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1. UVOD

1.1. Karcinom pluca

Karcinom plu¢a je maligni tumor pluc¢a epitelnog podrijetla. Histoloski razlikujemo
karcinome plu¢a malih stanica (engl. small cell lung carcinoma, SCLC) i karcinome pluca
nemalih stanica (engl. non- small cell lung carcinoma, NSCLC) (1). Karcinom nemalih stanica
javlja se u 80 — 90 % slucajeva i slabije je kemo- i radiosenzibilan u odnosu na SCLC (2). TNM
klasifikacijom odreduje se klinicki stadij nemikrocelularnog karcinoma s obzirom na veli¢inu
i Sirenje u okolno tkivo (T), Sirenje u limfne ¢vorove (N) i metastaze (M) (3). Svjetska
zdravstvena organizacija (WHO) objavila je 2021. godine nadopunu Klasifikacije tumora pluca
iz 2015. te stavila naglasak na prednosti molekularne dijagnostike svih tipova tumora. Prema
Klasifikaciji, tri su glavna podtipa karcinoma nemalih stanica: karcinom plocastih stanica,
adenokarcinom i karcinom velikih stanica (4, 5). Na globalnoj razini se opaza porast dominacije

adenokarcinoma nad ostalim podtipovima NSCLC-a u oba spola (2).

U etiologiji bolesti 1 dalje postoje nepoznanice, no sa sigurnoscu se zna da na razvoj karcinoma
pluca utjecu brojni ¢imbenici. Faktori rizika ukljucuju pusenje duhanskih proizvoda, izloZenost
azbestu 1 drugim kancerogenima pluca, kroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a (KOPB), muski
spol, stariju dob, genetsku predispoziciju i pozitivnu obiteljsku anamnezu te zagadenje zraka.
PuSenje je najvaZzniji faktor rizika, a u prilog tome ide ¢injenica da je relativni rizik mortaliteta
15 puta veci u pusaca nego u nepusaca. Unato¢ tome, 10 — 15 % oboljelih pripada skupini
nepusaca. Nadalje, biljezi se porast rizika od oboljenja za 20 — 25 % kod pasivnih pusaca.
Genetska predispozicija ima veliku ulogu, naime, u pacijenata bivSih pusaca ili puSaca
otkirvene su mutacije gena KRAS (engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) i BRAF
(engl. B-raf proto-oncogene), a kod nepusaca EGFR (engl. epidermal growth factor receptor)
i ALK (engl. anaplastic lymphoma kinase) mutacije. Pored toga, izloZenost azbestu, teSkim
metalima, radonu 1 policikli¢kim aromatskim ugljikovodicima izravno se povezuje s razvojem
karcinoma pluéa. U zapadnoeuropskim zemljama 13 % karcinoma pluéa pripisuje se

profesionalnoj izlozenosti (1, 6).

Klinicke manifestacije bolesti ovise morfologiji, veli€ini i lokalizaciji primarnog tumora,
stvaranju metastaza, opéem stanju pacijenta itd. S obzirom na to, javljaju se brojni op¢i i
nespecifiéni simptomi koji nisu karakteristi¢ni za karcinom pluca pa se bolesnici s karcinomom

pluca Cesto javljaju lijeCniku u ve¢ uznapredovalom stadiju. S druge strane, simptomi koji
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pobuduju sumnju su: kasalj koji dugo traje, hemoptiza, zaduha, stalne ili recidivirajuée infekcije

istog lokaliteta, umor, bol u prsistu, gubitak apetita i gubitak na tezini.

Dijagnostika zapocinje klinickim pregledom i radioloskim metodama (RTG, CT), dok potvrdnu
I diferencijalnu dijagnozu daje citoloski ili patohistoloski laboratorij na temelju uzorka uzetom

prilikom bronhoskopije (6, 7).

U lijecenju je, ukoliko je primjenjiv, kirurski zahvat metoda izbora. Kao druge opcije lijecenja
primjenjuju se kemoterapija, radioterapija i ciljana terapija tzv. pametnim lijekovima (7). U
novije vrijeme razvijaju se razli¢iti tipovi imunoterapije ¢ime se nastoji direktno utjecati na
inhibiciju rasta tumora i stimulaciju protutumorskog imunolo$kog odgovora (8). Razvoj
tehnologije i molekularne dijagnostike omogucio je detekciju mutacija odgovornih za karcinom
pluéa ¢ime se omogucuje odabir ciljne terapije i naposlijetku osigurava bolji ishod za pacijenta

(9).

Unato¢ preciznoj patohistoloSkoj analizi, napretku molekularne dijagnostike te razvoju
imunoterapije, karcinom pluca vode¢i je uzrok smrti u svijetu (10). Prema podatcima Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo, karcinom pluca je vodeci uzrok smrti od malignih bolesti te drugi
naj¢es¢i novodijagnosticirani rak u Hrvatskoj 2020. godine (11). Zbog velike zabrinutosti za
zdravlje svjetskog stanovniStva, istrazivanja mehanizama karcinogeneze, tkivnog odgovora i

stani¢nih interakcija su imperativ.

1.2. Trodimenzionalna kultura stanica

Tradicionalno dvodimnezionalno (2D) kultiviranje stanica u monosloju pokazalo se kao
korisna metoda u istrazivanjima stanica. Uzimajuci u obzir da su gotovo sve stanice in Vvivo
okruzene drugim stanicama i izvanstani¢nim matriksom u trodimenzionalnom (3D) rasporedu,
2D stani¢ne kulture ne oponasaju stvarno 3D okruZenje stanica. Stanice se razlikuju fizioloski
1 morfoloSki te se u 3D kulturi uspostavlja drugacija prostorna organizacija. Dolazi do
reorganizacije povrsinskih stani¢nih receptora koji dolaze u interakciju sa susjednim stanicama
Sto utjee na stani¢no ponasanje, medustani¢nu signalizaciju i gensku ekspresiju. Stoga se
kultivacijom u monosloju mogu dobiti podatci koji ne odgovaraju stvarnom stanju stanicnog
funkcioniranja in vivo. Uspostavom 3D sustava in vitro postizu se rezultati koji su vjerodostojni
odraz stanja in vivo pa takva kultura pruza fizioloski relevantne informacije i omogucava bolje

predvidanje rezultata testiranja in vivo. Zbog toga predstavljaju dobre modele za istrazivanje
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lijekova i mehanizama bolesti, proucavanje tumorskog mikrookolisa, genske i proteinske

ekspresije (12).

Ovisno o ciljevima istrazivanja razlikujemo osnovne tipove trodimenzionalne kulture stanica:
histotipska kultura, organotipska kultura i kultura organa. Kulturom organa nastoji se ocuvati
heterogena struktura i interakcija medu razli¢itim vrstama stanica kako bi se moglo proucavati
ponasanje integriranih tkiva. Cijeli organ ili njegovi reprezentativni dijelovi se odrzavaju kao
mali fragmenti u Kkulturi. Odsutnost krvozilnog sustava direktno limitira veli¢inu organa i
dovodi do nepravilnog rasporeda stanica. Kultivacija organa zbog izostanka vaskularizacije
zahtjeva smjeStaj tkiva na medij i potporu koji ¢e omoguciti optimalnu izmjenu plinova i
nutrijenata. Ima odredena ogranicenja, zahtjevna je za pripremu i odrzavanje, no predstavlja

kvalitetan i neophodan pristup u istrazivanjima na razini organa.

