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POPIS KRATICA:
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M — mol/dm?
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ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

TMRE — tetrametilrodamin etil ester (engl. tetramethylrhodamine, ethyl ester)
2D — dvodimenzionalno

3D — trodimenzionalno
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UvVOD

1. UVOD
1.1. Glioblastom

Glioblastom (GB) je najces¢i primarni tumor mozga te na njega otpada ¢ak 16 %
primarnih tumora mozga, ali 1 ¢ak 70 % novo dijagnosticiranih malignih tumora mozga (1).
1z razloga $to glioblastom, ali 1 ostali tumori mozga imaju znatno niZu incidenciju od drugih
tumora kao S§to su npr. rak dojke, prostate, jajnika i sli¢no, dobivaju znatno manje paznje
nego ostali. Na primjer, incidencija glioblastoma je oko 5,5 slu¢ajeva na 100 000, dok od
raka dojke oboli 1 od 8 Zena (2). Glioblastom se razvija iz glija stanica, koje su nakon
neurona, najbrojnije stanice Ziv€anog sustava. Glija stanice se dijele u nekoliko podskupina:
astrociti, oligodendrociti, ependimske stanice i mikroglija u srediSnjem zZivéanom sustavu te
Schwannove i satelitne stanice u perifernom zivéanom sustavu (3). Njihova uloga je
moduliranje brzine prijenosa ziv€anog signala, stvaranje ionskog okruZenja neurona, zastita
neurona, formiranje mijelina 1 omoguc¢avanje popravka nakon neuralne ozljede (4). Gliomi su
primarni tumori mozga koji su klasificirani prema vrsti stanica iz kojih nastaju. Dijele se na
astrocitne tumore (astrocitom, anaplasti¢ni astrocitom te glioblastom), oligodendrogliome,
ependimome i pomijeSane gliome (5). Glioblastomi su najmaligniji tumori mozga, a njihovo
lijeGenje je iznimno tesko. Cak i ukoliko dode do izljedenja, velika je vjerojatnost recidiva.
Cak 90 % tumora recidivira na izvorno mjesto nastanka (6,7). Patogeneza glioblastoma je
iznimno sloZena jer postoji viSe putova njegova nastanka te se ne moze odrediti jedan
najces¢i put nastanka, a samo kod 5 % bolesnika je utvrdena obiteljska povijest obolijevanja
od glioblastoma. Vazna karakteristika ovog tumora je dobra prokrvljenost $to omogucuje
dotok velike koli¢ine hranjivih tvari iz krvi koje dovodi velika mreza krvih Zzila (7). Upravo to
je uzrok brzom rastu ovog tumora i kratkom prezivljenju bolesnika kojima je dijagnosticiran.
Prosjecno prezivljenje bolesnika kojima je dijagnosticiran glioblastom te nakon operacijskog
zahvata i onkoloskog lijeCenja iznosi 12-15 mjeseci (8). To je samo nekoliko mjeseci vise
nego kod oboljelih koji se nisu lijecili. Petogodisnje prezivljenje iznosi samo 6,2 % (9).

Upravo to je razlog hitne potrebe za pronalaskom ucinkovitijih nacina lijecenja.

Najcesce od glioblastoma obolijeva starija populacija (oko 64 godine), ali raspon dobi
oboljelih obuhvaéa i djecu. Od primarnog glioblastoma najce$ée obolijevaju stariji, dok je
kod djece ucestalije da se sekundarni glioblastom razvije iz astrocitoma niskog stupnja
(10,11). Sto se ti¢e incidencije, uogeno je kako se glioblastom neito &eiée pojavljuje u

muskoj populaciji nego u zenskoj i to u omjeru 1,6:1. Takoder, prema rasnoj podjeli, ¢esce se
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pojavljuje medu pripadnicima bijele rase. Uocena je razlika pojavnosti medu razliCitim
geografskim podru¢jima, tako je u Europi najveca pojavnost od oko 5,5 sluc¢ajeva na 100 000,

a zatim slijede Sjeverna Amerika, Sjeverna Afrika, Zapadna Azija te Australija i Novi Zeland

(12).

Kod bolesnika s primarnim glioblastomom uocen je akutni razvoj klinickih simptoma
te su kod tih bolesnika tegobe izrazene u prosjeku 3 do 6 mjeseci. Za razliku od njih, kod
bolesnika sa sekundarnim glioblastomom nastalim iz glijalnih tumora nizeg stupnja, klinicki
simptomi mogu perzistirati mjesecima. NajceS¢e je prvi simptom tumora na mozgu
glavobolja, koja obi¢no ne popusta. Takoder je moguce i povraéanje uzrokovano povecanim
intrakranijalnim tlakom. Glioblastom rijetko moze uzrokovati i epilepticke napadaje, iako su
za to ¢eS¢e odgovorni benigni tumori 1 spororastuci oblici raka kao §to je astrocitom. Primarni
1 sekundarni glioblastom sli¢no reagiraju na terapiju (13). Problem kod lijecenja glioblastoma
je prirodna obrana mozga, odnosno barijera krv-mozak koja znacajno otezava lijeCenje i
smanjuje broj dostupnih opcija lijeCenja. Trenutno standardno lijeCenje glioblastoma
ukljucuje kirurSko lijecenje (pokuSaj odstranjivanja Sto veceg zahvacenog podrucja),

kemoterapija i radioterapija (14).
1.2. D54 stanic¢na linija

Stani¢na linija D54 Cesto je koriStena stani¢na linija glioblastoma (15). Izvor stanica
je Duke University Medical Centre. Ova stani¢na linija potice od glija stanica, to€nije
astrocita. Stanice je donirala 36-godi$nja zenska pacijentica. Koristi se u istrazivanju raka.

