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1. UvOD

Smrt stanica vazna je za odrzavanje homeostaze u organizmu. Nove stanice neprestano
nastaju stoga je viSak 1 oSteCene stanice potrebno ukloniti. Tri su glavna mehanizma za
uklanjanje stanica: apoptoza, nekroza te opisana u ovome radu, smrt stanice ovisna o autofagiji.
Vedina stanica koristi se apoptozom, ali istrazivanja u kojima je put apoptoze blokiran
pokazala su vaznu ulogu ne-apoptotskih mehanizama za uklanjanje potencijalno opasnih
stanica. U apoptozi, dijelove raspadnute stanice prepoznaju fagociti te ih brzo uklanjaju, dok
su u autofagiji komponente stanice dovedene do lizosoma radi razgradnje. Prvotno zvana

mehanizmom prezivljavanja, autofagija ima specificnu ulogu u posredovanju stani¢ne smrti

(D).

1.1. Autofagija

Naziv autofagije, glavnog stanicnog puta razgradnje proteina i citopazmatskih oganela, dolazi
od grckih rijeci ,,auto” 1 ,,phagy” §to znaci jesti samoga sebe (2). Autofagija upravlja izvorima
energije u kritiénim trenutcima u razvoju kao i u odgovoru na stres uslijed nedostatka hranjivih
tvari (3). Ona u stanju gladovanja osigurava energiju za stanice. Naime, razgradnjom osStecenih 1
nepotrebnih proteina oslobadaju se aminokiseline koje su upotrjebljene za sintezu esencijalnih
proteina (4). Kao i metaboliti, proteini i stani¢ne organele nalaze se u ravnotezi izmedu
kontinuirane sinteze i razgradnje. Dug period ljudi su vjerovali kako degradacija ne igra vaznu
ulogu u homeostazi proteina, ali eksperimenti iz sedamdesetih godina dokazali su suprotno.
Zivotni vijek proteina procijenjen je ubrizgavanjem prociséenih proteina u stanice kada je
ustanovljeno kako svaki protein in vivo ima razliito poluvrijeme zivota (5). Primjerice,
transkripcijski faktori su proteini koji djeluju kao regulatorne molekule te se oni brzo razgraduju.
Brz protok takvih proteina potreban je zbog mogucénosti brze promjene u odgovoru na signale iz
okoline (6). Danas znamo kako se proteini u nasem tijelu potpuno izmjene svakih 1-2 mjeseca (5).

Uloga autofagije je i uklanjanje pogresno savijenih ili agregiranih proteina, unutarstani¢nih

1
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patogena pa i oSte¢enih organela kao Sto su mitohondriji, endoplazmatski retikuli 1 peroksisomi.
Iz navedenih razloga, autofagija se smatra i mehanizmom preZivljavanja (3). Cinjenica da svi
organizmi na Zemlji posjeduju proteazu dokaz je da su stanice ve¢ u ranoj fazi evolucije stekle

odredeni mehanizam unutarstani¢ne razgradnje proteina (5).

Ime lizosomu dao je C. de Duve kada je uocio organelu s optimalnom aktivnoséu pri kiselom
pH te brojnim razgradnim enzimima, ukljucuju¢i nekoliko proteaza (5,6). Nekontrolirana
razgradnja stanicnog sadrzaja onemogucena je zadrzavanjem proteaza i ostalih razgradnih enzima
unutar lizosoma. Naime, stanicni proteini moraju biti uneseni u sam lizosom kako bi bili razgradeni
lizosomalnom proteolizom (6). Upravo pojam autofagija oznaCava niz puteva kojima se
citoplazmatski materijal doprema u lizosom kao bi se razgradio. Proces autofagije uvijek je aktivan
radi odrzavanja homeostaze, ali u vecoj mjeri u stresu. Dolazi u tri oblika: makroautofagija,

mikroautofagija te Saperonima-posredovana autofagija (7).

