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POPIS KRATICA

AE-1-HB-72 — misje hibridne stanice (engl. mouse hybrid cells)

ATCC — globalni centar za bioloske resurse (engl. American Type Culture Collection)
BHK-21 [C-13] — fibroblasti bubrega bebe hrcka (engl. baby hamster kidney fibroblasts)
Caco-2 — stanice adenokarcinoma debelog cijeva (engl. colon adenocarcinoma cells)
CHO —Stanice jajnika kineskog hrcka (engl. Chinese hamster ovary cells)

CO: — ugljikov dioksid (engl. carbon dioxide)

Cos-7 — stani¢na linija fibroblasta izvedena iz tkiva bubrega majmuna (engl. a fibroblast cell

line derived from monkey kidney tissue)

DMEM - Dubleccov modificirani Eaglov medij (engl. Dublecco's Modified Eagle Medium)
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. Ethylenediamine tetraacetic acid)

EMEM - Eaglov minimalni esencijalni medij (engl. Eagle’s Minimal Essential Medium)
FBS — fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

HCOs — hidrogenkarbonat ili bikarbonat (engl. bicarbonate)

HEK-293 — besmrtne stanice bubrega ljudskog embrija (engl. immortalized human embryonic

kidney cells)
HeLa — stanice raka cerviksa (engl. cervical cancer cells)

HEPES —4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etansulfonska kiselina(eng. 4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazine ethanesulfonic acid)

HUVEC - stanice iz endotela vena iz pupkovine (engl. Human umbilical vein endothelical
cell)

Jurcat — besmrtna linija ljudskih T-limfocitnih stanica (engl. an immortalized human T-

lymphocyte cell line )

MCF-7 — stanice raka dojke (engl. breast cancer cells)



MEM — Minimalni esecijalni medij (engl.minimal essential medium)
02 — kisik (engl. oxygen)

PBMC — bilo koja stanica iz krvi koja ima jednu jezgru (engl. Peripheral Blood Mononuclear
Cell)

PBS — fosfatno puferirana fizioloska otopina (engl. phosphate buffered saline)

PC-12 — stani¢na linija izvedena iz feokromacitoma Stakora (engl. a cell line derived from rat

pheochromocytoma)

PDL - poli-D-lizin (engl. poly-D-lysine)

RPMI —Memorijalni institut Roswell Park(engl. Roswell Park Memorial Institut)
Sp2/0-Agl14 — B limfocitna stani¢na linija (engl. B lymphocyte cell line)

THP-1 — stanice akutne monocitne leukemije (engl. acute monocytic leukemia cells)



1. UvoD

1. UvOD

1.1. Uvod

Kultura stanica je uzgoj zivih stanica u odgovaraju¢em hranjivom mediju, a odnosi se
na uzgoj biljnih, zivotinjskih ili humanih stanica iz i njihov rast u prikladnom umjetnom
okoliSu izvan organizma. Stanice Se dobivaju izravnimizuzimanjem iz tkiva nakon provedene
mehanicke ili enzimske razgradnjeili iz stani¢nog soja ili stani¢ne linije. Primarnoj kulturi
pripadaju stanice izolirane direktno iz tkiva i stavljenje u kulturu gdje se odrzavaju i dijele
pod odgovaraju¢im uvjetima u prisustvu hranjivog medija.Primarne kulture nakon dostizanja
konfluentnosti (popunjenost posude za uzgoj) se prenose u novu posudu za uzgoj bilo
postupkom razrijedivanja ili enzimskim odvajanjem od podloge za uzgoj $to je poznato kao
»pasaziranje* stanica. Nastavak uzgoja praen dodatkom svjezeg medija rezultira nastankom
sekundarne kulture ili stani¢ne linije (2) koja takoder ima ograni¢en broj dioba (1).Ako je
subpopulacija stani¢ne linije odabrana iz kulture pomoc¢u kloniranja ili neke druge metode,
ova stani¢na linija postaje stani¢ni soj (1). Stani¢ni soj Cesto stjeCe dodatne genetske promjene
u odnosu na pripadajucu roditeljsku liniju. Razlikujemo kona¢nu i kontinuiranu stani¢nu
liniju. Kona¢ne stani¢ne linije dijele se ograniCen broj puta prije nego izgube sposobnost
proliferacije, Sto je genetski proces poznat kao starenje. Stani¢na linija postaje kontinuirana
kada prode proces transformacije kojim stanice postaju besmrtne. Transformacija se moze

dogoditi spontano ili moze biti virusno ili kemijski izazvana (2).

1.2. Adherentne i suspenzijske kulture

Postoje dva osnovna sustava koja se koriste u tehnologiji kultivacije Zivotinjskih
stanica, a to su: suspenzijske kulture, ¢ije stanice rastu neovisno o povrSini za Uzgoj i

adherentne kulture, tj. kulture stanica koje rastu pri¢vrs¢ene za povrsinu (3).



