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1. UvOD

1.1. Trodimenzionalna (3D) kultura stanica

Sve stanice u tijelu zive u trodimenzionalnom (3D) okruzenju, Sto je kljucno za njihov
metabolizam i rast. Fenotip i funkcija svake stanice uvelike ovise o interakcijama sa susjednim
stanicama, ekstracelularnim matriksom (ECM, engl. extracellular matrix) i proteinima. Te
interakcije razlikuju se izmedu dvodimenzionalnih (2D) i trodimenzionalnih (3D) kultura, kao

i izmedu stani¢nih slojeva u sferoidnim strukturama.

3D kultura stanica metoda je za uzgoj stanica koja priblizno oponasa in vivo uvjete.
Tehnika 3D kulture stanica svoj je razvitak pocela 1970. godine kada je uspostavljena prva
kultura u obliku tekuceg gela od kolagena (1). 3D modeliranje kulture stanica obuhvaca cijele
organizme (npr. zivotinje), organotipi¢ne eskplatirane kulture (ukljucujuéi i embrije), stani¢ne
sferoide te modele tkivnog inzenjeringa (2). NajceS¢e su pak koriSteni stani¢ni sferoidi
prvenstveno zbog svoje jednostavnosti, a potom i zbog toga $to mogu biti proizvedeni iz Sirokog

raspona stanica.

Uspostavljanje sferoida temelji se na agregiranju stanica i, upravo zbog takvog
agregiranja, stanice se unutar sferoida nalaze u vrlo bliskom fizickom kontaktu §to omogucava

stani¢nu signalizaciju kakva je primjerice prisutna u tumorima in vivo (3).

U 3D stani¢noj kulturi mikrookolis je sli¢an onome u tkivu jer se stanice unutar sferoida
nalaze u razli¢itim fazama rasta, pa tako unutar sferoida razlikujemo tri razli¢ite zone rasta
(slika 1). Stanicama koje se nalaze u vanjskom sloju sferoida lako su dostupne hranjive tvari iz
stani¢énog medija, pa se upravo iz tog razloga vanjski sloj sferoida naziva proliferacijskom
zonom. Vijabilne stanice iz proliferacijskog sloja ve¢inom se nalaze u S fazi stani¢nog ciklusa
1 aktivno se umnoZavaju. SrediSnji dio sferoida predstavlja neaktivnu hipoksi¢nu zonu s
nekroti¢nim srediStem u kojemu su stanice u nekrozi ili apoptozi zbog nedostatka hranjivih tvari

i smanjenja dostupnosti kisika (3).
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proliferacijska zona

nekroti¢na zona

hipoksi¢na zona

Slika 1. Shematski prikaz strukture sferoida gdje sivo obojani prostor predstavlja nekroti¢nu
zonu, Zuto hipoksi¢nu zonu, a narancasto — zeleno proliferacijsku zonu (izvor: original

autorice rada)

Uzgoj stanica u 3D kulturi vrlo je dobar model za bioloska istrazivanja zbog visokog
potencijala oponasanja stanica u fizioloskom okruzenju unutar organizma. Iako stani¢ni sferoidi
koji nastaju u 3D kulturi ne mogu biti stopostotna zamjena stvarnom tkivu, puno bolje
oponasaju tkivo od jednostavnog uzgoja stanica u monosloju. Takve stanice, uzgojene kao
tumorski sferoidi, pokazuju proliferacijski gradijent u ovisnosti o raspodjeli kisika, hranjivih
tvari i energije, kao i nakupljenog metabolita od vanjske strane sferoida prema unutrasnjosti,
sliéno nativnom tumorskom tkivu (3). Kako bi se poboljsala usporedivost s in vivo stanicama,
procesima diferencijacije i modalitetima rasta uspostavljena su istraZivanja koja su bazirana na

tehnikama 3D kulture stanica, stvarajuci sferoide i organoide.

Medutim, stani¢ne linije kultivirane u in vitro uvjetima razlikuju se od stanica koje rastu
in vivo po brojnim svojstvima. Veliku razliku ¢ini ziv¢ani i endokrini sustav koji utje¢e na
proliferaciju stanica u organizmu dok on u in vitro sustavu ne postoji, kao $to su razlicite i
specifiéne interakcije izmedu stanica u tkivu. Prilikom in vivo rasta na jednom se mjestu moze
nalaziti viSe stani¢nih tipova za razliku od in vitro kultivacije gdje se uglavnom radi o uzgoju

samo jednog stani¢nog tipa (4).

Stani¢ni sferoidi u 3D kulturi stanica mogu se uzgajati sa ili bez nosaca. Uzgoj sferoida
bez nosaca podrazumijeva sakupljanje stanica u neadherentnim uvjetima. Ovakav nacin 3D
kulture stanica postize se pomocu slabo prianjaju¢ih ploca te oblaganjem podloge poli-
hidroksietil metakrilatom ili agarozom. Drugi nadin uzgoja stanica bez nosaca je pomocu

metode visece kapljice, gdje kapljica medija koja sadrzi stanice visi s podloge (5). Uzgoj 3D
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stani¢ne kulture pomoc¢u nosaca pak zahtijeva nosace koji mogu biti izgradeni od poroznih
prirodnih ili umjetnih materijala koji sluze kao potpora u formiranju 3D strukture. Uz
spomenute nacine, sferoidi mogu biti formirani i u bocama s rotiraju¢im sustavom ili u okretnoj

mijesalici gdje kao rezultat vrtloznog sustava dolazi do formiranja 3D strukture (5, 6).