Organotipska kultura ukljucuje rekombinaciju razliitih stani¢nih linija kako bi se stvorila
komponenta organa. Promjenom prostornih odnosa postize se odredena razina medustani¢ne
interakcije koja se analizira s obzirom na vanjske podrazaje (13). Obi¢no se koriste dijelovi
organa debljine 100- 400 um s dobro o¢uvanim tkivnim svojstvima, a kao mehanicka potpora

sluzi porozna membrana (14, 15).

Histotipska kultura oznacava stani¢nu kulturu visoke gustoce pri ¢emu je gustoca stanica
gotovo identi¢na onoj in vivo. Kako stanice dostizu sve veéi stupanj gustoce, nutrijenti iz medija
postaju limitirajuci faktor. Omjer volumena medija i broja stanica treba ostati podjednak onom
u kulturi niske gustoe stanica. To se moze ostvariti primjenom tehnika gela i spuzve,

koristenjem perfuzijske komore sa Supljikavim vlaknima te formiranjem sferoida (13).

1.2.1. Sferoidi
Sferoidi predstavljaju okruglaste nakupine (agregate) stanica u 3D mikrookolisu ¢ime se
nadmasuju ograni¢enja kulture u monosloju. Dolazi do rekonstrukcije signalnih puteva, potic¢e
se proliferacija i vijabilnost stanica. Formiranje sferoida moze se posti¢i nosa¢ima s 3D
matricama, bioreaktorima, centrifugiranjem, metodom vise¢e kapi, mikro€ipovima i
magnetskim Cesticama (12, 16). Morfoloski stanice mogu formirati okrugle, zvjezdaste sfere

sfere nalik na masu, grozd i sli¢no, ovisno o stani¢noj liniji (12).

U mehanizam formiranja sferoida direktno su ukljuceni kadherini 1 integrini koji pospjesuju
adheziju stanica. Sve zapocinje od nakupine slabo povezanih stanica gdje se integrini

komplementarno vezu za stani¢nu povrsSinu. Adhezija se osnazuje pomocu kadherina pri cemu
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aktin i kompleks B-katenina olak$avaju prijenos signala i kontakt medu stanicama $to rezultira

stvaranjem sferoida sadrzanog od snazno povezanih stanica (16).

Kao 1 u kulturi organa, ve¢i sferoidi nailaze na ogranicenja zbog izostanka vaskularizacije, dok
za one manje to ne predstavlja problem. Medij prodire u unutrasnjost sferoida putem difuzije.
Gradijent difuzije induciran je povecanjem velic¢ine sferoida tijekom kultivacije: $to je veci,
medij teze dospijeva do sredista sfere. Naposlijetku, oksigenacija, uklanjanje CO: i distribucija
hranjivih tvari odvijaju se putem difuzije $to utje¢e na proliferaciju stanica. Shodno tomu,
stanice se na razli¢itim dubinama sfere razlikuju u nutritivnom statusu, a posljedi¢no i u stadiju
stani¢nog ciklusa. Naime, vanjski sloj stanica je najizlozeniji mediju i sadrzi vijabilne,
proliferirajuce stanice. Stanice dublje u sferoidu nisu u direktnom kontaktu s medijem, kisik 1
hranjive tvari teze difuzijom dopiru do njih, a metaboliti se teze uklanjaju pa su one uglavnom

u fazi mirovanja ili hipoksije. Centralni dio sfere sadrzi nekroti¢ne stanice (12) (Slika 1).

ZONA PROLIFERACIJE

ZONA MIROVANJA

ZONA NEKROZE

Slika 1. Grada sferoida. I1zvor: izradila autorica rada.

1.3. Kultura tumorskih stanica

1.3.1. Karakteristike
Tumorsko tkivo je morfoloski uglavnom heterogeno 1 sadrzano od stanica razliitih
fenotipova. Za razliku od normalnih stanica, zbog svoje autonomije tumorske stanice stvaraju
sebi pogodne uvjete rasta (17). Karakterizira ih sposobnost angiogeneze te rast u uvjetima

hipoksije i1 acidoze koji doprinose mutagenezi. Promijenjena ekspresija gena potice stani¢ni
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rast, invazivnost i metastaziranje. Progresijom tumora, stanice pokazuju sve veéu gensku
nestabilnost. Smatra se da je mutageneza posljedica kompenzacije metaboli¢ke i energetske
neravnoteze tumora (18, 19). Osnovno obiljezje kulture tumorskih stanica je stvaranje
kontinuirane stani¢ne linije, to¢nije neprestan rast i nakon stvaranja konfluentnog sloja stanica

u primarnoj kulturi (Slika 2).

O Y kontaktna inhibicija:
B monosloj normalnih stanica

viseslojna kultura neinhibiranih

hranjivi medij u posudi za Hanorekih stanica

uzgoj stanica
Slika 2. Usporedba rasta normalnih stanica do kontaktne inhibicije s prerastom tumorskih
stanica (20).

Tumorske stanice pokazuju odstupanja u kontroli rasta zbog ¢ega su sklone ubrzanom rastu i
stvaranju kulture visoke gustoce. Zbog svojstvene varijabilnosti i heterogenosti zahtijevaju
medij obogacen tvarima koje omogucuju selektivan rast. Primjer selektivnog medija je RPMI
1640 na temelju kojeg je Nacionalni institut za rak proizveo selektivan medij za adenokarcinom.

Medij je obogacen odredenim suplementima te je prigodan, izmedu ostalih, i za karcinom pluca.

1.3.2. Prednosti 3D kultivacije

Tumori nisu dvodimenzionalni, ve¢ stvaraju svoj vlastiti mikrookoli$ i ulaze u interakcije
s tkivima kojima su okruzeni. Upravo zbog toga Cesto ih je teSko uzgojiti in vitro, a da se
postigne model identi¢an tumoru in vivo (13). 2D kulturom ne moze se predociti autenti¢na
medustani¢na komunikacija niti formiranje tumor specifi¢ne arhitekture. Trodimenzionalnom
kultivacijom, posebice tehnikom stvaranja sferoida omoguéuje se replikacija stvarne
arhitekture tumora gdje se razlikuju vanjska proliferacijska zona, unutranja mirna zona s
manjom koli¢inom kisika te nekroticno i hipoksi¢no srediSte (21). Sferoide je relativno
jednostavno uzgojiti 1 odrzavati, ovisno o stani¢noj liniji. Moguce ih je prilagoditi i daju

reproducibilne rezultate (17). Nadalje, kulture neoplasti¢nih stanica predstavljaju vrijedan izvor

5



uvoD

stanica za molekularna 1 farmakoloska istrazivanja gdje su 3D modeli pogodniji za ispitivanja
lijekova uzimajué¢i u obzir interakcije tumora i strome, zasi¢enost kisikom i pH gradijent.
Dodatne prednosti nad kulturom u monosloju su bolja genska i proteinska ekspresija koje

pridonose identifikaciji novih biomarkera bolesti (21).