1. UvoD

1.2.1 Adherentne kulture

Adherentne kulture su zastupljene u skoro svim primjenama stani¢ne kulture. Stanice rastu
pri¢vrs¢ene za podlogu.Tijekom uzgoja zahtijevaju periodi¢nu pasazu, a rast stanica mozemo
lako provjeriti svjetlosnim mikroskopom. Povrsinu na kojoj rastu stani¢ne kulture cine
obradene staklene ili polistirenske bocice, ploce i filtri koji su dizajnirani za prihvacanje
stanica. Prihvacanje stanica moZe se olakSati upotrebom sintetskih polimera kao $to je poli-D-
lizin (PDL) i proteini izvanstanicnog matriksa, poput kolagena, koji osiguravaju okvir za
adherenciju stanica (3). Stanice disociramo mehanicki (struganje) ili enzimski (tripsinizacija),
a rast je ograniCen povrSinom. Adherentne kulture imaju primjenu u citologiji i mnogim

istrazivanjima (2).

1.2.2. Suspenzijske kulture

Suspenzijske kulture potje¢u izhematopoetskih stanica, stanica porijeklom iz
leukemija i limfoma i nekoliko drugih stani¢nih linija koje nisu adherentne kao §to su stanice
izolirane iz mreZnice ili epitelne stanice izolirane iz pleuralnog izljeva. Jednostavnije su za
odrzavanje od adherentnih, ali zahtijevaju vizualni pregled, a kako bi potaknuli rast stanica
kulturu prihranjujemo ili je moZemo razrijediti i prenijeti u novu posudu za uzgoj. Ne
zahtijevaju mehani¢ku niti enzimsku disocijaciju, a rast je ograni¢en koncentracijom stanica,
Sto znaCi da prevelika koncentracija uzrokuje povecano odumiranje stanica. Mogu se
odrZzavati u posudama za kulture koje nisu tretirane specifi¢no za kulturu tkiva, ali kada je
volumen dodanog medija veéi od povrSine posude za uzgoj zahtijeva agitaciju (tj.muckanje ili
mijeSanje) za odgovarajucu izmjenu plinova (2). Suspenzijske kulture koriste se za masovnu

proizvodnju svih vrsta stanica i mnoge istrazivacke primjene.

1.3. Uvjeti kultivacije

Jedna od glavnih prednosti kulture stanica je mogucénost upravljanja uvjetima
stani¢nog uzgoja. Ova tehnika daje moguénost kontroliranja okoliSa u kojem stanice rastu,

poput: temperature, pH, osmotskog tlaka, koli¢ine kisika (O2) i uglji¢nog dioksida(CO,) ,
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koncentracije hormona i drugih nutritivnin komponenti. Fizikalno-kemijski uvjeti (pH,
temperatura...) dobro su definirani u odnosu na fizioloske (hormoni), a ve¢inu kultivacijskih

uvjeta, uz iznimku temperature, kontroliramo pomo¢u medija (4).

1.3.1 Medij

Medij je najvaznija komponenta za rast stanica u kulturi. Sadrzi neophodne vitamine,
nutrijente i faktore rasta nuzne za rast stanica, te regulira osmotski tlak i pH (6). Iskorak u
primjeni kultura Zivotinjskih stanica dogodio se 1955. godine, zahvaljuju¢i Harryju Eagleu
koji je napravio opseznu analizu nutritivnih zahtjeva stanica in vitro i formulirao kemijski
definirani medij za uzgoj zivotinjskih stanica poznat kao minimalni esencijalni medij (engl.
Eagle’s Minimum Essential Medium - EMEM), koji je mogao zamijeniti do tada rabljene
bioloske tekuéine promjenjivog i nedefiniranog sastava (7).Postoje tri osnovne vrste medija:

bazalni medij, medij sa smanjenim udjelom seruma i medij bez seruma (2).

Bazalni medij sadrzi vitamine, aminokiseline, anorganske soli, te izvor ugljika
(glukoza) (6). Vecina stani¢nih linija dobro raste u bazalnim medijima, ali oni se moraju
nadopuniti serumom. Kako bi se smanjio nezeljeni u¢inak seruma u Kulturi, provedeni su
eksperimenti u kojima je koriSten medij sa smanjenim udjelom seruma. Medij sa smanjenim
udjelom seruma predstavlja bazalni medij nadopunjen hranjivim tvarima i tvarima
zivotinjskog podrijetla koji su smanjili koli¢inu seruma koja je uobicajeno potrebna (2). Medij
bez seruma obogacen je odredenim prehrambenim i1 hormonskim dodacima, te na taj nacin
izbjegava problem vezane uz primjenu Zivotinjskih seruma. Kao glavnu prednost mozemo
istaknuti da odabirom razli¢itih faktora rasta imamo moguénost medij uciniti selektivnim za

odredene tipove stanica(1).