1.1.1. Oblici autofagije

Makroautofagija je najzastupljeniji oblik autofagije (3,7). Zapocinje stvaranjem izolacijske
membrane, fagofora. Pretpostavlja se da je nastao od lipidnog dvosloja endoplazmatskog retikula,
Golgijeva aparata ili endosoma. Fagofor se §iri kako bi mogao progutati unutarstani¢ni otpad poput
proteinskih agregata i organela koji ¢e onda biti uklopljeni unutar autofagosoma — dvomembranske
vezikule (3). Vezikule ,,prozdiru” citoplazmatske proteine i organele te ih odvode do lizosoma radi
razgradnje. Autofagosomi putuju mikrotubulima kako bi se spojili s lizosomima
(autofagolizosomi). Nakon fuzije autofagosoma i lizosoma, donesene proteine ili organele tj.
stani¢ni otpad degradiraju lizosomski enzimi (Slika 1.). Poznavanju molekularnih mehanizama
makroautofagije najviSe su doprinijela istrazivanja u genetici kvasca. Probiranjem mutanata
kvasca pronadeno je vise od 3 ATG (engl. Autophagy related gene), a nakon toga i mnogi ortolozi

ATG geni identificirani su u visih eukariota (7).
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fagofor lizosom razgradni
enzimi

organele proteini

autofagosom

autolizosom

Slika 1. Prikaz makroautofagije — stvaranje autolizosoma. Izvor: izradila autorica rada.

Za razliku od makroautofagije, u mikroautofagiji stanicni otpad iz citoplazme direktno se
unosi u lizosom uvrtanjem membrane lizosoma. Kada se materijal namijenjen degradaciji nalazi u
lizosomu, razgraduju ga lizosomske proteaze (8,9). lako je proslo vise od 50 godina otkako je
proces opisan, malo se zna o0 samom molekularnom mehanizmu i o regulaciji u sisavaca. Razlog
je mala veli¢ina lizosoma u stanicama kao i nedostatak testova za mjerenje razine mikroautofagije.
Pracenje je znatno olakSano u stanici kvasca jer ona posjeduje jedan veliki ,lizosom” nazvan
vakuolom. Koji ¢e proteini biti ,,pogodeni” mikroautofagijom ovisi o stanicnom stanju, npr.
eliminacija peroksisoma dogodit ¢e se kada kvasac kao izvor energije umjesto glukoze koristi

metanol (8).

Autofagija posredovana Saperonima (engl. CMA — chaperon mediated autophagy)
selektivni je oblik autofagije specijaliziran za razgradnju proteina, a temelji se na translokaciji
proteina kroz membranu lizosoma gdje ¢e biti razgraden. Kada je otkriven, ovaj tip autofagije bio
je jedinstven, selektivni oblik autofagije, no kasnije su opisani i selektivni oblici makroautofagije
1 mikroautofagije. Preduvjet za odvijanje procesa je vezanje Saperona HSC70 (protein toplinskog
Soka, engl. heat shock cognate 70) s proteinom za razgradnju — HSC70 usmjerava protein prema
membrani lizosoma. Za prepoznavanje, protein mora imati slijed aminokiselina specifi¢nog naboja
i hidrofobnosti - ,,KFERQ” motiv. Nastali kompleks Saperon-protein prepoznaje se preko
receptora membrane lizosoma — lizosom-povezani membranski proteini 2 (engl. LAMP2 —
lysosome-associated membrane protein 2). Supstrati se mogu vezati na LAMP2 u savijenom
obliku, ali je odmatanje neophodno za translokaciju u lumen lizosoma, $to je zadatak HSC70 1
drugih Saperona. HSC70 koji su unutar lizosoma potiu translokaciju supstrata sprjecavajuci

njegov povratak u citosol (10).
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1.1.2. Autofagija kao tumor promotor i tumor supresor

Stanice raka su tijekom karcinogeneze izlozene mnogobrojnim stani¢nim stresorima. Kako
bi se obranile imaju moguénost aktivacije razli¢itih mehanizama za prilagodbu i rast (11). Vec¢ je
spomenuto kako autofagija u stanju gladovanja, stresa i hipoksije recikliranjem stani¢nog
materijala omogucuje prezivljenje, ali njezina uloga u tumorigenezi je dvojaka. Moze djelovati
kao tumor supresor, ali moze i poticati nastanak tumora (11-15). U ranijim stadijima karcinogeneze
suprimira nastanak tumora degradirajuc¢i potencijalne onkogene dok u kasnijim stadijima potice

opstanak stanica prilagodbom na stres (11).