Stani¢nu liniju opisao je S Binger (16).
1.3. Kultura stanica

Metoda kulture stanica ukljucuje laboratorijski uzgoj stanica, tkiva ili organa i
kompletnih organizama na umjetnim hranidbenim podlogama i u asepti¢nim uvjetima. Ova
metoda je izvrsna za istraZivanje fiziologije 1 biokemije stanica, karcinogeneze, mutageneze
te za ispitivanje ucinka lijekova (17). Prilikom in vitro kultivacije vazna je moguénost
kontrole fizikalno-kemijskih uvjeta (temperatura, vlaga, nutrijenti) te ih je moguée odrzavati
relativno konstantnima. Stani¢na kultura podrazumijeva izdvajanje stanica, tkiva ili organa iz
organizma i njihov uzgoj u ranije navedenim kontroliranim uvjetima. Uzgoj kulture stanica in
vitro omogucen je koriStenjem definiranih medija u kojima su sadrzane sve hranjive tvari

potrebne stanicama za njihov rast i razvoj, ali i za odrzavanje odredenih fizikalno-kemijskih
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uvjeta. Za razliku od in vivo metode, in vitro metoda je ekonomicnija zbog manje uporabe
reagensa, ali su osim toga izbjegnuta i sva legalna 1 eticka pitanja koja se postavljaju pri
koriStenju Zivotinja u istrazivacke svrhe. Takoder, glavna prednost koriStenja in vitro kulture

stanica je ponovljivost rezultata istrazivanja (17).

Standardna 2D kultura stanica temelji se na adheziji stanica za hranjivu povrsinu,
tipicno u Petrijevim zdjelicama. Na takvoj podlozi stanice rastu u monosloju §to im
omogucuje da budu jednako i neograniceno izloZene hranjivom mediju Sto uzrokuje homogen
rast 1 proliferaciju stanica (18). To je jednostavan, brz i lak nacin za interpretaciju, ali su ociti
njegovi nedostatci. Strukture dobivene takvim uzgojem ne oponasaju vjerno interakcije
izmedu stanica i ekstracelularnog matriksa stanicama tumora, a upravo su te interakcije
odgovorne za stani¢nu proliferaciju, ekspresiju gena 1 stanicnu diferencijaciju. Unato¢
navedenim nedostatcima, 2D kultura stanica bitna je i ima vrlo vaznu ulogu u pocetnim

stupnjevima istrazivanja (19).

3D modeli kulture stanica podrazumijevaju cijele organizme, organotipske
eksplatirane kulture, stani¢ne sferoide te modele tkivnog inzinjeringa (20). S obzirom na
navedene nedostatke 2D kulture stanica, glavna uloga 3D kulture stanica je oponaSanje
fiziologije unutar zivih organizama. Interakcije stanica-stanica i stanica-matriks ne mogu se
proucavati u 2D kulturi (21). Stani¢ni sferoidi su najcescée koristeni modeli jer su jednostavni
1 mogu biti generirani iz mnogo vrsta i tipova stanica. Umjesto adheriranja stanica kao kod
2D kulture, kod formiranja stani¢nih sferoida bitna je agregacija stanica koja se postize
centrifugiranjem (Slika 1.). Samom agregacijom stanica postiZe se fizi¢ki kontakt i stani¢na
signalizacija kao u tumorima in vivo. Upravo zbog toga koristenje 3D kulture je dobar model
za ispitivanje novosintetiziranih spojeva s visokim potencijalom oponasanja kompleksa 3D

organizacije tumorskog tkiva in vivo (22).
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CENTRIFUGIRANIE

:';:.. — —

Slika 1. Formiranje stani¢nih sferoida metodom plutajucih stanica (autor izradio sliku)

Formiranjem stani¢nih sferoida stanice u razli¢itim fazama rasta se posloze u vise
slojeva. U vanjskom sloju stani¢nog sferoida smjestene su vijabilne stanice koje se ve¢inom
nalaze u S fazi stani¢nog ciklusa te stanice koje pripadaju tom sloju imaju pristup
hranidbenim tvarima iz medija. Zatim, slijedi hipoksi¢na zona sa nekroti¢nim srediStem,

odnosno stanice su u nekrozi ili apoptozi (Slika 2.) (23).

> PROLIFERACIJISKA ZONA

—> HIPOKSICNA ZONA

ZONA NEKROZE

Slika 2. Prikaz presjeka stani¢nog sferoida sa zonama, gdje je crveno naznacena

proliferacijska zona, Zuto hipoksi¢na zona i zeleno zona nekroze (autor izradio sliku)
1.4. Energetska valuta stanice

Sve stanice u organizmu imaju potrebu za adekvatnom opskrbom nutrijentima i
energijom, dok smanjenje dostupnih nutrijenata i energije uzrokuje stanicni stres pa i stani¢nu

smrt (24). Stani¢ni energetski status vrlo je vazan ne samo za zdravlje stanice, nego 1 za



UvVOD

regulaciju stani¢ne signalizacije. Sve stanice objedinjuju informacije o energetskom statusu 1
dostupnosti nutrijenata za regulaciju metabolickih aktivnosti koje podrzavaju specificne
stanicne funkcije (25). Zbog toga je konstantna opskrba stanica energijom od iznimne

vaznosti.