Dubleccova modifikacija Eaglovog medija (engl. Dublecco's Modified Eagle Medium
- DMEM) koristi se u kulturi stanica kao bazalni medij. Temelji se na Eagle's Minimal
Essential Medium (EMEM), ali ima cetverostruko vecu koncentraciju aminokiselina 1
vitamina. Medij ne sadrzi nikakve hormone rasta, lipide ili proteine koji su bitni za rast
stanica. Uspjesno kultivira primarne stanice kao $to su fibroblasti, neuroni, HUVEC, stanice
glatkih misica ili stani¢ne linije, kao $to su HEK-293, HelLa, Cos-7 i PC-12 (5).DMEM High
Glucose, kao $to mu ime kaze, ima povecéan sadrzaj glukoze od 4,5 g/L. Uobicajena je praksa

dopuna DMEM-a fetalnim govedim serumom (engl. fetal bovine serum- FBS), najcesce u

3



1. UvoD

koncentraciji od 10%, i L-glutaminom. DMEM sadrzi bikarbonatni pufer za odrzavanje
optimalne pH razine od 7,4 (2) i obi¢no dolazi s fenol crvenim kao pH indikatorom (6).
Stanice uzgojene u DMEM i bilo kojem mediju koji sadrzi bikarbonatni puferski sustav,
moraju se drzati u kontroliranoj okolini CO20d 5-10%, a kada se doda fenol crveno mozemo

pratiti promjene pH od 6,2 (Zuto) do 8,2 (crveno) (7).

RPMI 1640 je kratica zaRoswell Park Memorial Institute, gdje je ovaj medij i razvijen
1966.9.RPMI 1640 medij razvijen je za podrsku limfoblastoidnim stanicama u suspenzijskim
kulturama, a takoder moze podrzati Sirok raspon drugih vrsta stanica kao $to su HeLa, Jurkat,
MCF-7, PC12, PBMC, astrociti i ostali karcinomi (8). Namijenjen je da se nadopunjava

serumom, ali otkriveno je da neke stani¢ne linije podrzava i u nedostatku seruma.

Medij sa smanjenim udjelom seruma, OptiMEM, je pobolj$ani minimalni esencijalni
medij (MEM) koji omogucuje smanjenje dodavanja fetalnog govedeg seruma za najmanje
50% bez promjene u brzini rasta ili morfologiji. Moze se koristiti s raznim suspenzijama i
prianjaju¢im stanicama sisavacauklju¢uju¢i Sp2/0-Agl4, AE-1-HB-72, CHO, BHK-21 [C-
13], HEK-293 i primarne fibroblaste. Koristi puferski sustav natrijevog bikarbonata (2,4 g/L)
za odrzavanje fizioloSkog pH, te sadrziinzulin, transferin, hipoksantin, timidin i elemente u

tragovima (9).

.....

najvise kemijskih komponenti. Zajednicke aminokiseline su im: glicin, arginin, cistin,
glutamin, histidin, izoleucin, leucin, metionin, fenilalanin, serin, treonin, triptofan, tirozin i
valin (7,8). Osim amninokiselina zajednicko im je i nekoliko vitamina i soli, poput: folne
kiseline, nikotinamida, riboflavina, kalijeva jodida 1 drugih (7,8). OptiMEM sadrzi puferski
sustav s bikarbonatom kao i DMEM medij, a kao zajedni¢ka komponenta sva tri medija je

fenol crvenilo za pracenje promjena pH vrijednosti (7-9).

1.3.2. Serum

Serum je izvor prijanjajucih faktora, hormona , lipida, faktora rasta i minerala za
stanice u bazalnom mediju. Regulira propusnost stani¢ne membrane i sluzi kao prijenosnik
lipida, mikronutrijenata i enzima u stanicu (6). Fetalni govedi serum najcesce je koriSten

serum. Sadrzi vece koli¢ine faktora rasta, vrlo malo gama globulina 1 manje proteina
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komplementa u odnosu na druge serume kao Sto su tececi, svinjski, odrasli govedi i drugi
(10). Vazan je i jer smanjuje mogucénost lize stanica. Medutim, koriStenje seruma ima
nedostatke 1 nezeljene ucinke: inhibicija ili stimulacija rasta stanica, visoka cijena,
varijabilnost i specificnost (2). Kako bi se smanjila moguénost kontaminacije, serum je

potrebno nabaviti iz provjerenih izvora.