1.3.3. Stanicna linija NCI-H358

Nacionalni institut za rak je prikupio brojne stanicne linije te su one komercijalno
dostupne u istrazivacke svrhe (13). Stani¢na linija NCI-H358 predstavlja epitelu sli¢ne stanice
izolirane iz bronhiola muskog pacijenta s bronhoalveolarnim karcinomom (podvrsta
adenokarcinoma, NSCLC). Linija je prikupljena 1981. godine prije primjene kemoterapije.
Pokazuje svojstva adherentnog rasta i metastaziranja u alveole. Prou¢avanjem stani¢ne linije
primjecena je prisutnost citoplazmatskih struktura karakteristi¢nih za Clara stanice. Takoder,
izrazena je ekspresija surfaktantog proteina A (SP-A) koji ima vaznu ulogu u imunolo§kom
odogovoru, a luée ga alveolarne stanice tipa II (22, 23). NCI-H358 namijenjena je formiranju

3D stani¢ne kulture i istrazivanjima raka (22).

1.4. Energetska opskrba tumora
Normalne stanice koriste ugljikohidrate, proteine i masti kao izvore energije za svoje
funkcije. Energija u obliku adenozin trifosfata (ATP) stvara se procesima razgradnje navedenih
spojeva kroz glikolizu, ciklus limunske kiseline, beta-oksidaciju te hidrolizu. ATP je nukleotid
graden od dusi¢ne baze adenina, Secera riboze i tri fosfatne skupine vezane visokoenergijskim

vezama (Slika 3).

' THZ
N (@ R
adenin < // \C/ o
HC “ | trifosfat
C CH r = N

N

CH b
riboza < |\| |/|
H

Slika 3. Grada adenozin trifosfata. Visokoenergijske veze oznacene su znakom ~ (24).
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Iskoristava se za mnoge energetski ovisne stani¢ne aktivnosti: sintezu bioloski vaznih spojeva,
misi¢nu kontrakciju, pokretanje cilija i ameboidno gibanje stanica, rad zlijezda, prijenos
elektrolita i nutrijenata kroz stani¢nu membranu i zivéanu provodljivost (24). Pored toga, vazan
je u signalizaciji metaboli¢kih reakcija i sudjeluje kao donor fosfatne ili adenilne skupine u
posttranslacijskim modifikacijama proteina. Zbog iznimne vaznosti u brojnim bioloSkim
funkcijama, njegova dinamika snazno utjece na intracelularne i ekstracelularne procese koji

definiraju normalnu fiziologiju, ali i patoloska stanja (25).

1.4.1. Vaznost ATP-ai LDH

Tumorske stanice zahtjevaju viSe energije pa stoga prezivljavanje tumora izravno ovisi o
proizvodnji ATP-a kako bi se zadovoljili svi bioenergetski zahtjevi. Unato¢ genetskoj,
biokemijskoj i morfoloskoj heterogenosti, za opskrbu ATP-om svi tumori ovise o glikolizi i
oksidativnoj fosforilaciji (19). U tumorima dolazi do pomaka u metabolizmu glukoze, fenomen
poznat kao Warburgov efekt ili aerobna glikoliza, gdje se piruvat pretvara u laktat pomocu
laktat dehidrogenaze (LDH). Tumorske stanice u normalnim uvjetima pretvaraju 60 — 80 %
piruvata u laktat, u hipoksiji je to 90 %. Laktat iz stanice izlazi u obliku lakti¢ne kiseline te
dovodi do acidifikacije tumorskog mikrookolisa. Uz to, hipoksija i manjak nutrijenata
rezultiraju nekrozom tumora koja moze biti i posljedica brzog rasta tumora. Nekroza je ¢es¢a u
vecih tumora te korelira s ve¢om aktivnos¢u LDH 1 lo§ijom prognozom. Zaklju¢no, povisena
razina LDH u onkoloskih pacijenata rezultat je povecane glikoliticke aktivnosti i tumorske
nekroze uzrokovane hipoksijom (26). Rast u hipoksi¢nom i acidiénom mikrookolisu pogoduje
kemorezistenciji, dok istovremeno prisiljava na poveéanje glikolize kao kompenzacija za

oslabljenu oksidativnu fosforilaciju (27).

Poznato je da ATP utjece na rast tumora kao 1 na interakciju tumora i domacina na vise nacina.
Izvanstani¢ni ATP otpuSten iz nekrotickih stanica predstavlja signal za upalu pri ¢emu se stvara
proupalni mikrookoli§ koji privla¢i i aktivira imunosne stanice. S druge strane, Svojom
razgradnjom ATP postize imunosupresivni u¢inak (28). Nadalje, onkogeni signalni putevi
doprinose metabolickim i energetskim procesima podupiru¢i pove¢anu biosintezu i stani¢nu
proliferaciju. Zaklju¢no, ATP je kao energetska valuta stanice nezamjenjiv za opstanak, rast i

ekspanziju tumora zbog Cega je okosnica brojnih istrazivanja (19).
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1.4.2. Mitohondrijska aktivnost
Neke tumorske stani¢ne linije pokazuju smanjenu koli¢inu mitohondrija u stanici ili
smanjenu mitohondrijsku funkciju (26). Dodatno, stanice raka stvaraju reaktivne vrste kisika
(engl. reactive oxygen species, ROS) §to dovodi do poveéanog broja mutacija mitohondrijske
DNK (mtDNK) koje se povezuju s onkogenom transformacijom i tumorskom progresijom.
Mutacije mitohondrijskog genoma ticu se, izmedu ostalog, gena koji utjeu na transportni lanac

elektrona sto dovodi do povecanja mitohondrijskog membranskog potencijala (A¥m) (29).

Stvaranje i odrzavanje A¥Ym u stanicama raka ovisi o nekoliko faktora: ulasku respiratornih
supstrata (piruvat, acetil-CoA, aminokiseline) u mitohondrij, aktivnosti transportnog lanca
elektrona, potrebama za ATP-om i ravnotezi mitohondrijske sinteze ATP-a i glikolize.
Dokazano je da stupanj proliferacije, dostupnost nutrijenata i metaboli¢ko reprogramiranje
utjeu na heterogenost tumora, no pokazalo se da doprinose i heterogenosti mitohondrijskog

membranskog potencijala u tumorskim stanicama. (30).



HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Reducirana dostupnost hranjivih tvari iz medija i rast sfera karcinoma plu¢a dovode do

smanjenja energetskog statusa.