1.2. MRC-5 staniéni sferoidi

MRC-5 stanice (Medical Research Council cell strain 5) fibroblasta porijeklom su iz plu¢a
abortiranog muskog fetusa starog 14 tjedana. Dobivaju se odrzavanjem i propagiranjem

normalnih diploidnih stani¢nih linija s kariotipom 46,XY proizvedenih 1966. godine (7).

Vrlo su vrijedne u proizvodnji cjepiva jer podrzavaju rast mnogih ljudskih virusa i sterilne
Su pa se zbog toga koriste, izmedu ostaloga, za uzgajanje virusa potrebnih za proizvodnju

cjepiva protiv rubeole, vodenih kozica, ospica, bjesnoce i virusa hepatitisa A (7).

1.3. Molekula adenozin trifosfat (ATP)

Metabolizam stanica vrlo se brzo prilagodava dostupnosti hranjivih tvari i statusu
stani¢ne diferencijacije, kao i uvjetima rasta u kulturi. Sukladno tome, definiranje energetskog

statusa stani¢nih sferoida pruza bolji uvid u metaboli¢ke promjene tijekom 3D uzgoja.

Molekula adenozin trifosfat (ATP) organska je molekula koja pripada skupini adenozin-
fosfata u koju se uz ATP ubrajaju jos§ i adenozin difosfat (ADP) i adenozin monofosfat (AMP).
Sve tri molekule sastoje se od dusikove baze adenina, Secera riboze i fosfata. ATP je nukleotid
koji se sastoji od adeninske baze vezane za Secer ribozu koja je vezana za tri fosfatne skupine
koje su jedna s drugom povezane pomocu dvije visokoenergetske veze koje se nazivaju
fosfoanhidridne veze. Kada se jedna fosfatna skupina ukloni prekidom fosfoanhidridne veze u
procesu koji se naziva hidroliza, oslobada se energija i ATP se pretvara u ADP. Isto tako,
energija se oslobada i kada se fosfatna skupina ukloni iz ADP-a te nastaje AMP. Energija

oslobodena hidrolizom fosfatnih skupina vezanih na pentozni prsten riboze predstavlja
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pogonsku energiju u reakcijama koje su potrebne za metabolicke i fizicke funkcije organizma

(8).

Konstantna opskrba stanica energijom od klju¢ne je vaznosti jer im je ona potrebna za
obavljanje osnovnih funkcija koje pomazu odrzati organizam na zivotu. Molekula ATP djeluje
kao univerzalni stani¢ni energetski kofaktor koji potie sve zivotne procese, ukljucujuci
ekspresiju gena, metabolizam 1 transport. ATP se moze proizvesti iz glukoze, pa je tako
razgradnja ugljikohidrata glavni izvor stani¢ne energije. Sastavni dio medija za uzgoj stanica
upravo su glukoza i aminokiseline, stoga dostupnost glukoze u mediju uvelike utjece na proces
stani¢nog disanja kroz koji stanice stvaraju ATP iz glukoze putem glikolize, ciklusa limunske

kiseline i oksidativne fosforilacije (8, 9).

Glikoliza je pocetna faza razgradnje glukoze i ona je zajedni¢ka svim stanicama. S
obzirom da se reakcije glikolize odvijaju u citosolu stanica bez utroska kisika, glikoliza
anaerobnim organizmima moze osigurati svu potrebnu metabolicku energiju. Kod aerobnih
organizama glikoliza je prva faza nakon koje slijede ciklus limunske kiseline i oksidacijska
fosforilacija koje se odvijaju u mitohondrijima. Ciklus limunske Kiseline zbiva se u matriksu
mitohondrija, dok se oksidacijska fosforilacija odvija na kristama, sastavnim dijelovima

unutras$nje membrane mitohondrija (9).

Sredi$nju ulogu u stvaranju ATP-a stoga zauzimaju mitohondriji gdje se prijenos elektrona
preko gradijenta protona Koristi za generiranje energije koja je potrebna za enzim ATP sintazu,
odnosno za stvaranje ATP-a iz ADP-a i fosfata (8).
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2. HIPOTEZA

Osnovna pretpostavka ovog istrazivanja je da postoji razlika u energetskom statusu kod

MRC-5 stani¢nih sferoida razlicitih veli€ina i s razli¢itom dostupnos¢u nutrijenata.



CILJ ISTRAZIVANJA

3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja procijeniti je postoji li razlika u energetskom statusu kod MRC-5

stani¢nih sferoida razliCitih veliina i s razli¢itom dostupnosc¢u nutrijenata.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao in vitro studija — kontrolirani pokus. Istrazivanje je za provedbu

odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista Josipa Jurja

Strossmayera u Osijeku (klasa: 602-04/22-08/02; ur. broj: 2158-61-46-22-155).