1.3.3. pH, COzi temperatura

Medu razli¢itim sojevima stanica postoje varijabilnosti u odgovaraju¢em pH podrucju
u kojem rastu, ali vecina stani¢nih linija sisavaca dobro raste pri pH 7,4. Neke stani¢ne linije
fibroblasta rastu bolje u blago alkalnoj sredini pri pH od 7,4 do 7,7, a neke transformirane
stani¢ne linije bolje rastu u kiselijoj okolini na pH od 7,0 do 7,4 (2).Vecina komercijalno
dostupnih medija za uzgoj kulture ukljucuje fenol crveno kao pH indikator, Sto omogucuje
konstantno prac¢enje pH vrijednosti (11). Tijekom rasta stanica, zbog metabolita koje
oslobadaju stanice, medijmijenja boju kako se pH mijenja. Pri niskom pH fenol crveno
mijenja boju medija u Zutu, a pri viSem pH mijenja boju u ljubicastu. Pri optimalnom pH od
7,4 medij je zarko crvene boje. Medutim, za studije u kojima se koriste stanice osjetljive na
estrogen kao $to su stanice dojkepreporucljivo je koristiti medije bez fenol crvenog jer

oponasa djelovanje steroidnih hormona (12).

Medij kontrolira pH i puferira stanice u kulturi protiv neZeljenih promjena pH. Kao
pufer najceS¢e se koriste bikarbonatni pufer (CO2-HCO3) ili organski pufer, najcesée s
HEPES-om. Budu¢i da promjena u atmosferskom CO; mozZe promijeniti pH medija, bitna je
ravnoteza otopljenog COzi bikarbonata. Iako veéina istrazivaca koristi 5-7% CO2, svaki medij

ima preporuc¢enu koncentraciju bikarbonata i CO2 za postizanje odgovarajuceg pH (6).

Kako bi mogli prilagoditi temperaturu uzgoja stanica potrebno je znati podrijetlo
stanica, jer temperature uzgoja u kulturi ovisi o temperaturi domacina iz koje je stanica
izolirana. Takoder, moramo uzeti u obzir da temperature koZe nije jednaka kao i temperatura
npr. skeletnih misi¢a (temperature koZe je niza). U inkubatoru uvijek postavljamo temperaturu
nizu od optimalne, jer je pregrijavanje puno opasnije za stanice od nizih temperatura. Tako se
stani¢ne linije ljudi odrzavaju na 36-37°C , insekata na 27°C, ptica na 38,5°C, a stani¢ne linije

hladnokrvnih ~ Zivotinja podnose temperaturni raspon od 18 do 26 °C(1).



1.4. Primjena kultura Zivotinjskih stanica

Kulture zivotinjskih stanica ima vrlo Siroku primjenu u znanosti i biotehnologiji.
Danas zauzimaju glavno mjesto u proizvodnji raznih biofarmaceutika za terapeutsku primjenu
I kao ekspresijski sustavi za proizvodnju proteina(5). Primjenom kulture stanica proizvode se
monoklonska protutijela, rekombinantni proteini, cjepiva : cjepivo protiv bjesnoce, rubeole,
ospica, zaus$njaka, gripe, eritropoetin, interferon a, factor VII, antitrombin III (5). Broj
biofarmaceutika dobivenih kulturom stanica svakog dana raste, a isto tako je velik broj u

fazama klinickog ispitivanja Sto ukazuje na veliku vaznost primjene kulture stanica.

Znanstvena primjena je prisutna u skoro svim granama znanosti. U posljednje vrijeme
dolazi do sve vece zamjene pokusa na zivotinjama razli¢itim oblicima kulture stanica. Pokusi
na laboratorijskim zivotinjama omoguéili su brojna vazna postignu¢a u medicini. Medutim u
radu s pokusnim zivotinjama sve se viSe paznje posvecuje etiCkim postupcima, a najveci
utjecaj na zamjenu pokusa na laboratorijskim zivotinjama imala je primjena kultura tkiva 1
stanica u znanstvenim istrazivanjima (11). Kada su pokusi na zivotinjama neizbjezni unutar
cjelokupnog programa istrazivanja, moguce je zamijeniti primjenu zivotinja s in Vitro
metodama unutar pojedinog projekta, u pojedinacnom eksperimentu, ili u samo jednom tipu

postupka (11).
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2. CILJEVI

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. procijeniti brzinu rasta stanica u razli¢itim najcesc¢e koriStenim medijima

2. ispitati utjecaj promjene medija na brzinu rasta
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Stanic¢ne linije

U ovom radu koristene su dvije komercijalno dostupne stani¢ne linije:

= Caco-2 (Caco-2 [Caco2] - HTB-37, ATCC) — stanice adenokarcinoma
debelog crijeva (adherentne stanice)
= THP-1 (THP-1-TIB-202, ATCC) - stanice akutne monocitne leukemije