ATP je glavni unutarstani¢ni izvor energije te se nalazi posvuda u citoplazmi i
nukleoplazmi. On je organska molekula koja se uz ADP (adenozin-difosfat) i AMP
(adenozin-monofosfat) ubraja u skupinu adenozin-fosfata. To su nukleotidi koji se sastoje od
dusikove baze adenozina, Secera riboze i fosfata. Adenozin-fosfati su kratkoro¢ni prenositelji
energije te mogu prelaziti jedan u drugoga. Energija dobivena iz ATP-a hidrolizom fosfatne
skupine vezane na pentozni prsten riboze predstavlja neposredni izvor slobodne energije u
mnogobrojnim stani¢nim reakcijama (26). Energija je u ATP-u pohranjena u fosfatnim
vezama. ATP potiCe sve Zivotne procese kao Sto su genska ekspresija, metabolizam i
transport. S obzirom da se ATP moze proizvesti iz glukoze, razgradnja ugljikohidrata
predstavlja glavni izvor stani¢ne energije. ATP se moze proizvesti putem glikolize, ciklusa
limunske kiseline koji se odvija u matriksu mitohondrija te oksidativne fosforilacije koja se

odvija na kristama, sastavnim dijelovima unutrasnje membrane mitohondrija (27).

Glikoliza je pocetna faza razgradnje glukoze i prisutna je u svim stanicama u naSem
tijelu. Glikolizom se glukoza razgradi do piruvata. Prilikom miSi¢nog napora dolazi do
anaerobnih uvjeta u kojima se piruvat reducira u laktat, tj. dolazi do mlije¢nog kiselog vrenja,
dok se u aerobnim uvjetima piruvat dekarboksilira u acetil CoA koji se dalje u potpunosti
oksidira u ciklusu limunske kiseline. SrediSnju ulogu u proizvodnji ATP-a 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 i ADP-a i

fosfata (27).
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2. HIPOTEZA

S potrosnjom nutrijenata iz medija i poveCanjem sfera dolazi do promjene

energetskog statusa u D54 sfera.
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3. CILJISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je odrediti utjeCe li veli¢ina sfera i dostupnost nutrijenata na

energetski status sferoida formiranih od stanica D54 glioblastoma.
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4. MATERIJALI I METODE

Rad je odobren od strane Etickog povjerenstva Sveucilista J. J. Strossmayera u

Osijeku Medicinskog fakulteta Osijek.

Prakti¢ni dio istrazivanja energetskog statusa D54 stani¢nih sferoida proveden je u
laboratoriju Zavoda za medicinsku kemiju, biokemiju 1 laboratorijsku medicinu na

Medicinskom fakultetu Osijek.

4.1. Ustroj studije

IstraZivanje je ustrojeno kao in vitro studija- kontrolirani pokus.
4.2. Materijali

U ovom istraZivanju za formiranje sferoida koriStena je odabrana, komercijalno

dostupna stani¢na linija D54 (RRID:CVCL_7185).
4.3. Metode
4.3.1. Kultura stanica

Adherentne D54 stanice uzgajane su u DMEM mediju (Capricorn Scientific GmbH,
Njemacka) koji sadrzi 10 % FBS (GIBCO Invitrogen; Paisley, Velika Britanija), 2 mM
glutamina (GIBCO Invitrogen; Paisley, Velika Britanija) te 100 U/0,1 mg
penicilin/streptomicin antibiotika (GIBCO Invitrogen; Paisely, Velika Britanija) kako bi se
sprijecila kontaminacija stani¢ne kulture. Kultivacija se odvijala u CO: inkubatoru (IGO 150
CellLifeTM, JOUAN, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pri temperaturi od

37 °C te atmosferi od 5 % CO; uz visoku vlaznost.
4.3.2. Odredivanje broja zivih stanica

Tijekom samog procesa uzgoja, ali i rukovanja stanicama one mogu umrijeti. Za
pravilno provodenje istrazivanja bitno je znati broj zivih stanica s kojima radimo, odnosno
razlikovati Zive od mrtvih stanica. KoriStena je eritrozin B boja (SIGMA-ALDRICH, SAD)
pri odredivanju vijabilnosti stanica. Ova metoda se temelji na tome da ¢e se mrtve stanice sa
pokidanom membranom obojati, dok ¢e zive stanice sa ofuvanom membranom aktivno
izbacivati boju te ¢e ostati neobojane. Za brojanje zivih stanica koristena je Biirker-Tiirkova

komorica te su stanice brojane u 4 kvadranta postivajuci L pravilo, odnosno odabiru se dvije
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stranice u kojima se stanice broje. Svaka stanica koja prelazi prve linije koje ¢ine slovo L se

ne broje.