CILJEVI

3. CILJEVI
Ciljevi istrazivanja:
1. Odrediti energetski status stani¢nih sferoida formiranih od stanica karcinoma pluca in
vitro.
2. Usporediti rezultate sfera kultiviranih u istom vremenskom periodu te one uzgajane 8
dana s onima uzgajanih 13 dana.

3. Definirati povezanost veli¢ine sferoida te dostupnosti hranjivog medija s energetskim

statusom.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj
Ovo istrazivanje je dizajnirano kao in vitro studija - kontrolirani pokus. U pokusu su
koriStene komercijalno dostupne stanice. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog
povjerenstva Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku Medicinskog fakulteta Osijek (KLASA:
602-04/22-08/02; URBROJ: 2158-61-46-22-152).

4.2. Materijali
4.2.1. Stani¢na linija

Energetski status analiziran je na sferoidima formiranim od humanih stanica
bronhoalveolarnog karcinoma plu¢a NCI-H358 (ATCC® CRL-5807").

4.2.2. Kemikalije

e RPMI medij s 10 % FBS-om, 2 mM glutaminom, 1 mM natrijevim piruvatom, 10 mM
HEPES-om (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Njemacka)

e 0,25 % tripsin-EDTA (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Njemacka)

e FBS (GIBCO Invitrogen; Paisley, Velika Britanija)

e Glutamin (GIBCO Invitrogen; Paisley, Velika Britanija)

e Eritrozin B (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, SAD)

e Kit za detekciju LDH (LDH Cytotoxicity Detection Kit, TAKARA BIO INC., Shiga,
Japan)

e Kit za odredivanje mitohondrijskog potencijala (TMRE Mitochondrial Membrane
Potential Assay Kit, Abcam, Cambridge, UK)

e Kit za odredivanje ATP statusa (ATP Assay Kit, Abcam, Cambridge, UK)

4.2.3. Oprema

e CO; inkubator (IGO 150 CELLIife™, JOUAN, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

e Invertni mikroskop (Zeiss Axiovert 25, Jena, Njemacka)

e Mikrotitarske ploce od 96 jazica s V-dnom (BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Njemacka)

e Centrifuga (Centrifuge 5804 R, Eppendorf SE, Hamburg, Njemacka)

11
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o Citac apsorbancije mikroploda (iMark, BIO RAD, Hercules, CA, SAD)

o Citac fluorescencije mikroploga (Spark, Tecan Trading AG, Minnedorf, Svicarska)

4.3. Metode

4.3.1. Kaultivacija stanica in vitro
NCI-H358 stanicna linija uzgajana je u bocCicama za kultivaciju u RPMI mediju
oboga¢enom s 10 % FBS-om, 2 mM glutaminom, 1 mM natrijevim piruvatom i 10 mM HEPES-
om. Stanice se inkubiraju u CO; inkubatoru (IGO 150 CELLIife™, JOUAN, Thermo Fisher
Scientific) pri 37 °C/5 % COz uz visoku vlaznost.

4.3.2. Odredivanje broja Zivih stanica
Kako bismo prebrojili stanice, s obzirom da su adherirane na dno bocice, potrebno je
ukloniti medij te inkubirati stanice Sest minuta s tripsinom. Nakon tripsinizacije, stanice se
resuspendiraju u svjezem mediju za uzgoj. Vijabilnost i broj stanica odredeni su bojanjem
eritrozinom B. U 50 pL stani¢ne suspenzije dodaje se 100 pL eritrozina B te se resuspendirani
sadrzaj nanosi na Biirker-Tiirkovu komoricu i broji pod mikroskopom. Zive stanice imaju

odrzan sustav izbacivanja boje pa ostaju prozirne, dok se one mrtve obojaju crveno (Slika 4).

b
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Slika 4. Brojanje stanica u Biirker-Tiirkovovoj komorici uz dodatak eritrozina B. Stanice se
broje u Cetiri vanjska kvadrata te na gornjem i desnom bridu. Zive stanice su neobojane.
Izvor: izradila autorica rada.
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4.3.3. Uzgoj sfera
Na temelju prebrojanih stanica, potrebno je prema formuli odrediti koncentraciju stanica
po mL stani¢ne suspenzije kako bismo izracunali volumen medija i stanicne suspenzije

potrebnih za postizanje Zeljene koncentracije za kultivaciju.

broj izbrojenih stanica X 3
4

= X x 10* stanica/mL

Pri ¢emu je:
3 - faktor razrjedenja

4 - broj izbrojanih kvadrata u komorici

Nakon toga, stanice su nasadene na mikrotitarske plo¢e s V-dnom u koncentraciji 1 x 10*
stanica/mL u volumenu od 200 pL. Ploce su centrifugirane na 1100 rpm/10 min/RT nakon ¢ega
su stavljene u inkubator na 37°C i 5 % CO2 radi formiranja sferoida. Sazeti prikaz pripreme i
uzgoja sferoida prikazan je shematski (Slika 5). Sfere su uzgajane u dva vremena: 8 i 13 dana
te je jednom setu sfera mijenjan medij svakih nekoliko dana, dok je drugom setu uzgoj bio bez
izmjene medija. Kako bismo izmijenili medij, potrebno je u svaku jaZicu ulaziti polako uz rub
prema dnu i aspirirati medij pazeéi da se ne povuku i sfere. Stari medij se odbacuje, a u jazice
se unosi po 200 pL svjezeg medija. Po zavrSetku uzgoja, sfere su prikupljene za analizu laktat

dehidrogenaze, zastupljenosti ATP-a i promjenu mitohondrijskog potencijala.
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g

Uzgoj stanica u RPMI mediju Tripsinizacija i -
@ Inkubacija u CO; inkubatoru @ Resuspendiranje stanica @ gLofLaer:{eTthl’?(gl\j:C?j lliomorici

u RPMI medij

|,

A

.
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@ Formiranje sferoida centrifugiranjem Nasadivanje na mikrotitarsku plocicu
Centrifugiranje

Slika 5. Sazeti shematski prikaz pripreme i formiranja sferoida. lzvor: izradila autorica rada.

4.3.4. Detekcija LDH

Aktivnost laktat dehidrogenate (LDH) mjerena je u stanicnom supernatantu gdje on
predstavlja medij prikupljen sa sfera. Analiza je izvedena na tri skupine od 32 sfere za svako
vremensko razdoblje i uvjete uzgoja pomocu kita prema uputama proizvodaca (LDH
Cytotoxicity Detection Kit, TAKARA BIO INC.). Kit omogucuje kolorimetrijsko mjerenje
stani¢ne citotoksi¢nosti/citolize na temelju aktivnosti LDH. Toc¢nije, pove¢an broj mrtvih
stanica ili stanica oSte¢ene membrane rezultira pove¢anom ukupnom enzimskom aktivnos$éu u
supernatantu. U reakciji koju katalizira dijaforaza dolazi do redukcije zutog tetrazola u crveni
formazan (Slika 6) ¢ija se apsorbancija mjeri spektrometrijski. I1zmjerena apsorbancija je

proporcionalna aktivnosti LDH (31).
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LDH

/—\ * piruvat

NAD+ NADH/H+

formazan = v

-

laktat

dijaforaza

Slika 6. Princip mjerenja LDH uz naglasak na redukciju tetrazola u formazan uz promjenu
boje (31).