(stanice u suspenziji)

3.1.2. Kemikalije

Medij DMEM, high glucose, bez glutamina, Capricorn, Njemacka
Medij RPMI-1640, s glutaminom, Capricorn, Njemacka

Medij OptiMEM (1x), Gibco, SAD

HEPES, puferska otopina, 1M, Capricorn, Njemacka

Natrijev piruvat, 100 mM, Capricorn, Njemacka

Otopina antibiotika-antimikotika, 100x, Capricorn, Njemacka

FBS, fetalni govedi serum, Capricorn, Njemacka

PBS, otopina 1x

Tripsin-EDTA (0,25%) u HBSS (1x), Capricorn, Njemacka
Glutamin-stabilan (alanin-glutamin, glutamin-S), Sigma, Njemacka

Eritrozin B, otopina 0,2%, Sigma, Njemacka
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3.2. METODE

3.2.1 Uspostavljanje kulture adherentnih stanica

Stanice adenokarcinoma debelog crijeva, Caco-2, nasadili smo u tri razlic¢ita medija:
DMEM, RPMI i OptiMEM. Stanice su se kultivirale u plocama za adherentne stanice sa 6
jazica i inkubirale u CO.inkubatoru ( 1GO 150 Cell Life, JOUAN) u kontroliranoj atmosferi
na 37°C i 5% CO. Svakodnevno smo pratili stani¢ni rast, te promjene zabiljezili
fotografiranjem stanica. Prva fotografija zabiljeZena je nakon 24 sata od uspostavljanja
kulture, a preostale dvije nakon 72 sata od prethodne fotografije. Fotografiranjem smo dobili
vizualni prikaz procesa rasta stanica, te smo pratili promjene u morfologiji, brzini rasta i

raspadanju stanica.

3.2.2. Uspostavljanje kulture suspenzijskih stanica

Stanice akutne monocitne leukemije, THP-1, takoder smo nasadili u tri razli¢ita
medija: DMEM, RPMI i OptiMEM. Stanice su se kultivirale u plo¢ama za suspenzijske
stanice sa 6 jazica, inkubirale na isti na¢in kao i Caco-2 stani¢na linija, te je ostatak postupka

ponovljen i istovjetan sa adherentnim stanicama.

3.2.3. Brojanje stanica

Stanice se broje nakon bojanja s eritrozinom B. Kod mrtvih stanica eritrzin B ulazi u
citoplazmu i boji ih ruzicasto. Kod zivih stanica eritrozin ne moze uéi U stanicu, te one ostaju
neobojene. Broj stanica odreden je pomoc¢u Biirker-Tilrkove komorice za brojanje stanica.

Broje se Zive stanice u kvadrantima (slika), a broj se racuna na slijede¢i nacin:
N/4 « 3 = x + 10* stanica/dm?®

Gdje je:
N - broj stanica
4 - broj kvadranta

3 - faktor razrjedenja
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Slika 1. Schematski prikaz Burker-Turk komorice

Izvor: izradila autorica rada

3.2.4. Brojanje adherentnih stanica

Nakon uspostavljanja kulture, stanice brojimo u pravilnim vremenskim intervalima
(svaka 24 sata). Adherentne stanice, kao $to su stanice Caco-2 stani¢ne linije potrebno je prvo
odvojiti od povrsine kako bi mogli odrediti njihov broj. Stanice odvajamo tripsinizacijom, a
cijeli postupak obavlja se u sterilnim uvjetima. Prvo je potrebno pokupiti sav medij pri tome
pazeci da ne oStetimo stanice. Nakon $to smo pokupili sav medij, dodajemo 200 pl tripsina
(Tripsin-EDTA (0,25%) u HBSS (1x)) u jazicu i inkubiramo 3 do 5 minuta. Zatim dodajemo
500 pl PBS-a, resuspendiramo i premjestimo u tubicu. Kada smo dodani PBS premijestili u
tubicu, dodamo jo§ toliko PBS-a i ostavimo u jazici dok ne isperemo preostale jazice.
Preostali PBS pokupimo i pridruzimo odgovaraju¢im tubicama u kojima se nalazi prvih 500
pl PBS-a. Sadrzaj u tubici resuspendiramo i 50 ul suspenzije uzmemo i stavimo u plocu za
brojanje. U svaku jaZicu na plo¢i za brojanje dodajemo jo§ 30 pl eritrozina (Eritrozin B,
otopina 0,2%, Sigma), sve resuspendiramo, stavljamo u hemocitometar i brojimo pod

mikroskopom (Eclipse E200, Nikon).

3.2.5. Brojanje suspenzijskih stanica

Kao i sa Caco-2 stanicnom linijim, THP-1 stanice takoder brojimo svaka 24 sata.