Broj Zivih stanica se odreduje po formuli:

Broj vijabilnih stanica = %x 3 x 10* stanica / ml

U kojoj je:

N- broj izbrojanih zivih stanica

3- faktor razrjedenja

4- kvadranti u kojima su stanice brojane
4.3.3. Uzgoj stani¢nih sferoida

Formiranje stanicnih sferoida temelji se na agregiranju stanica, ¢ime se omogucuje
stani¢na signalizacija kakva je prisutna u tumorima in vivo. Sferoidi su uzgojeni pomocu
metode plutajucih stanica (eng. forced floating). To je jeftina i jednostavna metoda kod koje
koristimo mikrotitarske ploCe sa slaboprijanjaju¢im jazicama konusnog dna (28). Stani¢ne
linije namijenjene formiranju stani¢nih sferoida najprije se tripsiniziraju pomocu 0,25 %
tripsin-EDTA (Capricorn Scientific GmbH, Germany) te se resuspendiraju u mediju za uzgoj
stanica. Stanice su nasadene na mikrotitarske plo¢e u koncentraciji od 1 x 10* stanica/ml u
volumenu od 200 pl. Nakon nasadivanja stani¢ne suspenzije u jazice odradeno je
centrifugiranje kako bi se stanice agregirale i formirale sferoide. Plo¢e sa stanicama su
centrifugirane na 1100 rpm tijekom 10 minuta (Eppendorf centrifuga: model 5804/5804 R).
Nakon centrifugiranja stanice su ostavljene u inkubatoru kako bi se formirali sferoidi na
37 °C 15 % COs. Stani¢ni sferoidi su uzgajani tijekom 8 i 13 dana u dva seta. Jednom setu je
mijenjan medij svakih nekoliko dana, dok je drugi set stani¢nih sferoida uzgojen bez izmjene
medija. Po zavrSetku uzgoja stani¢ni sferoidi su skupljani za analize kolorimetrijskog

odredivanja ATP-a, LDH (laktat dehidrogenaza) te odredivanja mitohondrijskog potencijala.
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4.3.4. Kolorimetrijsko odredivanje ATP-a

Pomoéu ATP Assay Kit-a (abcam, Cambridge, UK) jednostavno se kvantificira
ukupni ATP u tkivnim ili stani¢nim lizatima, bioloskim tekuc¢inama i krvnim stanicama.
Analiza se temelji na fosforilaciji glicerola koji se onda moze lako kolorimetrijski izmjeriti na
valnoj duljini od 515 nm. Fosforilizirani glicerol proporcionalan je koli¢ini prisutnog ATP-a

(29).

Za odredivanje ATP statusa u stani¢nim sferoidima oni su prikupljeni iz 32 jazice za
analizu. Pradene su upute proizvodaca ATP Assay Kit (abcam, Cambridge, UK) za
kolorimetrijsko odredivanje ATP-a. Na stani¢ne sferoide je dodan ATP pufer za lizu stanica,
odradeno je centrifugiranje (1500 rpm, 6 min, 4°C) te je zatim supernatant prikupljen u novu
tubicu. Uzorak je deproteiniziran perklornom kiselinom u kona¢noj koncentraciji od 1 M te je
neutraliziran sa kalijevim hidroksidom dodanim u 30 %-tnom volumenu od ukupnog
volumena u koncentraciji od 2 M. Ponovljeno je centrifugiranje te odvajanje supernatanta u
novu tubicu i pripremljen za analizu na ploci od 96 jazica. Na pripremljene uzorke dodan je
reakcijski miks koji se sastoji od ATP pufera, ATP probe, ATP pretvaraca i razvijaca boje.
Pozadinska reakcija pripremljena je kao i ATP reakcijska smjesa, ali bez ATP pretvaraca. 1z
ATP standarda je pripremljen ATP standardni pravac u koncentracijama od 0 do 10 nmol po
jazici. Rakcijska smjesa inkubirana je 30 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi, te je
apsorbanca izmjerena na citacu mikroploc¢a (iMark, BIO RAD, Hercules, CA, USA) na 515

nm.

Koncentracija ATP-a izraunata je pomocu sljedece formule:
- )
v

U kojoj je:

B- koli¢ina ATP-a u uzorku dobivena iz standardnog pravca
V- volumen uzorka

D- faktor razrjedenja

DDF- deproteinizacijski faktor razrjedenja izracunat prema uputama proizvodaca kita
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4.3.5. LDH analiza

LDH se nalazi u svim stanicama u organizmu, redovito u citoplazmi. Pri gubitku
integriteta stanicne membrane, oslobadaju se citoplazmatski enzimi. Zbog toga se LDH
koristi radi otkrivanja ili pracenja oStecenja tkiva. Analizom LDH se, izmedu ostaloga, mogu
pratiti razli¢iti poremecaji koji dovode do nedostatka kisika i izumiranja stanica. Aktivnost
enzima direktno je proporcionalna sa brojem stanica sa oSte¢enom stani¢nom membranom
(30). Upravo zbog toga je koriStena ova metoda jer se ocekuje zona hipoksije 1 nekroze u

srediStu stani¢nog sferoida (23).

LDH se otpuSta u stanicni supernatant prilikom oStecenja staniéne membrane.
Koristenjem kita za odredivanje aktivnosti LDH (LDH Cytoxicity Detection Kit, TAKARA
BIO INC.) kolorimetrijski se odreduje citoliza stanica kvantitativno mjere¢i aktivnost LDH u
stanicnom supernatantu. Aktivnost LDH se odreduje putem dvo-stupanjske enzimatske

reakcije (Slika 3.).