4.2. Materijali

Prilikom formiranja sferoida koriStena je odabrana, komercionalno dostupna stani¢na
linija fibroblasta MRC-5 (Medical Research Council cell strain 5; CCL-171™),

Prakti¢ni dio istrazivanja energetskog statusa MRC-5 stani¢nih sferoida proveden je u
laboratoriju Zavoda za medicinsku kemiju, biokemiju i klinicku kemiju Medicinskog fakulteta
Osijek.

4.3. Kultivacija stanica

Adherentne stanice fibroblasta MRC-5 uzgajane su u DMEM mediju oboga¢enom s

10 % FBS-om, 2 mM glutaminom i 100 U/0,1 mg penicilinom/streptomicinom.

Stanice su inkubirane u CO; inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, JOUAN, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pri temperaturi od 37°C i 5 % CO3 uz visoku vlaznost.
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4.4. Odredivanje broja zivih stanica

Broj zivih stanica odreden je pomocu eritrozin B boje. To je kisela boja koja se veze na
osnovne komponente stanice, uglavnom proteine koji se nalaze u citoplazmi. Eritrozinom se
utvrduje postotak zivih i mrtvih stanica u uzorcima. U postupku bojanja uzeto je 50 ul stani¢ne
suspenzije 1 100 ul boje. Prije uzimanja stanicne suspenzije istu je potrebno resuspenzirati

pomocu pipete kako bi se sprijecilo stanice da padnu na dno.

Stanice su nakon obojenja brojane pod mikroskopom u komorici po Burker-Tirku (slika
3). Mrtve stanice nemaju aktivne pumpe kako bi izbacile boju, §to je razlog njihovog obojenja

u jarko ruzicastu boju, dok Zive stanice ostaju neobojene. Zbrojene su sve neobojene zive
stanice 1 broj je pomnoZen s Z , gdje 3 predstavlja faktor razrjedenja, a 4 broj komorica koje

gledamo. Rezultat je izraZen u broju stanica x10* po ml.

Slika 2. Komorica po Burker-Turku (izvor: original autorice rada)

4.5. Uzgoj sfere

Stani¢ne linije namijenjene formiranju stani¢nih sferoida najprije se tripsiniziraju te
resuspendiraju u mediju za uzgoj stanica. Stanice su potom nasadene na mikrotitarske ploce S

V-dnom i slabo prianjaju¢om podlogom u koncentraciji od 1 x 10* stanica/ml u volumenu od
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200 pl. Mikrotitarske ploce prije nasadivanja bilo je potrebno adekvatno oznaciti — jazice koje
sadrze stani¢ne sferoide kojima nece biti mijenjan medij 1 one kojima ¢e se medij mijenjati

svakih nekoliko dana, odvojene pomocu 3 prazne jazice ispunjene PBS-om (slika 4).

Slika 3. Mikrotitarska ploca (izvor: original autorice rada)

Nasadene mikrotitarske plo¢e centrifugirane su na 1100 rpm tijekom 10 min (Eppendorf

centrifuga, model 5804/5804 R), §to pridonosi stvaranju stani¢nih sferoida (slika 5).

Slika 4. Centrifugiranje stanica (izvor: original autorice rada)

U svrhu formiranja stani¢nih sferoida, stanice su nakon centrifugiranja ostavljene u CO>

inkubatoru na 37 °C i 5 % CO> u jazicama sa slabo prianjaju¢im dnom. Sfere su uzgajane u dva

9
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razli¢ita seta, jedan set tijekom 8, a drugi tijekom 13 dana. Jednom sectu stani¢nih sferoida
redovno je mijenjan medij za uzgoj (svakih nekoliko dana), dok je uzgoj drugog seta stani¢nih

sferoida tekao bez izmjene medija.

46. LDH analiza

Prilikom stani¢ne smrti dolazi do gubitka integriteta stanicne membrane, $to vodi
oslobadanju citoplazmatskih enzima u okolinu. Upravo se iz tog razloga stani¢na smrt Cesto

ispituje pomocu kvantifikacije oste¢enja stanicne membrane.

LDH analiza temelji se na mjerenju aktivnosti enzima laktat dehidrogenaze (LDH)
oslobodenog iz ostecenih stanica. LDH je citoplazmatski enzim koji katalizira pretvorbu laktata
u piruvat tijekom glikolize, a njegova aktivnost u mediju za uzgoj stanica direktno je
proporcionalna povecanju broja stanica s oSte¢enom membranom, §to LDH analizu ¢ini

citotoksi¢nim testom.

Aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH) mjerena je u stani¢nom supernatantu jer se taj
citoplazmatski enzim tijekom oSte¢enja membrane oslobada u supernatant gdje se lako mjeri
pomocu standardnih reagensa. KoriStena analiza temelji se na kolorimetrijskom mjerenju
ljubicastog formazana koji je nastao enzimatskom reakcijom u dva koraka. U prvom koraku
LDH Koji je prisutan u stani¢cnom supernatantu katalizira pretvorbu laktata u piruvat, pri ¢emu
se koenzim NAD+ reducira u NADH. U drugom se koraku NADH oksidira u NAD+, dok
katalizator diaforaza posreduje pretvorbu tetrazolijeve soli INT (2-(4-jodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-fenil tetrazolium klorid) u ljubicasti formazan, ¢ija je koli¢ina direktno

proporcionalna aktivno$¢u enzima LDH u mediju za odrzavanje stanica (10).