Budu¢i da su THP-1 stanice suspenzijske, tripsinizacija nije potrebna. Stanice je potrebno

10



dobro resuspendirati pipetom, kako bi se razbili klasteri, i prebacitiu plocu za brojanje. Cijeli
postupak se obavlja u sterilnim uvjetima. U jazice na plo¢i za brojanje dodamo 30 pl

eritrozina i ponovimo postupak brojanja kao i kod adherentnih stanica.

3.2.6. Statisticke metode

Sva brojanja su izvedena u triplikatu. StatistiCka znaCajnost je odredena pomocu t-

testa u programu Statistica za Windowse, 14.0.0.15. TIBCO.
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4. REZULTATI

4.1. Rast adherentnih stanica u razli¢itim medijima

Prema podatcima dostupnim na stranicama ATCC preporuceni medij za stani¢nu liniju
Caco-2 je DMEM. Uz ovaj medij odabrali smo rast testirati na medijima RPMI te specijalnom
mediju OptiMEM nakon isteka roka trajanja. Caco-2 stani¢na linija pokazala je najbrzi rast u
DMEM mediju, zatim u RPMI, a najsporiji rast zabiljeZen je u OptiMEM mediju. Nakon 24
sata vidjeli smo da su se stanice Caco-2 stani¢ne linije umnozile, a nakon 72 sata od
nasadivanja uo¢avamo kako su se stanice adherirale za povrSinu jazice. Nakon 168 sati
boravka u kulturi stanice jo$ nisu postigle 100% konfluentnost, tedalje nastavljaju svoj rast.

Rezultati su prikazani na slici br. 2.

12
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Slika 2. Rast stanica Caco-2 u razli¢itim medijima
Stanice nasadene u preporuceni medij (DMEM - slike a,b,c), zamjenski medij (RPMI - slike d, e, f) te specijalni medij (OptiMEM - slike g,h, i)
su slikane 24 sata (a,d,g), 72 sata (b,e,h) i 168 sati (c,f,i) nakon nasadivanja (Axiovert 25,Z¢iss, povecanje 10x)
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4.2. Rast suspenzijskih stanica u razli¢itim medijima

Za THP-1 stani¢nu liniju prema podatcima ATCC-a je RPMI medij. Kao i kod
prethodne linije koristili smo jedan preporuceni medij, jedan zamjenski te jedan medij kojem
je istekao rok trajanja . THP-1 stani¢na linija pokazala je najbrzi rast u RPMI mediju, zatim u
DMEM, a najsporiji rast bio je u OptiMEM mediju. Na slici broj tri vidimo da THP-1
stani¢na linija pri svom rastu stvara klastere, te da u RPMI i DMEM mediju nakon 168 sati
provedenih u mediju nije postignuta 100% konfluentnost, dok je kod OptiMEM medija

postignuta  konfluentnost 1 broj stanica je nakon 168 sati pocCeo opadati.

14
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Slika 3. Rast stanica THP-1 u razli¢itim medijima

Stanice nasadene u preporuc¢eni medij (RPMI - slike a,b,c), zamjenski medij (DMEM - slike d, e, f) te specijalni medij (OptiMEM - slike (g,h, i)
su slikane 24 sata (a,d,g), 72 sata (b,e,h) i 168 sati (c,f,i) nakon nasadivanja (Axiovert 25, Zeiss, povecanje 10X)
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4.3. Krivulja rasta Caco-2 stanica u razli¢itim medijima

Osim fotografski rast stanica smo pratili i brojanjem stanica u pravilnim vremenskim
intervalima. Broj stanica koji je odreden u preporu¢enom mediju je usporeden s brojem
stanica u ostalim medijima. U usporedbi RPMI medija s preporuc¢enim medijem statisticki
znacajnu razliku brzine rasta dobili smo u intervalima nakon 48 i 96 sati od
nasadivanja(p=0,008 i p=0,001).Usporedba brzine rasta stanica u DMEM mediju (preporuceni
medij) s OptiMEM medijem pokazala je statisticki znaCajnu razliku u svim vremenskim
intervalima osim 24 sata nakon nasadivanja kao $to je prikazano na krivulji rasta na slici broj

cetiri.
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Slika 4. Krivulja rasta Caco-2 stanica u razli¢itim medijima
Krivulja je dobivena brojanjem stanica u ozna¢enim vremenskim intervalima od nasadivanja.
Rezultati su prikazani srednjom vrijednosti sa standardnom devijacijom (* oznac¢ava

statisticki znacajnu razliku u usporedbi s preporu¢enim medijem p < 0,05)
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4.4. Krivulja rasta suspenzijskih stanica u razli¢itim medijima (THP-1)