Prema uputama, mijeSanjem otopine A (katalizator dijaforaza / NAD+) i otopine B (INT boja)
pripremljena je otopina C. Na dan mjerenja 100 pL supernatanta preneseno je na mikrotitarsku
plo¢u s 96 jazica s ravnim dnom gdje je dodano 100 pL otopine C. Slijedi inkubacija u CO>
inkubatoru u trajanju od 4 sata. Po zavrsetku inkubacije o¢itana je apsorbancija na valnoj duljini

od 515 nm na ¢itac¢u apsorbancije mikroplo¢a (iMark, BIO RAD).
Zastupljenost LDH izracunata je prema formuli:

Astaniéni supernatant ~ Aniska kontrola

X 100

% otpuStenog LDH u mediju =

Avisoka kontrola — Aniska kontrola
Pri ¢emu je:
visoka kontrola - medij sa sferama koje su tretirane s 1 % Triton X

niska kontrola - svjezi medij

Reagens Triton X razara stanice i tako potpomaze dostizanje maksimalne aktivnosti LDH (31).
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4.3.5. Odredivanje mitohondrijskog potencijala

Prikupljene su sfere iz 28 jazica koje su inkubirane u razli¢itim vremenskim intervalima
s izmjenom i bez izmjene medija. Mjerenje mitohondrijskog potencijala temelji se na dodavanju
TMRE boje. Sfere su prvo isprane PBS-om te inkubirane s tripsinom tri minute kako bi se
razdvojile na pojedinacne stanice. Tripsin je inaktiviran svjezim medijem te nakon
centrifugiranja uklonjen sa stanica. U jazice sa stanicama iz sfera dodaje se TMRE boja (TMRE
Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit, Abcam) u koncentraciji od 200 nM te se
inkubira kroz 30 min u CO; inkubatoru. Vazno je plo¢u s nanesenom bojom inkubirati u mraku
tj. zastiti boju od direktne svjetlosti kako bismo sprijecili lazno snizene rezultate uzrokovane
degradacijom boje. Po zavrsetku inkubacije, medij se odbacuje, a stanice se resuspendiraju 3
do 4 puta u PBS-u u volumenu od 100 pL po jazici kako bi se isprala nevezana boja. Intenzitet

fluorescencije izmjeren je na ¢itaéu mikroploca (Spark, Tecan) pri Ex/Em = 530/580.

TMRE boja sadrzi pozitivno nabijen spoj koji se akumulira u aktivnim mitohondrijima Koji su
negativno nabijeni zbog stvaranja membranskog potencijala. S druge strane, oni inaktivni/
depolarizirani imaju smanjen membranski potencijal pa su stoga nepropusni za TMRE boju
(32). Dakle, koli¢ina flourescencije proporcionalna je mitohondrijskoj aktivnosti i

membranskom potencijalu (Slika 7).

TMRE

aktivni mitohondrij

TMRE

inaktivni / depolarizirani mitohondrij nemogucnost prodiranja i
zadrzavanja boje u matriksu

Slika 7. Princip vezanja TMRE boje. Izvor: izradila autorica rada.
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4.3.6. Odredivanje ATP statusa
Analiza ATP statusa u sferoidima je provedena kolorimetrijskom metodom prema
uputama proizvodaca ATP Assay Kit (Abcam). Princip mjerenja zasniva se na fosforilaciji

glicerola pri ¢emu nastaje kolorimetrijski mjerljiv produkt.

Sfere su prikupljene iz 32 jazice i grupirane metodom koncentriranja tzv. ,,pooliranjem®
posebno za svako vremensko razdoblje i uvjete kultivacije. Sferama je dodan ATP pufer za lizu
stanica te je supernatant nakon centrifugiranja 6 min/1500 rpm/4 °C pokupljen u novu tubicu
za svaku sferu. Radi uklanjanja enzima koji interferiraju s mjerenim analitom nuzno je provesti
deproteinizaciju (33). Uzorak je deproteiniziran perklornom kiselinom u kona¢noj koncentraciji
od 1 M te neutraliziran kalijevim hidroksidom koncentracije 2 M u volumenu od 30 % ukupnog
volumena supernatanta. Nakon centrifugiranja supernatant je prenesen u novu tubicu i
pripremljen za analizu na plo¢i od 96 jaZica. Takoder, u nekoliko jaZica stavljen je ATP standard
u koncentracijama 0 — 10 nmol po jaZici na temelju ¢ega je izraden ATP standardni pravac. Na
standarde i uzorke je dodano po 50 uL reakcijskog miksa koji se sastoji od 44 uL. ATP pufera,
2 uL ATP probe, 2 uL ATP pretvaraca i 2 pL razvijaca boje. Na isti nadin pripremljena je
pozadinska reakcija, no bez ATP pretvaraca. Slijedi inkubacija 30 minuta u mraku pri sobnoj

temperaturi te mjerenje absorbance na ¢itacu mikroploca (iMark, BIO RAD) na 515 nm.

ATP koncentracija izracunata je prema formuli:
. B
ATP koncentracija = (V X D) X DDF

Pri ¢emu je:

B - koli¢ina ATP-a u uzorku prema standardnoj krivulji
V - volumen uzorka (uL)

D - faktor razrjedenja

DDF - deproteinizacijski faktor razrjedenja (izracunat prema uputama proizvodaca)
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4.3.7. Statisticke metode

Statisticka analiza podataka napravljena je pomocu programa Microsoft Excel i
statistickog programa MedCalc Statistical Software verzija 20.112 (MedCalc Software Ltd,
Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2022). Numeri¢ki podaci su prikazani kao srednje
vrijednosti i standardne devijacije (SD). Testiranje hipoteze usporedbom dvije skupine
nezavisnih podataka ucinjeno je neparametrijskim Mann — Whitney testom. Normalnost
razdiobe dobivenih podataka ispitana je Kolmogorov — Smirnova testom. Varijacija podataka
analizirana je koriStenjem ANOVA testa uz statisticku znacajnost P < 0,05. Usporedba vise
skupina podataka napravljena je post-hoc Scheffe metodom, studentovim Newman — Keuls i

Tukey — Kramer testovima uz P < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Detekcija LDH

Aktivnost laktat dehidrogenaze mjerena je spektrometrijski, a konacan rezultat izrazen je
u obliku postotka (%). Srednje vrijednosti rezultata sfera uzgajanih u istim uvjetima dostupnosti

medija usporedene su graficki (Slika 8, Slika 9).