Udio otpustenog LDH utvrden je pomocu komercijalno dostupnog kompleta za
kolorimetrijsko odredivanje aktivnosti enzima LDH. Na dan analize 100 pl supernatanta
preneseno je na plocu s 96 jazica i inkubirano tijekom 4 sata u CO2 inkubatoru s 100 pl otopine
C koja je pripremljena mijeSanjem 250 pl otopine A (pripremljena otapanjem liofiliziranog

katalizatora - diaforaza/NAD+) i 11.25 ml otopine B (pripremljena otapanjem smrznute

10



MATERIJALI | METODE

originalne otopine INT boje) prema uputama proizvodaca (LDH Cytotoxicity Detection Kit,

TAKARA BIO INC.).

Niske kontrole pripremljene su dodavanjem 100 pl medija bez stanica i 100 pl
reakcijske otopine C. Visoke kontrole pripremljene su dodatkom supernatanta stanica tretiranih
Tritonom X-100 i 100 pl reakcijskog pufera C. Ploca je bila zasticena aluminijskom folijom i
ostavljena na sobnoj temperaturi 30 min. Po zavrsetku inkubacije na ¢itac¢u mikroploca (iMark,
BIO RAD, Hercules, CA, USA) izmjerena je apsorbancija na 515 nm, a na temelju ocitanih
apsorbancija odreden je udio otpuStenog LDH u mediju. Udio LDH izracunao se preko
apsorbance sfera tretiranih sa 1% TritonX prema preporuci proizvodaca, koji uzrokuje potpuno
oStecenje stanica i time maksimalno oslobadanje LDH u medij. Sfere kod kojih je maksimalno
otpusten LDH uzgajane su pod istim uvjetima kao i sfere od interesa. Prije izracuna udjela LDH
od svih dobivenih apsobranci oduzeta je vrijednost medija za uzgoja kako bi se nulirao utjecaj
LDH iz medija.

4.7.  Procjena aktivnosti mitohondrija

Utvrdivanje aktivnosti mitohondrija moZe se posti¢i odredivanjem promjene
mitohondrijskog membranskog potencijala (11). U zdravim stanicama s aktivnim
mitohondrijima negativni naboj koji je uspostavljen o¢uvanom mitohondrijskom membranom
omogucava ulazak boje u matriks mitohondrija gdje se ona potom nakuplja i emitira

fluorescentni signal (12).

TMRE (tetrametilrodamin, etil ester) boja koristi se za oznaCavanje aktivnih
mitohondrija. To je lipofilna, stani¢no propusna, pozitivno nabijena, crveno-narancasta boja
koja se lako nakuplja u aktivnim mitohondrijima zbog njihovog negativnog naboja, za razliku
od neaktivnih mitohondrija kod kojih zbog pogubnih uvjeta dolazi do kolapsa mitohondrijskog
elektrokemijskog potencijala zbog Cega se mitohondrijska membrana depolarizira 1 signal

TMRM boje se smanjuje (13). Kod aktivnih mitohondrija akumulacija boje proporcionalna je
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negativnoS¢u naboja Sto zna¢i da nakon gubitka membranskog potencijala, mitohondriji ne

mogu zadrzati boju i fluorescencija se smanjuje (14).

Za odredivanje aktivnosti mitohondrija prikupljene su sfere iz 28 jazica koje su
inkubirane u razli¢itim vremenskim intervalima sa i bez izmjene medija. Sfere su isprane
pomocu PBS-a nakon ¢ega su ostavljene pod tripsinom 3 minute kako bi se razdvojile na
pojedinacne stanice. Tripsin je zatim inaktiviran svjezim medijem te je nakon centrifugiranja
uklonjen sa stanica. Stanice iz sfera inkubirane su TMRE bojom (TMRE Mitochondrial
Membrane Potential Assay Kit, abcam, Cambridge, UK) u koncentraciji od 200 nM tijekom
30min u CO; inkubatoru. Po zavrSetku inkubacije sa stanica je uklonjena boja i Stanice su
resuspendirane u PBS-u. Intenzitet fluorescencije izmjeren je na ¢itatu mikroploca (Spark,
Tecan) pri EX/Em = 530/580.

4.8. Kolorimetrijsko odredivanje ATP statusa

Kolorimetrijska analiza metoda je apsorpcijske spektroskopije pomocu koje se odreduju
koncentracije obojenih otopina koje apsorbiraju u vidljivom ili bliskom UV dijelu spektra. Boja
koju otopina neke tvari reflektira komplementarna je boji koju ta tvar apsorbira. Kolorimetrija
je temeljena na preciznom mjerenju apsorbirane svjetlosti, odnosno usporeduje intenzitet boje
nepoznate otopine s jednim ili viSe standardnih otopina poznate koncentracije. Ukoliko je
ispitivana tvar u otopini bezbojna, potrebno je dodati reagens koji zajedno s tom tvari daje
obojenje. S obzirom da se u ovoj metodi koristi polikromatsko zracenje, iskljucena je
mogucnost kvalitativne analize, dok kvantitativna kolorimetrijska analiza primjenjuje
LambertBeer-ov zakon i mjeri apsorbanciju uz prethodno eksperimentalno definiranu

funkcionalnu vezu apsorbancije i koncentracije koje su linerano ovisne (15).