LDH
LAKTAT r\ PIRUVAT
NAD* NADH + H*
FORMAZAN INT

Slika 3. Dvo-stupanjska enzimatska reakcija za odredivanje aktivnosti LDH (autor izradio

sliku)

U prvom koraku, LDH katalizira konverziju laktata u piruvat pri ¢emu se NAD reducira u
NADH/H". U drugom koraku, dijaforaza prenosi H/H" sa NADH/H" na Zutu tetrazolijevu sol
INT pri tome ju reduciraju¢i u crveni formazan. Porast u broju mrtvih ili stanica sa oSte¢enom
membranom rezultira u povecanoj aktivnosti enzima LDH u stani¢nom supernatantu. Porast
aktivnosti LDH direktno korelira sa koli¢inom nastalog formazana, odnosno koli¢ina nastale

crvene boje proporcionalna je broju oSte¢enih stanica. Analiza mora sadrzavati i kontrole,
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nisku i visoku. Za nisku kontrolu koristi se svjezi medij, dok se za visoku kontrolu koristi
medij sa sferama tretiran sa 1 % Triton X detergentom kako bi se dobila maksimalna

vrijednost aktivnosti LDH (31).

Na dan analize 100 pl supernatanta preneseno je na plocu sa 96 jazica te je inkubirano
4 sata u CO; inkubatoru sa 100 pl otopine C koja je nastala mijeSanjem otopine A (katalizator
diaforeza/NAD™) i otopine B (INT boja) prema uputama proizvodaca kita. Po zavrSetku
inkubacije apsorbanca je izmjerena na ¢itacu mikroploca (iMark, BIO RAD, Hercules, CA,

USA)na 515 nm.

Za izracun zastupljenosti LDH u mediju koriStena je sljedeca formula:

% s = x 100

U kojoj je:

A stani¢ni supernatant- medij prikupljen sa sfera

A niska kontrola- svjezi medij

A visoka kontrola- medij sa sferama koje su tretirane sa 1 %-tnim Triton X
4.3.6. Odredivanje aktivnosti mitohondrija

Mitohondrij je glavni izvor energije u stanicama. Vecina aktivnosti mitohondrija ovisi
upravo o membranskom potencijalu unutarnje membrane mitohondrija. Analiza

mitohondrijskog membranskog potencijala koristi se za procjenu funkcije mitohondrija.

Prikupljeni su stani¢ni sferoidi iz 28 jazica u svrhu odredivanja mitohondrijskog
membranskog potencijala koji su inkubirani u razli¢itim vremenskim intervalima sa
izmjenom 1 bez izmjene medija. Stani¢ni sferoidi su isprani sa PBS-om te su se razdvojili na
pojedinacne stanice tako §to su se ostavile 3 minute pod tripsinom. Inaktivacija tripsina je
izvrSena pomocu svjezeg medija, te je isti uklonjen sa stanica nakon centrifugiranja. Za
odredivanje mitohondrijskog membranskog potencijala koristen je TMRE Mitochondrial

Membrane Potential Assay Kit (abcam, Cambridge, UK). Stanice dobivene od stani¢nih
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sferoida inkubirane su TMRE bojom u koncentraciji od 200 nM kroz 30 minuta u CO;
inkubatoru. Nakon zavrSetka bojenja sa stanica je uklonjena boja te su stanice resuspendirane
u PBS-u. Intenzitet fluorescencije izmjeren je na ¢itacu mikroploca (Spark, Tecan) pri Ex/Em

= 530/580.
4.3.7. Statisticke metode

Rezultati dobiveni analizama prikazani su kao srednje vrijednosti viSe ponovljenih
mjerenja. Dobiveni podatci analizirani su koriStenjem jednosmjernog ANOVA testa uz
statisticku znacajnost postavljenu na P<0,05. Normalnost razdiobe dobivenih podataka
odredena je Kolmogorov — Smirnova testom i Shapiro-Wilkovim testom. Usporedba vise
skupina podataka napravljena je post-hoc Scheffe metodom, studentovim Newman — Keuls i
Tukey — Kramer testovima. Statisticka analiza podataka odredena je pomocu statistiCkog

programa MedCalc® Statistical Software version 20.112 (32).
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5. REZULTATI
5.1. Kolorimetrijsko odredivanje ATP-a

Najvecu koncentraciju ATP-a imaju D54 sfere kojima je medij redovno mijenjan kroz osam
dana koja iznosi 0,138 nmol/ul. Za razliku od sfera koje su uzgajane kroz osam dana bez
izmjene medija kod kojih je zabiljeZena najniza koncentracija ATP-a od 0,008 nmol/ul. Sfere
koje su uzgajane kroz duzi vremenski period pokazale su vecu koncentraciju ATP-a bez
izmjene medija od 0,065 nmol/ul, nasuprot sferama kojima je mijenjan medij sa 0,023

nmol/pl ATP-a (Tablica 1).

Tablica 1. Zastupljenost ATP-a u D54 stani¢nim sferoidima

Bez izmjene medija 0,008 nmol/ul 0,065 nmol/ul

Sa izmjenom medija 0,138 nmol/ul 0,023 nmol/ul

5.2. LDH analiza

Kako bi se procijenio integritet stanicne membrane izmjerena je postotna zastupljenost LDH
u mediju nakon 8 i 13 dana uzgoja D54 sfera. Jednom setu sfera medij se redovno
izmjenjivao, dok je drugi set sfera uzgajan s redukcijom nutrijenata bez izmjene medija.
Prikazan postotak LDH na Slici 4. predstavlja otpuSteni LDH iz medija sfera u odnosu na

maksimalno otpusten LDH (visoka kontrola) nakon tretmana sfera sa Triton-X-om.