NCI-H358 izmjena medija

40
35
30
25
20
15
10

Otpustenost LDH (%)

(9]

8. dan 13. dan

Slika 8. Mjerenje aktivnosti LDH u mediju prikupljenog sa sferoida (supernatantu)
formiranih od stanicne linije NCI-H358. Sferoidi su se uzgajali u dva vremenska perioda: 8 i
13 dana u uvjetima s izmjenom medija svakih nekoliko dana. Srednja vrijednost LDH kod
sfera uzgajanih 8 dana iznosi 29,5 %, dok u sfera uzgajanih 13 dana iznosi 12,7 %. Okomite
linije s granicnikom prikazuju raspon standardne pogreske. Statisticki znacajno nize

vrijednosti izmjerene su kod sfera uzgajanih 13 dana i oznacene zvjezdicom (*).
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NCI-H358 bez izmjene medija
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Slika 9. Mjerenje aktivnosti LDH u mediju prikupljenog sa sferoida (supernatantu)
formiranih od stanicne linije NCI-H358. Sferoidi su se uzgajali u dva vremenska perioda: 8 i
13 dana bez izmjene medija. Srednja vrijednost LDH kod sfera uzgajanih 8 dana iznosi 28,9
%, dok u sfera uzgajanih 13 dana iznosi 31,6 %. Okomite linije s granicnikom prikazuju

raspon standardne pogreske.

Srednja vrijednost LDH u sferoida uzgajanih bez izmjene medija iznosi 28,9 %, a onih s
izmjenom medija 29,5 %. Najvisa izmjerena prosjecna aktivnost LDH je kod uzgoja bez
izmjene medija kod kultivacije 13 dana te iznosi 31,6 %. Nasuprot tome, u istom vremenskom
periodu uzgoja, no kod izmjene medija je izmjerena najniza aktivnost LDH. Ondje prosje¢na
vrijednost iznosi tek 12,7 %. Gotovo podjednaki rezultati dobiveni su kod kultivacije bez
izmjene medija, neovisno o trajanju kultivacije. Dvostruko niza aktivnost LDH zabiljezena je
kod sferoida uzgajanih s izmjenom medija 13 dana u odnosu na one uzgajane 8 dana u istim
uvjetima. Prema statisti¢koj analizi post hoc testovima, sferoidi uzgajani 13 dana s izmjenom
medija pokazuju statisticki znacajnu razliku (P < 0,05) u izmjerenoj aktivnosti LDH u odnosu
na sferoide uzgajane 13 dana bez izmjene medija i one uzgajane 8 dana u svim uvjetima

kultivacije.
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5.2. Odredivanje mitohondrijskog potencijala
Membranski potencijal proporcionalan je intenzitetu fluorescencije. Usporedba srednjih
vrijednosti fluorescencije, tj. mitohondrijskog membranskog potencijala prikazana je u

grafi¢kom prikazu (Slika 10).

NCI-H358
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40000 I bez izmjene

I medija
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izmjena medija

Intezitet fluorescencije

20000
10000

8.dan 13.dan

Slika 10. Mjerenje mitohondrijskog potencijala u sferoidima formiranih od stanicne linije
NCI-H358. Sferoidi su se uzgajali u dva vremenska perioda: 8 i 13 dana te u uvjetima bez
(plavo) i s izmjenom medija (Zuto) svakih nekoliko dana. Srednja vrijednost mitohondrijskog
potencijala kod sfera uzgajanih 8 dana bez izmjene medija iznosi 34708, a u sfera uzgajanih
13 dana u istim uvjetima iznosi 42387. Kod sfera uzgajanih 8 dana s izmjenom medija
mitohondrijski potencijal iznosi 39557,5, a u sfera uzgajanih 13 dana u istim uvjetima iznosi
61672,5. Okomite linije s granicnikom prikazuju raspon standardne pogreske. Statisticki
znacajna razlika je uocena kod sferoida uzgajanih 13 dana s izmjenom medija u odnosu na

sve ostale skupine uzoraka(*).

Mitohondrijski potencijal kod sferoida uzgajanih bez izmjene medija kroz 8 dana je otprilike
podjednak, a srednja vrijednost je 34708. To je ujedno i najmanja prosjecna vrijednost
membranskog potencijala koja je izmjerena u sve Cetiri skupine uzoraka. U sferoida uzgajanih
u tom vremenskom periodu uz izmjenu medija izmjerena je veca aktivnost mitohondrija, ali
takoder podjednaka te prosjecno iznosi 39557,5. Gledaju¢i sferoide Kultivirane 13 dana,

mozemo primijetiti povecu razliku izmedu dva mjerenja kada je rije¢ o kultivaciji bez izmjene

21



REZULTATI

medija, a srednja vrijednost mjerenja je 42387. Suprotno tome, sferoidi kojima smo mijenjali
medij pokazuju podjednaku mitohondrijsku aktivnost uz prosjecnu vrijednost od 61672,5 zbog
Cega se ovoj skupini moze pridodati karakteristika najveée mitohondrijske aktivnosti.
Usporeduju¢i mitohondrijski potencijal u sferoidima kojima nismo mijenjali medij,
primjec¢ujemo vece vrijednosti kod sfera uzgajanih 13 dana u odnosu na one uzgajane 8 dana.
Nadalje, statisti¢ki znacajna razlika uocena je post hoc testovima medu sferoidima uzgajanih s
izmjenom medija pri ¢emu je potencijal znacajno vec¢i kod sfera kultiviranih 13 dana. Nastavno
na to, sferoidi kultivirani 13 dana uz izmjenu medija pokazuju statisticki znacajnu razliku u

membranskom potencijalu u odnosu na sfere uzgajane bez izmjene medija u oba vremenska

razdoblja (Slika 10).

5.3. Odredivanje ATP statusa

Izra¢unata koncentracija ATP-a izrazena je u nmol/uL, a rezultati su tabli¢no prikazani

(Tablica 1).

Tablica 1. Prikaz rezultata dobivenih mjerenjem koncentracije adenozin trifosfata.

Kultivacija 8 dana Kultivacija 13 dana
Bez izmjene medija 0,015 0,083
Izmjena medija 0,081 0,029

Izmjerena koncentracija ATP-a za sferoide uzgajane 8 dana veca je u onih uzgajanih uz izmjenu
medija, dok je za sferoide uzgajane 13 dana veca u onih kojima nije mijenjan medij. Unato¢
malom broju mjerenja i tome $to su sve izmjerene koncentracije izrazito niske (manje od 1
nmol/puL), ipak kod sfera koje su kultivirane bez izmjene medija biljezimo porast koncentracije
adenozin trifosfata nakon 13 dana kultivacije u usporedbi s 8 dana kultivacije. U sferoida
kultiviranih 8 dana bez izmjene medija je izmjerena najniza koncentracija ATP-a. Proucavajuci
dobivene rezultate mjerenja u sfera kultiviranih uz izmjenu medija, uocava se niza
koncentracija ATP-a kod sferoida uzgajanih 13 dana za razliku od onih uzgajanih 8 dana.
Najveca koncentracija ATP-a dobivena je kod sferoida kultiviranih 13 dana bez izmjene medija.
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UnatoC napretku u laboratorijskoj dijagnostici i novim metodama terapije, karcinom
pluc¢a zadrzava visoko mjesto na svjetskoj ljestvici morbiditeta i mortaliteta Sto upozorava na
potrebu za daljnja istrazivanja (9, 10). Trodimenzionalna kultura ne samo zdravih stanica, ve¢
i onih malignih unijela je nove moguénosti u istrazivanjima medustani¢nih interakcija i
testiranjima antitumorske terapije oponasajuci uvjete in vivo (12, 21). NSCLC kao najcesce
dijagnosticirana skupina karcinoma pluca predmet je mnogih istrazivanja. Naime, kultivacijom
sferoida i usporedbom s tumorskim tkivom pacijenata dokazano su ocuvana morfoloska
obiljeZja stanica NSCLC nakon 120 dana kultivacije (34).