Kako bi se odredio ATP status u stani¢nim sferama, bilo je potrebno prikupiti sfere iz 32
jazice. Kolorimetrijska analiza provedena je prema uputama proizvodata ATP Assay Kit
(abcam, Cambridge, UK). Na prikupljene sfere dodan je ATP pufer za lizu stanica. Stanice s
dodanim puferom potom su centrifugirane tijekom 6 minuta na 1500 rpm pri temperaturi 4°C

te je supernatant pokupljen u novu tubicu. Dobiveni uzorak deproteiniziran je pomocu perklorne
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kiseline u finalnoj koncentraciji od 1 M te neutraliziran s kalijevim hidroksidom dodanim u 30
%-tnom volumenu od ukupnog volumena koncentracije 2M. Supernatant je, nakon

centrifugiranja, prenesen u novu tubicu i pripremljen za analizu na ploc¢i od 96 jazica.

Na uzorke je dodan reakcijski miks koji se sastoji od ATP pufera, ATP probe, ATP
pretvaraca i razvijaca boje. Pozadinska reakcija pripremljena je kao i ATP reakcijska smjesta
bez ATP pretvaraca. Pripremljen je ATP standardni pravac iz ATP standarda u koncentraciji od
0 do 10 nmol po jazici. Reakcijska smjesa inkubirana je tijekom 30 minuta u mraku pri sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je izmjerena absorbanca na 515 nm pomocu ¢itaca mikroploca (iMark,

BIO RAD, Hercules, CA, USA).

ATP koncentracija izracunata je po formuli:
g B
ATP koncentracija = (V * D) * DDF

U formuli B predstavlja koli¢inu ATP-a u uzorku dobivenu iz standardnog pravca, V je volumen
uzorka, D faktor razrijedenja, dok je DDF deproteinizacijski faktor razrjedenja (izraCunat prema

uputama proizvodaca).

4.9. Statisticke metode

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti viSe ponovljenih rezultata. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli odredena je Kolmogorov — Smirnovljevim testom. Razlike
normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu ispitivanih skupina testirane su analizom
varijance (ANOVA) koriStenjem Tukey-Kramer testa. Kao prag statistiCke zna¢ajnosti uzeta je

vrijednost P < 0,05. Za analizu podataka koristio se statisticki program MedCalc (16).
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5. REZULTATI

5.1. Udio otpustenog LDH

Rezultati vidljivi na slici 5. prikazuju omjer otpustenog LDH iz stani¢nih sferoida i
maksimalno otpusteni LDH u sferama tretiranim TritonX-om gdje sve stanice imaju naruseni
integritet stani¢ne membrane. Sfere kojima je maksimalno narusen stani¢ni integritet pod
utjecajem TritonX-a uzgajane su pod istim uvjetima kao i sfere od interesa. Nije utvrdena
statisti¢ki znacajna razlika izmedu 8. i 13. dana uzgoja unutar grupe sfera s izmjenom medija,

kao ni u grupi bez izmjene medija.

Statistickom analizom sfera koje su redovno prihranjivane utvrdena je razlika u udjelu
otpustenog LDH nakon 8. dana od 0,45 + 0,05 (P < 0,001) u odnosu na maksimalno otpusteni
LDH. Nakon produzenog vremena uzgoja (13. dan) uz izmjenu medija udio LDH od 0,40 +
0,17 statisticki zn¢ajno (P < 0,001) razlikuje se od maksimalno otpustenog LDH (slika 5 a)).

MRC-5 sfere koje su uzgajane bez izmjene medija pokazuju udio otpustenog LDH nakon
8. dana uzgoja od 0,61 * 0,1 koji se statisticki znacajno razlikuje (P < 0,003) od maksimalno
otpustenog LDH. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u sferama uzgajanih kroz 13 dana

bez izmjene medija u odnosu na maksimalno otpusteni LDH (slika 5 b)).
lzmjena medija Bez izmjene medija

*

7} *

E

S 05

I I [
g o4

‘ 0,4

- 03 03
02 0,2
01 01

0 0

8. dan 13. dan 8. dan 13. dan

LDH omjer

Slika 5. Omjer otpustenog LDH iz sfera u odnosu na maksimalno otpusteni LDH u mediju. Na
grafu a) prikazan je otpusteni LDH kod sfera s kontinuiranom izmjenom medija, a na grafu b)
prikazan je otpusteni LDH kod sfera bez izmjene medija. Analiza LDH provedena je nakon 8.
i 13. dana uzgoja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri ponavljanja. Statisticka

znacajnost oznacena je zvjezdicom (*).
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5.2. Procjena aktivnosti mitohondrija

Aktivnost mitohondrija u skupinama stani¢nih sferoida sa i bez izmjene medija odredena
je mjerenjem fluorescencije TMRE boje koja je proporcionalna aktivnosti mitohondrija.
Smanjeni intenzitet fluorescencije odrazava se u stanicama s narusenim mitohondrijskim

sustavom zbog nemogucénosti zadrzavanja boje.