D54 sfere uzgajane bez izmjene medija kroz osam dana pokazuju statisticki znacajan
postotak otpustenog LDH od 83,3 % +3,8. Za razliku od sfera koje su uzgajane kroz duze
vrijeme od 13 dana vidljiv je gotovo maksimalni postotak otpustenog LDH u mediju za uzgoj

(Slika 4 a)).

Sfere kojima se redovno izmjenjivao medij, nakon 8 dana uzgoja zabiljeZen je statisticki

znacajan postotak otpustenog LDH od 50,1 % +9,9 u odnosu na visoku kontrolu. Odredena je
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statisti¢ki znacajna aktivnost LDH u mediju za uzgoj stanica nakon 13. dana od 78,1 % +2,7
u odnosu na visoku kontrolu. Takoder, medusobnom usporedbom otpustenog LDH iz sfera
kojima je mijenjan medij, zabiljeZen je statisticki znacajan postotak otpuStenog LDH nakon

13 i nakon 8 dana (Slika 4 b)).

a) Bez izmjene medija b) lzmjena medija

100 100
#*
* 1

80 80

% otpustenog LDH
% otpustenog LDH

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

Slika 4. Zastupljenost LDH u mediju za uzgoj D54 sfera. Grafovi prikazuju postotni udio
LDH u mediju sfera uzgajanih kroz 8 1 13 dana. Slika predstavlja: a) sfere kojima se medij
nije mijenjao 1 b) sfere kojima se redovno mijenjao medij. Postotak LDH prikazan je u
odnosu na maksimalno otpusteni LDH iz sfera tretiranih sa Triton-X (visoka kontrola).

Statisticka znacajnost (*) P < 0,05.

5.3. Odredivanje aktivnosti mitohondrija

Aktivnost mitohondrija procijenjena je promjenom intenziteta TMRE fluorescentne boje koja
se nakuplja u aktivhim mitohondrijima. Pad intenziteta fluorescencije odraz je naruSenog
mitohondrijskog potencijala i smanjene aktivnosti mitohondrija. D54 sfere koje su uzgajane
sa izmjenom medija u oba vremenska perioda pokazuju statisticki znaCajan intenzitet
fluorescencije u odnosu na sfere kojima se nije izmjenjivao medij. Sfere bez izmjene medija
nakon osam dana pokazuju statisticki nizu fluorescenciju od sfera uzgajanih kroz isti period
uz izmjenu medija. Pri ¢emu sfere nakon produzenog vremena inkubacije kroz trinaest dana

pokazuju statisticki znacajan pad fluorescencije u odnosu na sve promatrane grupe sfera
(Slika 5).
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D54
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Intenzitet fluorescencije

10000

bez izmjene
medija
sa izmjenom
medija
bez izmjene
medija
sa izmjenom
medija

8. dan 13. dan

Slika 5. Procjena aktivnosti mitohondrija u D54 sferama. Graf prikazuje intenzitet
fluorescencije TMRE boje izmjeren 8. i 13. dan kod stani¢nih sferoida sa i bez izmjene

medija. Statisticka znacajnost (*) P< 0,05.
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6. RASPRAVA

Rak je jedna od najistrazivanijih bolesti danasnjice. To se moze pripisati ¢injenici da
je rak jedna od vodecih bolesti koja napada sve dobne skupine. Napredak znanosti i moderna
tehnologija omogucili su ljudima da za mnostvo bolesti imaju jednostavan i efikasan lijek, no
to nije slucaj i za rak. Nastanak tumora ukljucuje slozene procese koji su najcescée uzrokovani
genetskim ostecenjem, ali jo§ uvijek se ne razumije toan nacdin nastanka raka. Zbog toga se
radi na poboljSanju njegova lije€enja. Unato¢ drasticnom povecanju u broju istrazivanja i
napretku na polju lijecenja, to je i dalje nedostatno te su rakovi jedni od vode¢ih uzroka smrti.
Prema Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo, u 2019. godini tumorska su oboljenja drugi

vodeci uzrok smrti nakon bolesti srca i krvnih zila (33).

Glioblastom je tumor mozga koji pripada grupi brzo rastuc¢ih tumora zbog sklonosti
dobroj vazkularizaciji Sto dovodi do opskrbljivanja stanica tumora hranjivim tvarima
omogucavaju¢i im proliferaciju. Stanice glioblastoma, kao i mnogi drugi tumori, energiju
proizvode putem glikolize, a ne putem oksidativne fosforilacije, Sto se naziva "Warburg
efekt". On rezultira nakupljenjem laktata neovisno o dostupnosti kisika (34). lako su prisutna
opsezna istrazivanja, efikasno lijecenje glioblastoma i dalje je nepoznanica (35, 36). Mnoga
istrazivanja su dokazala kako su stani¢ni sferoidi puno pogodniji za onkoloska 1 terapijska
istrazivanja od klasi¢nih 2D kultura stanica jer je otezana difuzija lijekova u stani¢ne sferoide
Sto se realnije slaze sa stvarnim interakcijama in vivo (37). Potreba za razvojem 3D stani¢nih
modela koji bi u Sto veCem obimu oponasali tumore in vivo od velikog su znacaja, gdje se
kultura D54 stani¢ne linije pokazala kao jednom od dobrih kandidata (8). Za uspostavljanje

prikladnih tumorskih modela potrebno je odrediti opée karakteristike samog modela.

