Celi¢ne kulture in linije so vsekakor kljub nekaterim pomanjkljivostim veliko bolj uporabne,
laZje dostopne in tudi cenejSe v primerjavi poskusnimi zivalmi. Potrebno pa se je zvedeti, da
vseh poskusov samo na celi¢nih kulturah ni mogoce izvajati in se vseh rezultatov tudi ne da
neposredno prenesti na poskusno zival ali ¢loveka (Allen in Barres 2009; Grupp idr. 2010;
Lange idr. 2012; Oberheim idr. 2012; Allen 2014; de Majo idr. 2020).
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Primarne celicne kulture astrocitov lahko izoliramo iz razli¢nih virov, obiCajno so
najpogostejsi vir mozgani glodavcev. Kljub bogati eksperimentalni paleti pa obstajajo
precejsnje razlike med ¢loveskimi in zivalskimi astrociti (Allen in Barres 2009; Lange idr.
2012). Cloveski astrociti so vedji in strukturno bolj zapleteni, kaZejo pomembne razlike v
kalcijevi signalizaciji in so v stiku z veliko ve¢ sinapsami kot astrociti pri glodavcih. Poleg
tega imajo ljudje in tudi nekateri primati posebne vrste astrocitov, ki jih pri glodavcih ne
najdemo (Grupp idr. 2010; Lange idr. 2012; Oberheim idr. 2012; Herculano-Houzel 2014).
Te razlike so glavni razlog za nadaljnji razvoj in izboljSanje metod izolacije ter spodbujanje

raziskav na odraslih ¢loveskih astrocitih.

Glavna prednost ¢loveskih celic je, da bolj natan¢no prikazujejo okolje centralnega ziveénega
sistema in jih lahko zato bolj verodostojno uporabljamo za raziskave fizioloskih in
patofizioloskih procesov ¢loveskega centralnega ziv€evja in presnovnih dogajanj, ki sicer
ne bi bile mogoc¢e v pogojih in vivo (Kettenmann in Verkhratsky 2011; Allen 2014;
Rustenhoven idr. 2016). Zato vidimo v izbolj$avi izolacijskih postopkov ter v razvoju novih
celi¢nih kultur, pridobljenih iz mozganskega tkiva, poseben pomen. Kombinacije izoliranih
celi¢nih kultur z razlicnimi biomateriali s ciljem regeneracije zivcevja, ki so pravkar v teku
razvoja, pa predstavljajo raziskovalne aktivnosti za prihodnost (Allen in Barres 2009; Lange
idr. 2012; Rustenhoven idr. 2016).
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4 ZAKLJUCEK

Glavni poudarki in novosti nase raziskave so bili:

- Vzpostavili smo nov in izboljSan protokol za obogateno kulturo primarnih astrocitov,

izoliranih iz odraslih ¢loveskih mozganov.

- Opisana tehnika izolacije je hitra, relativno enostavna v primerjavi z do sedaj opisanimi
protokoli, in stroSkovno ugodna. Omogoca izoalcijo zadostnih koli¢in izoliranih celic, ki

kazejo biokemicne in fizioloSke lastnosti astrocitov.

- Izolirani astrociti so izrazali ustrezne glavne celi¢ne povrSinske oznacevalce. Taks$na

celi¢na kultura predstavlja pomembno novo orodje za Studije v pogojih in vitro.

Nasa opazovanja so potrdila, da je celi¢na kultura astrocitov stabilna in hitro rastoca celi¢na
kultura, ki jo lahko uporabimo za poskuse s funkcionalnimi celi¢nimi modeli, kot osnovno
celi¢no kulturo s ciljem razumevanja vloge astrocitov pri razlicnih nevrodegenerativnih
obolenjih. Predstavljen postopek izolacije odraslih astrocitov je preprost, hiter in
ekonomicen. Omogoca njihovo uspesno in dolgorocno vzdrzevanje v celi¢ni kulturi, nudi
zadostne koli¢ine izoliranih celic, ki imajo biokemicne in fizioloske lastnosti astrocitov in

izrazajo ustrezne glavne celi¢ne oznacevalce.

Menimo, da so lahko te celice primerna podlaga za eksperimentalni celicni model
nevrodegeneracije in tako lahko predstavljajo pomembno novo orodje za raziskave v pogojih
in vitro. Razpolozljivost tak$nega sistema bo lahko omogocila preucevanje lastnosti teh
celic, njihovih biokemi¢nih vidikov in potenciala terapevtskih agensov za travmatska in

nevrodegenerativna obolenja v dobro nadzorovanem laboratorijskem okolju.
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Spostovani,

Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (v nadaljevanju KME RS) je dne 27. 1. 2021
prejela vaso viogo za oceno eti€nosti raziskave z naslovom »lzolacija astrocitov, mikroglije in
oligodendrocitov iz moZganskega tkiva za izdelavo celicnega modela za proucevanje
nevrodegenerativnih bolezni«.