Mjerenjem fluorescencije TMRE boje dobivena je podjednaka razina intenziteta u svim
analiziranim grupama. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u aktivnosti mitohondrija
MRC-5 sfera nakon 8. 1 13. dana uzgoja. Takoder, nije zabiljezena statisticki znacajna razlika

izmedu grupa sfera sa i bez izmjene medija (slika 6).

MRC-5
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£ 4000
=
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E 2000
0

bez izmjene medija  saizmjenom  bez izmjene medija  sa izmjenom
medija medija

8.dan 13. dan

Slika 6. Aktivnost mitohondrija kod MRC-5 stanica uzgojenih kao sfere kroz 8 i 13 dana, sa i
bez izmjene medija. Stanice su obojane TMRE bojom u koncentraciji 200 nM. Intenzitet

fluorescencije prikazan je kao srednja vrijednost rezultata testova pripremljenih u duplikatu.
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5.3. Kolorimetrijsko odredivanje ATP statusa

Tablica 1. prikazuje koncentraciju ATP-a dobivenu kolorimetrijskom analizom. Nije
utvrdena razlika u koncentraciji ATP-a izmedu ispitivanih skupina nakon 8. niti nakon 13. dana
uzgoja. Koncentracija ATP-a u ovisnosti o dostupnosti nutrijenata nesto je veca kod MRC-5
sfera sa izmjenom medija nakon 8. dana inkubacije, za razliku od ostalih mjerenja gdje nije

zapazena razlika.

Tablica 1. Vrijednosti izmjerenog ATP

ATP status — MRC-5 stani¢ni sferoidi

Vrijeme inkubacije Skupina ATP (nmol/pl)
bez izmjene medija 0,060
8. dan sa izmjenom medija 0,071
bez izmjene medija 0,067
13. dan sa izmjenom medija 0,060
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6. RASPRAVA

Tijekom posljednjih 15-ak godina tro§kovi uspjeS$nog istrazivanja utjecaja raznih spojeva
i uvjeta uzgoja dosezu vrlo velike razmjere (17). Danas je uobi¢ajeno da se potencijalni uéinci
prvo istraze u in vitro uvjetima na stanicama u 2D kulturi, nakon cega slijedi nastavak
ispitivanja na animalnim modelima, a zatim i na ljudima u klinickim studijama (18). Kako bi
troskovi i vrijeme istraZivanja bili smanjeni, najveéi napori usmjereni su prema razvitku in vitro
modela koji ukljuc¢uje 2D kulturu stanica kao temeljni stani¢ni model (18) koji se nadopunjava
s 3D kulturom stanica koja, izmedu ostalog, predstavlja dobar model za testiranje spojeva s
visokim potencijalom oponaSanja kompleksa 3D organizacije tumorskog tkiva in vivo. Kimlin
I sur. detaljno su istrazili 3D rast uspostavljenih stani¢nih linija i zaklju€ili da takve stani¢ne
kulture posjeduju nekoliko in vivo karakteristika tumora kao $to su medustani¢na interakcija,
hipoksija, odgovaraju¢e prodiranje lijeka, odgovor i otpornost te proizvodnja/talozenje

izvanstani¢nog matriksa (19).

Sve stanice u tijelu Zive u 3D okruZenju koje je klju¢no za njihov metabolizam 1 rast.
Fenotip i funkcija svake stanice u znatnoj mjeri ovise o interakcijama sa susjednim stanicama,
ekstracelularnim matriksom (ECM) i proteinima (20). Te interakcije izmedu stanica te stanice
1 ECM razlikuju se izmedu 2D i1 3D kulture, kao 1 izmedu stani¢nih slojeva u sferoidnim
strukturama, §to moze utjecati na rezultate citotoksi¢nosti (21). Iz tog razloga ispitivanje
citotoksi¢nosti na 2D stani¢nim kulturama nije to¢no predvidanje onoga $to se moze ocekivati
u tijelu (20, 22). 3D stani¢ne kulture ipak preciznije oponasaju prirodno stani¢no
mikrookruzenje. Morfologija i fiziologija stanica u 3D kulturama razlikuju se od stanica u 2D
kulturama, pokazujuci rezultate koji vise odgovaraju ponasanju in vivo (22). U 2D modelima,
molekule se mogu izluciti u medij kulture te ¢e, sukladno tome, promjena medija ukloniti te
tvari §to moze utjecati na rezultate. Na primjer, u 2D modelu Alzheimerove bolesti, uklanjanje
medija znacilo bi da se izluceni amiloid beta (AB) odbacuje i, prema tome, mijenja rezultate
agregacije AB. Za razliku od 2D kulture, 3D stani¢ne kulture mogu ograniciti difuziju AR u
medij kulture (23).