Za stanice THP-1 koje rastu u suspenziji preporuc¢eni medij je RPMI 1640. Obradom
statistickih podataka i usporedbom rezultata koji su dobiveni rastom stanica u razliitim
medijima s rastom stanica u preporuc¢enom mediju dobili smo da stanice THP-1 statisticki
znacajno bolje rastu u preporu¢enom mediju u odnosu na DMEM medij tijekom cijelog
promatranog perioda. Kako je brzina rasta stanica u DMEM mediju i OptiMEM mediju
slicna, statisticki znaCajna razlika u svim vremenskim tockama pri usporedbi s RPMI
medijem je nadena i kod usporedbe s OptiMEM medijem §to je jasno vidljivo na krivulji rasta
prikazanoj na slici broj pet.
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Slika 5. Krivulja rasta THP-1 stanica u razli¢itim medijima
Krivulja je dobivena brojanjem stanica u ozna¢enim vremenskim intervalima od nasadivanja.
Rezultati su prikazani srednjom vrijednosti sa standardnom devijacijom (* oznacava

statisticki znacajnu razliku u usporedbi s preporu¢enim medijem p < 0,05)
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5. RASPRAVA

Kultura stanica postala je nezaobilazna tehnika u raznim biomedicinskim
istrazivanjima, te se danas koristi u istrazivanju raka, proizvodnji cjepiva, genskoj terapiji,
proizvodnji i poboljSanju lijekova, istrazivanju biologije mati¢nih stanica i U mnogim drugim
primjenama (12). Najvazniji korak u kulturi stanica je odabir prikladnog medija potrebnog za
rast stanica u in vitro.Medij za kulturu stanica je gel ili tekuéina izradena da podrzava rast

stanica, a sadrzi odgovarajuce spojeve 1 izvore energije koji reguliraju stani¢ni ciklus.

Zivotinjske stanice mogu se uzgajati u potpunom prirodnom mediju ili u umjetnom
mediju zajedno s nekim prirodnim dodacima. Prirodni mediji sastoje se iskljué¢ivo od
prirodnih bioloskih tekucina, a glavni nedostatak je njihova loSa kvaliteta i neponoVvljivost
zbog nepoznatog to¢no definiranog sastava. Umjetne podloge pripremaju se dodavanjem
hranjivih tvari (organskih i anorganskih), vitamina, soli, plinova O, i CO2, serumskih
proteina, ugljikohidrata i kofaktora (13).Odabir podloge ovisi o vrsti stanica koje se uzgajaju,
kao o0 svrsi kulture i resursima dostupnim u laboratoriju (14). Razli¢ite vrste stanicaimaju
vrlo specificne zahtjeve za rast, stoga najprikladnija podloga za svaki tip stanice mora biti

odredena eksperimentalno (15).

U ovom radu proucavano je kako vrsta medija utjeCe na rast stanica.Osim vrste medija
koristen je 1 medij kojem je istekao rok trajanja (OptiMEM). Za svaku stani¢nu liniju postoje
eksperimentalno odredeni medij za optimalni rast stanica te linije. U nasem radu smo izabrali
dvije stani¢ne linije za koje su preporuceni razli¢iti mediji. Svaka linija je uzgajana u oba
medija kako bi vidjeli koliko sam medij utjeCe na rast stanica. Kako je jedina razlika u
pripravi bio bazalni medij bilo koja razlika u rastu bi se mogla pripisati razlici u samom
sastavu medija. Stani¢ne linije Caco-2 i THP-1 uzgajane su u tri razli¢ita medija kroz 168
sati, a svaka 24 sata stanice su bile brojane. Caco-2 stani¢na linija pripada adherentnim
stanicama, te je nakon 24 sata uzgoja u sva tri medija zabiljezen podjednaki rast stanica, a
nakon 48 sati vidljiva je adherencija stanica za povrSinu te blago prevladava broja stanica u
DMEM mediju. U sljede¢im danima stanice su ofekivano najbrze rasle u DMEM mediju, a
najsporije u OptiIMEM-u. Ovo je ocekivano ponasanje tijekom uzgoja jer je Koristeni
OptiMEM medij onaj koji se najvise razlikuje po svom sastavu. Sli¢no se dogodilo i sa THP-1
stanicama. One su takoder nakon 24 sata zabiljezile rast u sva tri medija, a ve¢ na pocetku se

izdvojio RPMI medij u kojem su stanica rasle brze nego u DMEM i OptiMEM mediju.Za
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razliku od Caco-2 stanica kod kojih se broj stanica u niti jednom mediju nije smanjio tijekom
istrazivanja, kod THP-1 stanica nakon 96 sati boravka u kulturi u OptiMEM mediju
postignuta je 100% konfluentnost i broj stanica je naglo pao. U RPMI i DMEM mediju nakon

168 sati stanice su i dalje rasle, a broj stanica i dalje je bio najve¢i u RPMI mediju.