Ovim istrazivanjem uspjesno je metodom centrifugiranja provedeno formiranje i kultivacija
sferoida od NCI-H358 stani¢ne linije pri ¢emu je jedan set sfera uzgajan 8 dana, a drugi 13 dana
te u uvjetima s izmjenom medija svakih nekoliko dana i bez izmjene medija. Uspjesnost
kultivacije sferoida karcinoma plu¢a nemalih stanica potvrdili su Amann A i sur. koriste¢i
stani¢ne linijje A549 i Colo699. Promatrana je vijabilnost stanica i struktura sfera u
mnonokulturi te u kokulturi s pluénim fibroblastima. Za formiranje sferoida izabrali su metodu
visece kapi, no takoder su uzgajali dva seta sfera kroz 5 i 10 dana uz izmjenu medija (35). Prema
istrazivanju Meenach SA i sur., NCI-H358 stani¢na linija predstavlja bolji model sferoida za

procjenu antitumorske terapije u vidu brzine formacije i ¢vrsto¢e formiranih sfera (36).

U ovoj studiji promatran je energetski status sfera s obzirom na distribuciju i dostupnost
hranjivih tvari iz medija, rast sfera i nekroti¢no srediste. U okviru energetskog statusa mjerena
je aktivnost laktat dehidrogenaze, mitohondrijski membranski potencijal i koncentracija
adenozin trifosfata. Za svaku analizu odradeno je grupiranje odredenog broja sfera tzv.

metodom ,,pooliranja“ radi postizanja mjerljive koli¢ine analita i prelaZenja limita detekcije.

Izmjerene vrijednosti LDH medu sferama uzgajane 8 dana ne pokazuju znacajnu razliku
neovisno o izmjeni medija §to ukazuje na to da dostupnost nutrijenata unutar 8 dana nije utjecala
na aktivnost LDH. Znacajno nize vrijednosti u odnosu na druge analizirane sfere pokazale su
one uzgajane 13 dana uz izmjenu medija (Slika 8). 1zmjenom medija osiguran je stalni dotok
hranjivih tvari §to je pogodovalo rastu sfera. Porastom sfera posljedi¢no dolazi do sve vecih
zona mirovanja i nekroze, ali i zone proliferacije (37). Pretpostavlja se da su nutrijenti odrzali
proliferacijsku aktivnost stanica i sprijecili njihovu degradaciju. S obzirom na to da je znacajno
veca aktivnost LDH izmjerena u sferoidima uzgajanih u istom vremenskom intervalu, no bez

izmjene medija, moZzemo zakljuciti da je ondje prisutan veci broj nekroti¢nih 1 hipoksi¢nih

23



RASPRAVA

stanica uslijed deficita hranjivih tvari $to je dovelo do visih rezultata mjerenja (26, 38).
Zanimljivo, veca razina LDH izmjerena je u sfera kultiviranih 8 dana uz izmjenu medija u
odnosu na sfere kultivirane 13 dana u istim uvjetima. Moguce da je ovdje ve¢a metabolicka
aktivnost tumorskih stanica u odnosu na 13. dan kultivacije $to mozemo povezati s rezultatima
studije gdje je zabiljezena vec¢a metabolicka aktivnost i razina lakti¢ne kiseline u 2D kulturi
nego u 3D sustavu (39). S obzirom da se tim sferama mijenjao medij, a LDH je mjerena u
mediju prikupljenom sa sfera, postoji mogucnost da su ove nize vrijednosti zapravo posljedica
izmjene medija gdje se uz stari medij odbacio i dio ve¢ otpusStene LDH. Medutim, moguce da
je snizena razina aktivnosti LDH posljedica metaboli¢kog prijelaza vijabilnih tumorskih stanica

s glikolize na oksidativnu fosforilaciju kao glavnog izvora energije (40).

Tome u prilog govori i ¢injenica da je u toj skupini sfera izmjeren znacajno ve¢i mitohondrijski
potencijal u odnosu na ostale (Slika 10). Naime, ovim sferama omogucen je pristup hranjivim
tvarima putem svjezeg medija kontinuirano kroz 13 dana kultivacije. Zona hipoksije povecavala
se sukladno rastu sfera $to je, pored prijelaza na oksidativnu fosforilaciju, potaknulo vecu
mitohondrijsku aktivnost. Stanje hipoksije u malignim stanicama stimulira mitohondrije na
energetsku sintezu ¢ime ih Stite od oStecenja i osiguravaju prezivljenje stanica (41). Ostali
dobiveni rezultati nisu pokazali statisticki znacajne razlike. Tocnije, podjednake razine
membranskog potencijala ukazuju na neovisnost o izmjeni medija za sferoide uzgajane 8 dana.
Takoder, priblizno istim vrijednostima potencijala rezultirali su ve¢i stupanj nekroze 1 inaktivni
mitohondriji u sfera kultiviranih 13 dana bez izmjene medija. S druge strane, u usporedbi sa
sferama kultiviranih u istom vremenskom periodu uz izmjenu medija uo¢avamo znatno nizi
A¥Ym.

Nadalje, pokazalo se da metabolicko reprogramiranje mitohondrija i regulacijskih proteina
utjecu na njihovu disfunkciju u karcinomu plué¢a nemalih stanica i kroni¢noj opstruktivnoj
bolesti pluéa, a posljedi¢no i na njihovu patogenezu (42). Upravo se disfunkcija mitohondrija
uzrokovana reaktivnim vrstama kisika (ROS) i defekti membranske permeabilnosti razmatraju
kao slabe toc¢ke u stanicama raka kao mete ciljane terapije ¢ime bi se djelovalo iskljucivo na
maligne stanice, iskljucujuci one zdrave (43, 44). Dodatno, razvoj ciljane terapije za NSCLC

na osnovi mitohondrijske proteinske regulacije predlozili su Parma B i sur. (45).