Kako bi utvrdili dolazi 1i do promjene energetskog statusa u sferama razlicitih veli¢ina,
D54 sfere uzgajane su kroz osam i trinaest dana. Kako bi odredili dolazi li do promjene
energetskog statusa sferoida uzgajanih sa redukcijom i bez redukcije nutrijenata analizirali

smo koncentraciju ATP-a, zastupljenost LDH u mediju i aktivnost mitohondrija.

Dobiveni rezultati na temelju ATP koncentracije idu u prilog sferama koje su
uzgajane kroz 8 dana uz stalnu izmjenu medija. Nasuprot stanicama koje su uzgajane kroz
duze vrijeme gdje je vidljivo smanjenje ATP-a u odnosu na stanice koje su uzgajane kroz
osam dana. Sfere koje su uzgajane bez stalnog izvora nutrijenata pokazuju vrlo nisku
koncentraciju ATP-a, gdje su daljnje analize pokazale odumiranje stanica sfera koje se

povecava produzenim vremenom uzgoja.
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Integritet stanicne membrane procijenjen je postotkom otpustenog LDH u mediju za
uzgoj sfera. Rezultati upucuju na znacajno narusen integritet staniéne membrane u stanicama
koje su uzgajane kroz 13 dana iako su imale stalni pristup nutrijentima u odnosu na stanice
koje su uzgajane u kraCem vremenskom periodu. Kod sfera bez izmjene medija integritet
stani¢ne membrane u vecini stanica je narusen neovisno o vremenu uzgoja. Do visoke razine
aktivnosti LDH u mediju doveo je povecan broj mrtvih stanica, odnosno kod sfera kojima
nije mijenjan medij doslo je do potroSnje svih hranjivih tvari iz medija te su stanice pocele
odumirati. Prilikom uzgajanja sfera uz izmjenu medija stanice se unutar sfere smjestaju u
razliCite faze rasta. Stanice koje su izloZzene mediju i hranjivim tvarima, odnosno vijabilne
stanice koje se nalaze u S fazi rasta, nalaze se u vanjskom sloju sferoida (23). Nakon njih
slijedi hipoksi¢na zona te zona nekroze sa nekroti¢nim stanicama koje zbog svog poloZaja
unutar sfere ne dobivaju dovoljno hranjivih tvari te odumiru. Kako su istrazivanja pokazala,
porastom same sfere, raste i zona nekroze u sredistu (38). Stoga, kod sfera kojima je mijenjan
medij najvjerojatnije je dosSlo do rasta samih sfera te je time proSirena i zona nekroze u
sredistu sfere ¢ime je povecana prisutnost ovog enzima, ali u manjem obimu nego kod sfera

kojima nije mijenjan medij.

lako sfere koje su uzgajane kroz 13 dana uz izmjenu medija odrazavaju aktivnost
mitohondrija gotovo kao i sfere nakon 8 dana, zabiljeZena je manja koncentracija ATP-a kao
1 otpustenog LDH iz vecine stanica sfera. Kao takvi mitohondriji predstavljaju dinamicki
sustav organela koje stanice tumora koriste kako bi zadovoljile energetske potrebe u
nepovoljnim uvjetima. Stanice tumora podlijezu razli¢itim procesima u smjeru prezivljenja i
povecane otpornosti na kemoterapiju odrzavajuci svoju agresivnost. Jedan od procesa je
autofagija koja ukljucuje degradaciju disfunkcionalnih mitohondrija putem mitohondrijske
autofagije (mitofagije), citoprotektivnog procesa koji kontrolira proizvodnju reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS, engl. reactive oxygen species) i eliminaciju oSte¢enih mitohondrija.
Istrazivanje provedeno na stanicama glioblastoma ukazuje na povezanost mehanizma
prezivljenja putem mitohondrijske NIX-posredovane mitofagije unutar hipoksi¢ne zone
glioblastoma (39).

Dobiveni rezultati intenziteta fluorescencije TMRE boje ukazuju na statisticki
znacajniju aktivnost mitohondrija u sferama kojima se stalno izmjenjivao medij. Medij za
uzgoj je vrlo vazan ¢imbenik pri uspostavljanju kulture stanica te se on odabire na osnovi
potreba koje ciljane stanice imaju za odredenim nutrijentima i1 faktorima rasta. U medij se

Cesto dodaje 1 mala koli¢ina seruma te se on uobicajeno dodaje u medij u koncentraciji od
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10 % kako bi se potaknuo stani¢ni rast. To je supernatant zgruSane krvi te u sebi sadrzi
neophodne sastojke za proliferaciju stanica. On u sebi sadrzi faktore rasta, proteine, elemente
u tragovima, vitamine te hormone. Naj¢eS¢e se koriste govedi ili konjski serum, a takoder se
koristi i tele¢i serum. U ovom istrazivanju je koristen govedi serum. Konstantna izloZenost
takvom jednom mediju stani¢noj kulturi omogucuje opskrbu svim hranjivim tvarima i
faktorima rasta koji joj omogucuju stalan rast i proliferaciju. To se postiglo u setovima
stanicnih sferoida kojima je mijenjan medij i koji su dobivali svjezi medij te nisu potrosili
hranjive tvari iz medija. Samim time ti stani¢ni sferoidi pokazuju vecu aktivnost mitohondrija
za razliku od stani¢nih sferoida kod kojih se znaajno gubi aktivnost mitohondrija

uzrokovano dugotrajnim izgladnjivanjem.