Rezultati su pokazali da je preporuc¢eni medij najvise potiCe rast svake od testiranih
stani¢nih linija, ali kao je sastav medija sli¢an (7 — 9), stanice mogu duze periode prezivjetiiu
mediju koji nije preporucen za njihov uzgoj. Iznimka je OptiMEM koji nije predviden za
uzgoj nego samo za eksperimentalni kratkotrajni rast (9). Sve ovo se poklapa s razliitim
istrazivanjima koja su pokazala da su svi mediji koji se danas koriste u kulturi stanica po
sastavu pogodni za uzgoj svih stanica (18). Pokazano je kako serum ima puno veci utjecaj na
rast stanica nego sam kemijski sastav medija u kojem stanice rastu. Kako napreduje koristenje
I primjena kutiviranih stanica u znanosti i industriji tako se sve vise radi na definiranju to¢nog
sastava medija kojem se posvecuje sve vise pozornostikako bi se smanjila varijabilnost, i

eticka pitanja oko dobivanja najcesce koristenog fetalnog govedeg seruma (18,19).

U konacnici mozemo re¢i da je ovaj ekperiment pokazao kako u trenucima kada
preporuceni medij nije dostupan stanice mogu rasti i u drugim medijima koji se neznatno
razlikuju po svom sastavu. Takoder, iako medij nije preporucljivo koristiti nakon isteka roka
trajanja, medij koji nije kompletiran dodatkom seruma ili antibiotika se moze Koristiti jo$

neko vrijeme ako nemamo drugih mogucnosti.
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6. ZAKLJUCAK

Iz provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mozemo zakljuciti:

e Adherentne stanice iz Caco-2 stani¢ne linije najbrze rastu u DMEM
mediju, zatim u RPMI, a najsporije u OptiMEM mediju

e Suspenzijske stanice iz THP-1 stani¢ne linije najbrze rastu u RPMI
mediju, zatim u DMEM i najsporije, u OptiMEM mediju

e Stanice mogu prezivjeti i rasti u razlicitim medijima, ali je rast sporiji u

usporedbi s preporu¢enim medijem
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Cilj istrazivanja: Ciljevi istrazivanja su odrediti brzinu rasta stanica u razli¢itim najceSce

koris¢enim medijima i odrediti utjecaj promjene medija na brzinu rasta.
Nacrt studije: In vitro studija — kontrolirani pokus

Materijali i metode: Koristene su stani¢ne linije Caco-2 i THP-1 kultivirane u tri razli¢ita
medija: DMEM, RPMI i OptiMEM. Stanice smo brojali,bojanjem eritrozinom, svaka 24 sata
tijelom trajanja istraZzivanja.Osim brojanja, rast stanica je pracen fotografiranjem kulture u

pravilnim vremenskim razmacima.

Rezultati: Obje stani¢ne linije najbolje rastu u preporu¢enom mediju. Brzina rasta u drugim
medijima je sporija, ali se stanice u oba zamjenska medija dobro razvijaju. THP-1 stanice su
osjetljivije na promejnu medija te je primjecena znacajna razlika u broju stanica u usporedbi

sa zamjenskim medijima, dok je razlika kod Caco-2 stanica vidljiva tek nakon duZzeg uzgoja.

Zakljucak: 1z provdenog istrazivanja i dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da promjena
medija utjeCe na brzinu rasta stanica ali stanice mogu rasti u zamjenskim medijima neko

vrijeme. KoriStenje preporu¢enog medija 0sigurava najbrzi rast stanica u kulturi.

Kljuéne rijeéi: in vitro, kultura stanica, medij, stani¢na linija
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Effect of media composition and freshness on cell growth

Objectives: The objectives of the research are to determine the growth rate of cells in various

commonly used media and to determine the influence of media change on the growth rate.
Study Design: In vitro study - controlled experiment

Material and Methods: The used cell lines Caco-2 and THP-1 were cultured in three
different media: DMEM, RPMI and OptiMEM. We counted the cells, by staining them with
erythrosin, every 24 hours for the duration of the research. In addition to counting, cell growth

was monitored by photographing the culture at regular intervals.

Results: Both cell lines grow best in the recommended medium. The growth rate in the other
media is slower, but the cells grow well in both replacement media. THP-1 cells are more
sensitive to media change, and a significant difference in the number of cells was observed
compared to replacement media, while the difference in CaCO-2 cells is visible only after

longer cultivation.

Conclusion: From the conducted research and the obtained results, we can conclude that the
change of media affects the speed of cell growth, but cells can grow in replacement media for

some time. Using the recommended medium ensures the fastest growth of cells in culture.

Keywords: in vitro, cell culture, media, cell line
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