Kod mjerenja koncentracije adenozin trifosfata nastojali smo grupiranjem sfera iz 32 jazice za
svaku skupinu uzoraka dobiti adekvatan signal prilikom analize 1 posljedi¢éno komparativne
rezultate. Dobiveni rezultati su izrazito niski (< 1 nmol/uL) i s blagim varijacijama medu
skupinama uzoraka. Rezultati su pokazali razli¢itu koncentraciju ATP-a neovisno o
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vremenskom periodu i uvjetima kultivacije. Prethodnom studijom Bertuzzi A i sur. ustanovljen
je pad prosjecne stope produkcije ATP-a po stanici porastom radijusa sferoida (46) $to smo
potvrdili usporedbom sfera kultiviranih 8 i 13 dana uz izmjenu medija. Naime, nize vrijednosti
ATP-a izmjerene su u sferoidima uzgajanih 13 dana. Zanimljivo, sferoidi kultivirani u tom
vremenskom razdoblju bez izmjene medija imaju viSu izmjerenu koncentraciju ATP-a,
priblizno onoj kod sfera uzgajanih 8 dana uz izmjenu medija. Ove vrijednosti Koreliraju s
aktivno$¢u LDH $to ide u prilog spomenutoj pretpostavei da se vijabilne stanice do 8 dana
oslanjaju na glikolizu, a kasnije poti¢u mitohondrijsku aktivnost na oksidativnu fosforilaciju
(40). Ovdje se predlazu kolorimetrijska mjerenja koncentracije ATP-a na ve¢em broju uzoraka
i na vecem broju grupiranih sfera ¢ime bi se dobila adekvatna koli¢ina podataka za usporedbu

1 statisti¢ku analizu.

Ovim istrazivanjem smo pokazali kako su sferoidi reprezentativan in vitro model u
istrazivanjima raka jer vjerno odrazavaju strukturu, interakciju stanica i metabolicke promjene
stanju in vivo. Takoder, zbog svoje arhitekture srediste im postaje nekroti¢no Sto odgovara u
studijama tumora s obzirom da su in vivo Cesto praceni nekrozom tkiva, posebice u
uznapredovalom stadiju. Takvi tumori, medu njima i karcinom pluéa, imaju losiju prognozu i
vecu sklonost metastaziranju ¢ime kultivacija sferoida postaje jo$ znacajnija. Zbog prethodno
navedene strukturne jedinstvenosti, sferoidi istovremeno omogucuju pracenje stanica u
proliferaciji, mirovanju i nekrozi $to takva istrazivanja €ini financijski pristupacnijima, a
znanstveno vrednijima. Nadalje, energetski profil stanica u sferoidima moze koristiti u daljnjim
istrazivanjima metabolickog reprogramiranja tumora, a sfere formirane od stani¢ne linije NCI-

H358 mogu posluziti kao modeli za ispitivanja karcinogeneze i protutumorskih lijekova.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Kultivacija sfera 8 dana nije pokazala razlike u energetskom profilu neovisno o

dostupnosti medija.

u energetskom statusu.

3. Uzgoj sferoida bez izmjene medija dovodi do nekroze stanica u proliferacijskoj zoni,
dok izmjena medija omogucava rast i proliferaciju.

4. Sferoidi uzgajani 13 dana uz izmjenu medija imaju najvec¢i mitohondrijski potencijal 1

najnizu aktivnost LDH.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti energetski status sferoida formiranih od NCI-H358 stani¢ne linije

u ovisnosti o dostupnosti medija i rasta sfera.
Nacrt studije: In vitro kontrolirani pokus.

Materijal i metode: NCI-H358 stani¢na linija uzgajana je u RPMI mediju i inkubirana u CO>
inkubatoru nakon ¢ega je broj vijabilnih stanica odreden eritrozin B bojom. Stanice su nasadene
na mikrotitarske ploce, centrifugirane te stavljene u inkubator radi formiranja sferoida. Sferoidi
su uzgajani u dva vremenska intervala: 8 i 13 dana gdje se jednom setu sfera mijenjao medij
svakih nekoliko dana, dok je drugi bio uzgajan bez izmjene medija. Mjerenje laktat
dehidrogenaze ucinjeno je mjerenjem apsorbancije na 515 nm iz koje se preracunala
zastupljenost LDH. Za odredivanje mitohondrijskog potencijala sfere su tripsinizirane te su
stanice inkubirane s TMRE bojom. Intezitet fluorescencije izmjeren je pri Ex/Em = 530/580.
Kolorimetrijska analiza zastupljenosti adenozin trifosfata napravljena je mjerenjem apsorbance

pri 515 nm iz koje je preracunata koncentracija ATP-a.

Rezultati: Sfere kultivirane 8 dana pokazuju podjednaku aktivnost mitohondrija i LDH.
Najniza aktivnost LDH izmjerena je u sfera kultiviranih 13 dana uz izmjenu medija, a najvisa
kod onih bez izmjene medija gdje kljuénu ulogu ima nekroza. Visok membranski potencijal
pokazuju sferoidi kultivirani 13 dana uz izmjenu medija uslijed aktivnosti vijabilnih stanica i

hipoksije kao stimulansa. Izmjerene koncentracije ATP-a su vrlo niske.

Zakljudak: Dostupnost medija utjeCe na energetski status sfera kultiviranih 13 dana. Hipoksija
i nekroza stimuliraju aktivnost laktat dehidrogenaze i mitohondrija, a membranski potencijal

raste s porastom broja vijabilnih stanica.

Kljuéne rije¢i: 3D kultura stanica; adenozin trifosfat; karcinom pluca; laktat dehidrogenaza;

mitohondrijski membranski potencijal; sferoidi
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9. SUMMARY
Energy profile of cells in lung cancer spheroids

Objectives: To determine energy status of spheroids formed of NCI-H358 cell line in

dependence of medium availability and sphere growth.
Study Design: In vitro controlled trial.

Material and Methods: NCI-H358 cell line was grown in RPMI medium and incubated in
CO: incubator after which the number of living cells was determined by erythrosin B staining.
Cells were seeded on microtiter plates, centrifuged and incubated to form spheroids. Spheroids
were cultivated in two time periods: 8 and 13 days where to one set of spheres medium exchange
was preformed every few days, while other set was cultivated without medium exchange.
Measurement of lactate dehydrogenase was preformed by measuring abosorbance at 515 nm
which was used to calculate LDH quantity. To determine mitochondrial potential, spheres were
trypsinized and cells were incubated with TMRE stain. The fluorescence intensity was
measured at EX/Em = 530/580. Colorimetric analysis of adenosine triphosphate was done by

measuring absorbance at 515 nm which was used to calculate ATP concentration.

Results: Spheres cultivated for 8 days show similar mitochondrial and LDH activity. The
lowest LDH activity was measured in spheres cultivated 13 days with medium exchange, but
the highest value was in spheroids cultivated in same time period without medium exchange
due to necrosis. Significantly high membrane potential was shown in spheroids cultivated for
13 days with medium exchange due to viable cells activity and hipoxy stimulation. Measured

ATP concentrations were extremely low.

Conclusion: Medium availability affects on energy status of spheres cultivated 13 days.
Hipoxia and necrosis stimulate activity of LDH and mitochondria, while membrane potental

grows with the number of viable cells.

Key words: 3D cell culture; adenosine triphosphate; lactate dehydrogenase; mitochondrial

membrane potential; spheroids
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