Klini¢na raziskava bo potekala pod vodstvom izr. prof. dr. Tomaza Velnarja, dr. med. na
Kliniénem oddelku za nevrokirurgijo v UKC Ljubljana v sodelovanju z Medicinsko fakulteto v
Mariboru, Institutom za biomedicinske vede. Raziskava bo izvedena v celi¢nem laboratoriju na
Medicinski fakulteti v Mariboru, vzoréek moZganskega tkiva pa bodo odvzeli specialisti
nevrokirurgije med ustreznimi mozganskimi operacijami.

KME RS je na videokonferenéni seji 16. februarja 2021" obravnavala prejeto viogo in ugotovila,
da je vloga popolna ter raziskava eti¢no sprejemljiva. S tem vam za njeno izvedbo izdaja svoje
soglasje.

Pri nadaljnjih dopisih v zvezi z raziskavo se obvezno sklicujte na tevilko tega dopisa.
S spostovanjem,
dr. Bozidar Volj¢, dr. med.,
predsednik KME RS

Vrociti:
—~ naslovniku — po e-posti

' Seznam ¢lanov KME RS, ki 50 odlogali o vlogi, in izjava, da KME RS deluje v skladu z zadevnimi zakoni in priporogili,
sta na voljo na spletni strani MZ (zavihek "O Ministrstvu — Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko", rubrika
"Seje Komisije").
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1ZJAVA O AVTORSKEM DELU IN ISTOVETNOSTI TISKANE IN ELEKTRONSKE VERZIJE ZAKLIUENEGA DELA

Priimek in ime Studenta Gradi$nik Lidija

Vpisna Stevilka 31193027

Studijski program Socialna gerontologija

Naslov zaklju¢nega dela: 1zolacija ¢lovesdkih astrocitov za izdelavo celi¢nega modela za
proucevanje nevrodegenerativnih bolezni starejsih

Naslov v angles¢ini: The isolation of human astrocytes for the neurodegeneration
cell model in older adults

Mentor: Prof. dr. Tomai Velnar

Somentor:

Mentor iz podjetja:

S podpisom izjavljam da:

¢ Je predloZeno zakljuéno delo z naslovom lzolacija Cloveskih astrocitov za izdelavo celi¢nega modela za
proudevanje nevrodegenerativnih bolezni starejSih izklju¢no rezultat mojega lastnega raziskovalnega dela,

* Sem poskrbel/a da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v predloZenem delu navedena oz.
citirana v skladu s fakultetnimi navodili,

* Se zavedam, da je plagiatorstvo — predstavljanje tujih del, bodisi v obliki citata, bodisi v obliki dobesednega
parafraziranja, bodisi v grafi¢ni obliki, s katerim so tuje misli oziroma ideje predstavijene kot moje lastne,
kaznivo po zakonu (Zakon o avtorskih in sorodnih pravicah, UrL RS 3t. 139/2006 s spremembami),

e V primeru kriitve zgoraj navedenega zakona prevzemam vso moralno, kazensko in od$kodninsko
odgovornost,

Podpisani-a Lidija Gradi$nik izjavljam, da sem za potrebe arhiviranja oddal/a elektronsko verzijo zakljuénega
dela v Digitalno knjiZnico. Zaklju¢no delo sem izdelal-a sam-a ob pomo¢i mentorja. V skladu s 1. odstavkom 21.
¢lena Zakona o avtorskih in sorodnih pravicah (Uradni list RS, $t. 16/2007) dovoljujem, da se zgoraj navedeno
zakljuéno delo objavi na portalu Digitalne knjiZnice. Prav tako dovoljujem objavo osebnih podatkov vezanih na
zakljuéek Studija {ime, priimek, leto in kraj rojstva, datum diplomiranja, naslov diplomskega dela) na spletnih
straneh in v publikacijah Aima Mater.

Tiskana verzija zaklju¢nega dela je istovetna elektronski verziji, ki sem jo oddal/a za objavo v Digitalno knjiZnico.

Datum in kraj: Podpis Student/ke:

14.2.2022, Maribor

Slovenska ulica 17, 2000 Maribor, Slovenija
Tel: +386 225019 99 / Fax: +386 2 250 19 98/ E: info@almamater.si
www.almamater.si
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