Stani¢na linija MRC-5 pripada normalnim stanicama fibroblasta koju karakteriziraju
spori rast i duze vrijeme udvostru¢avanja u kulturi (24). Te stanice pokazuju veliku sposobnost

agregacije i stvaranja ¢vrstih stani¢nih sfera, te se kao takve MRC-5 stanice ¢esto koriste u 3D
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kokulturama za formiranje tumorskih modela (25). Za stvaranje kompaktne 3D arhitekture sa
uspostavljenim medustani¢nim interakcijama u sferama za rekonstrukciju sto realisti¢nijeg
modela tumorskog tkiva potrebno je vrijeme. Gradijent difuzije nutrijenata, Kisika i
metabolickog otpada, slojevita organizacija stanica s razli¢itom brzinom proliferacije,
ekspresija specificnih genskih obrazaca, prisutnost interakcije izmedu stanica te signalizacija
samo su neki od klju¢nih ¢imbenika tumora in vivo koje sfere mogu prikazivati (26). Jedna od
karakteristika MRC-5 stanica zbog koje je zastupljena u kokulturama izlu¢ivanje je faktora rasta
hepatocita (HGF, engl. hepatocyte growth factor) koji podrzava proliferaciju i migraciju
nekoliko vrsta raka (26). Stanice fibroblasta zajedno sa stanicama raka za formiranje
visestani¢nog 3D modela uzgajane su kroz tjedan dana kako bi se stvorile stabilne sfere pogodne
za daljnje istrazivanje (27). Istrazivanje u kojem su MRC-5 stanice koriStene u kokulturi za
odredivanje koncentracije faktora rasta, citokina i kemokina provedeno je na sferama koje su
uzgajane 11 dana (28).

lako se sfere fibroblasta najées¢e spominju u kokulturama s tumorskim stanicama,
nedostatna literatura o karakteristikama MRC-5 sferama otvara podrucje za istrazivanje. Kako
bi utvrdili energetski status sfera razli¢itih veli¢ina, MRC-5 sfere uzgajane su kroz osam i
trinaest dana. U svrhu odredivanja energetskog statusa sferoida jedna grupa sfera imala je
kontinuirani izvor nutrijenata iz svjezeg medija, dok je drugoj skupini reduciran izvor
nutrijenata.

Mitohondriji, kao znacajni organeli u kontroli i regulaciji energetskog statusa stanice,
dinamicki odgovaraju zahtjevima unutar stanice u odnosu na okruZzje u kojemu se stanica nalazi.
Otkrivena je povezanost mitohondrijskog sustava s razvnotezom izmedu potraznje stanice za
energijom 1 opskrbe nutrijentima, povezujuéi promjene u arhitekturi mitohondrija kao
mehanizmom za prilagodbu. Kako mitohondriji nisu stati¢ni organeli, energetske zahtjeve
stanica modeliraju fuzijom (spajanjem) ili fizijom (cijepanjem) mitohondrija. Stanice koje
imaju neogranicen izvor nutrijenata imaju tendenciju svoje mitohondrije drzati u odvojenom
(fragmentiranom) rasporedu, za razliku od slucaja kada je stanici reduciran izvor nutrijenata
gdje se mitohondriji povezuju (29). Uc¢inak dostupnosti nutrijenata i vremena uzgoja sfera na
aktivnost mitohondrija procijenjena je mjerenjem intenziteta fluorescencije TMRE boje koja se
nakuplja u funkcionalnim mitohondrijima. U svim analiziranim grupama sfera zabiljezen je
podjednak intenzitet fluorescencije bez statisticke znacajnosti. Nadalje, kolorimetrijski

odredena koncentracija ATP-a u MRC-5 sferama nije statisti¢ki znacajna izmedu grupa sfera.
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Mijerenjem zastupljenosti LDH enzima u mediju za uzgoj procijenjen je integritet
stani¢ne membrane kao pokazatelj vijabilnosti stanice. Udio stanica s narusenim integritetom
stanicne membrane od oko 0,4 zabiljezen je kod sfera koje su uzgajane uz redovnu izmjenu
medija u oba vremena, a statisticki je znaCajno manji od kontrolnih sfera kod kojih je
maksimalno naruSen integritet stani¢cne membrane. Promatrajuci utjecaj vremena uzgoja na
udio LDH nije zabiljeZena statisticka znacajnost kod uzgoja s redovnom izmjenom medija kao
ni kod sfera koje su uzgajane bez izmjene medija. Citoplazmatski LDH brzo se otpusta u
stani¢ni medij kada je plazmatska membrana o$teéena, kao posljedica dogadaja unutar stanica
koje mogu dovesti do apoptoze, nekroze ili nekog drugog oblika stani¢ne smrti (30).
Zabiljezeni udio stanica s oSteCenom stani¢cnom membranom u sferama sa stalnim izvorom
nutrijenata sugerira na formiranje nekroticne sfere unutar stani¢nog sferoida. Povecana
osjetljivost stanica u sferi vidljiva je kod uzgoja s reduciranim izvorom nutrijenata gdje je
zabiljeZen veci udio otpustenog LDH. lako je zabiljeZzen naruSen stani¢ni integritet u sferama
koje su uzgajane u reduciranim uvjetima, promjena u dinamici mitohondrija nije zabiljeZena.
Mitohondriji kao multifunkcionalni organi sudjeluju u biosintezi, metabolizmu i funkcijama
stani¢ne smrti ili prezivljenja. Odgovor stanice na fizioloSke uvjete i okoliSne podrazaje
odrazava se u promjeni broja, morfologiji, raspodjeli i aktivnosti mitohondrija (31). Istrazivanje
Horn-a i suradnika (32) ukazuje na ulogu mitohondrija u lokaliziranoj stani¢noj signalizaciji
kod stanica s ostecenom plazmatskom membranom. Dobiveni rezultati izmedu sfera uzgajanih
pod istim uvjetima kroz razli¢ito vrijeme ne upucuju na promjenu veliCine sfere tj. rasta sfera
kroz duze vrijeme od 13 dana. Daljnja analiza ove pretpostavke svakako bi se trebala odrediti

mikroskopski.