Sfere dobivene od D54 stanica glioblastoma upucuju na ovisnost energetskog statusa
o0 izvoru nutrijenata kao 1 veli¢ini sfera. Sfere sa najviSim energetskim statusom pokazale su
se sfere koje su uzgajane kroz osam dana uz izmjenu medija. Sfere koje su izgladnjivane
pokazale su gubitak stani¢nog integriteta uz pad energetskog statusa neovisno o vremenu

uzgoja.
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ZAKLJUCAK

ZAKLJUCAK

Provedenim istrazivanjem dolazimo do sljedecih zakljucaka:

>

D54 sfere koje su uzgajane uz stalnu izmjenu medija pokazuju bolji energetski status

nakon osam dana uzgoja u odnosu na produzeno vrijeme uzgoja od trinaest dana

Sfere kojima je reduciran izvor nutrijenata odrazavaju energetski disbalans koji se

povecava kroz vrijeme uzgoja
ProduZeno vrijeme uzgoja sfera dovodi do smanjenja energetskog statusa

Najvedi utjecaj na pad energetskog statusa u sferama pokazala se dostupnost nutrijenata

u mediju za uzgoj
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti utjeCe li veli¢ina sfera i dostupnost nutrijenata na energetski status

sferoida formiranih od stanica D54 glioblastoma.
Nacrt studije: /n vitro studija- kontrolirani pokus.

Materijal i metode: Uzgojene su sfere od komercijalno dostupne stani¢ne linije glioblastoma
D54. Sfere su uzgajane kroz 8 1 13 dana kako bi se osigurao rast i formiranja sfera. Jednom
setu sfera redovno je mijenjan medij, dok je drugi set sfera uzgajan bez izmjene medija.
Procjena energetskog statusa sfera uzgajanih pod razli¢itim uvjetima odredena je pomocu
kolorimetrijskog ATP testa, postotkom otpustenog LDH u mediju i mjerenjem intenziteta
TMRE boje u ovisnosti o aktivnosti mitohondrija. Analiza podataka je napravljena

jednosmjernom ANOVA analizom kori$tenjem MedCalc programa.

Rezultati: Kolorimetrijskom analizom utvrdena je najviSa koncentracija ATP-a u sferama
nakon 8 dana uzgoja uz stalnu izmjenu medija u odnosu na ostale setove sfera. LDH analiza
ukazuje na narusen integritet stani¢ne membrane kod sfera koje su uzgajane bez izmjene
medija, koje se sa pove¢anjem sfera kroz produZeno vrijeme uzgoja povecava. Sfere kojima
se redovno izmjenjivao medij dovode do naruSenog stani¢nog integriteta u dijelu stanica, koje
se povecava nakon 13. dana. Najvisa aktivnost mitohondrija vidljiva je u sferama koje su
uzgajane uz stalni izvor nutrijenata, za razliku od sfera koje su izlozene redukciji nutrijenata

gdje je doslo do pada u fluorescenciji odnosno smanjenoj aktivnosti mitohondrija.

Zakljucak: Najvisi energetski status zabiljezen je u D54 sferama nakon osam dana uzgoja
kojima se redovno izmjenjivao medij u odnosu na ostali set sfera. Najvece djelovanje na pad

energetskog statusa pokazala se dostupnost nutrijenata iz medija za uzgo;j.

Klju¢ne rijecdi: sfere glioblastoma; ATP; energetski status
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9. SUMMARY

Energy status of D54 spheres depending on sphere size and nutrient availability

Objectives: To determine whether the size of the spheres and the availability of nutrients

affect the energy status of spheroids formed from D54 glioblastoma cells.
Study design: /n vitro study- controlled experiment.

Material and Methods: Spheres of te commercially available glioblastoma cell line D54
were cultured. Spheres were cultured for 8 and 13 days to ensure growth and sphere
formation. One set of spheres had its medium changed regularly, while the other set of
spheres was grown without changing the medium. The evaluation of the energy status of the
spheres grown under different conditions was determined using the colorimetric ATP test, the
percentage of LDH released in the medium and the measurement of the intensity of the
TMRE color depending on the mitochondrial activity. Data analysis was done by one-way

ANOVA analysis using the MedCalc program.

Results: Colorimetric analysis determined the highest concentration of ATP in the spheres
after 8 days of cultivation with constant medium change compared to other sets of spheres.
LDH analysis indicates impaired integrity of the cell membrane in the spheres that were
grown without changing the medium, which increases with the increase of the spheres
through extended cultivation time. Spheres with regular medium changes lead to impaired
cellular integrity in some of the cells, which increases after 13 days. The highest
mitochondrial activity is visible in the spheres that were grown with a constant source of
nutrients, in contrast to the spheres that were exposed to the nutrient reduction, where drop in

fluorescence was noticed, i.e. reduced mitochondrical activity.

Conclusion: The highest energy status was recorded in D54 spheres after 8 days of growing,
with regular media changes compared to the other set of spheres. The availability of nutrients

from the medium proved to have the greatest impact on the decline in energy status.

Key words: glioblastoma spheres; adenosine triphosphate; energy status
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