Dobiveni rezultati upucuju na potrebu prehranjivanja sfera formirnih od MRC-5 stanica
koje kroz duzi period uzgoja pokazuju smanjenje vijabilnosti. Osjetljivost sfera odrazava se
nedostatkom nutrijenata u mediju za uzgoj. Za bolje razumijevanje postavljenih pretpostavki i

biokemijskih procesa unutar MRC-5 sfera potrebna su opseznija istrazivanja.

19



ZAKLJUCAK

7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da:

nije zabiljezena statisticki znacajna razlika u udjelu LDH izmedu sfera uzgajanih

kroz 8 i 13 dana sa izmjenom medija, kao ni kod sfera bez izmjene medija

- sfere uzgajane s reduciranim nutrijentima pokazuju narusen integritet stani¢ne
membrane kod vecine stanica

- nije zabiljezena statisticki znaCajna promjena u aktivnosti mitohondrija MRC-5
stani¢nih sferoida s obzirom na duljinu uzgoja i dostupnost nutrijenata

- nije zabiljezena promjena u koncentraciji ATP-a u ovisnosti o veli¢ini sfera i

dostupnosti nutrijenata
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Procijeniti razliku u energetskom statusu kod MRC-5 stani¢nih sferoida

razlicitih veli¢ina i s razli¢itom dostupno§c¢u nutrijenata.
Nacrt studije: In vitro studija — kontrolirani pokus

Materijali 1 metode: Prilikom formiranja stani¢nih sferoida koriStena je odabrana,
komercionalno dostupna stani¢na linija MRC-5 (Medical Research Council cell strain 5; CCL-
171™). Stanice su uzgojene u jazicama sa slabo prianjaju¢im dnom kako bi se formirali stani¢ni
sferoidi. Jednom setu sferoida redovno je izmjenjivan medij za uzgoj, dok je drugi set stani¢nih
sfera uzgojen bez izmjene medija. Sfere za analizu prikupljene su nakon 8. i 13. dana uzgoja,
nakon ¢ega je uslijedilo odredivanje udjela enzima LDH, aktivnost mitohondrija i

kolorimetrijsko odredivanje koncentracije ATP-a.

Rezultati: Nije zabiljezena znacajna razlika u udjelu LDH izmedu sfera uzgajanih tijekom 8 i
13 dana, sa i bez izmjene medija. Udio LDH od oko 0,4 vidljiv je u sferama s redovnom
izmjenom medija neovisno o vremenu inkubacije. Sfere uzgajane u uvjetima s reduciranim
nutrijentima odrazavaju vecu osjetljivost s pove¢anim udjelom stanica koje imaju naruSen
stani¢ni integritet. ZabiljeZena je podjednaka aktivnost mitohondrija i koncentracija ATP-a

izmedu grupa sfera bez statisticke znacajnosti.

Zakljucak: Dostupnost nutrijenata pri uzgoju i odrzavanju kulture MRC-5 stani¢nih sferoida
dovodi do promjene otpustenog LDH u stani¢ni medij bez promjena mitohondrijskog

potencijala i koncentracije ATP-a izmedu seta sfera.

Kljuéne rije¢i: ATP, MRC-5, stani¢ni sferoidi, LDH, energetski status
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9. SUMMARY

Energy status of MRC-5 cell spheroids depending on sphere size and nutrient
availability

Aim: The main goal of this study was to evaluate the difference in energy status of MRC-5 cell

spheroids of different sizes and with different availability of nutrients.
Study design: In vitro study - controlled experiment

Materials and methods: During the formation of cell spheroids, the selected, commercially
available cell line MRC-5 (Medical Research Council cell strain 5; CCL-171™) was used. Cells
were cultured in wells with faintly adhering base to form cell spheroids. One set of spheroids
was cultured with a regularly change of culture medium, while the other set of cell spheres was
cultured without medium change. Spheres were collected after the 8th and 13th days of
cultivation, followed by the determination of LDH enzyme proportion, mitochondrial activity
and colorimetric determination of ATP concentration.

Results: No significant difference was recorded in the proportion of LDH between the spheres
grown for 8 and 13 days, with and without medium change. The proportion of LDH of about
0,4 is visible in spheres with regular medium changes, regardless of incubation time. Spheres
cultured under nutrient-reduced conditions reflect greater sensitivity with an increased
proportion of cells with compromised cellular integrity. Mitochondrial activity and ATP
concentration were recorded to be equal between groups of spheres without statistical

significance.

Conclusion: The availability of nutrients during the cultivation and maintenance of the culture
of MRC-5 cell spheroids leads to a change of the released LDH into the cell medium without

changes in the mitochondrial potential and the ATP concentration between the set of spheres.

Keywords: ATP, MRC-5, cell spheroids, LDH, energy status
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