Supresivnu ulogu podupiru istrazivanja koja su pokazala povecani razvoj spontanih,
benignih tumora pluc¢a i jetre te limfoma u miSeva kojima su ,,uklonjeni” geni za autofagiju (BECN
1 —engl. Beclin 1, Atg 7 — engl. Autophagy related gene 7 i Atg 5 — engl. Autophagy related gene
5). Sva tri gena vazna su za sintezu autofagolizosoma (11,14,15). Delecija gena BECN 1 koji
kodira Beclin 1, protein kljucan za stvaranje fagofora, uocen je i u tumorima dojke, prostate 1
jajnika. Delecija rezultira smanjenjem razine autofagije te viSom razinom stanic¢ne proliferacije.
MiSevi s delecijom gena Atg 7 1 Atg5 razvili su karcinom jetre zbog smanjene razine autofagije u
hepatocitima uslijed oSteCenja mitohondrija 1 oksidativnog stresa. OSteenja mitohondrija
rezultiraju pretjeranim stvaranjem ROS-a (engl. reactive oxygen substance), promovirajuci
karcinogenezu (15). Opcenito, autofagija ¢uva integritet genoma uklanjajuci oStecene organele
koji bi stvaranjem ROS-a mogli uzrokovati nestabilnost genoma mijenjajuci gensku ekpresiju (12).
Jo§ jedan nacin suprimiranja tumorigeneze je uklanjanje agregata p62, bjelancevine koja
isporucuje ubikvitirani otpad za stani¢nu razgradnju. Nakupljanje p62 uzrokuje oStecenje same
DNK, proteina i mitohondrija. Kod oboljelih od glioblastoma primijecena je pretjerana ekspresija

p62 koja je proporcionalna s loSom prognozom bolesti (12,16).

Iako mehanizmi nisu razjasnjeni, smatra se kako autofagija moze pomo¢i prezivljavanju
tumorskih stanica tijekom terapije protiv raka. Na primjeru tumora pluca otkriveno je kako
recikliranjem stani¢nih organela i organskih molekula (aminokiselina, masnih kiselina i glukoze)

opskrbljuje onkogene. U tumorima povezanima s onkogenom KRAS (engl. Kirsten rat sarcoma
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viral oncogene) selektivna razgradnja neispravnih mitohondrija (mitofagija) omoguéuje
odrzavanje metabolizma mitohondrija u stanicama raka i tako potpomaze njihov rast (13,14). Zbog
prevelike i nekontrolirane proliferacije tijekom karcinogeneze, tkivo postaje hipoksi¢no jer stanica
ima vecu potrebu za kisikom i hranjivim tvarima (12,13). Normalna je pojava u tumorima, a potice
aktiviranje hipoksija-inducibilnog faktora 1-a (engl. HIF-/a - hypoxia-inducible factor 1a) Koji
promovira autofagiju regulacijom transkripcije gena autofagije kao $to su BECNI, Atg 5 i sl.
Stvaranjem proteina Beclin-1 oznacen je pocetak autofagije. Osim toga, HIF-lo inducira
angiogenezu kako bi osigurao dostupnost kisika i hranjivih tvari za tumorske stanice. Razina

hipoksije i faktora angiogeneze u korelaciji su sa stupnjem tumora i lo§ijom prognozom (12).

1.2. Stani¢na kultura

Pojam kulture stanica odnosi se na laboratorijske metode kojima se prokariotskim i
eukariotskim stanicama omogucuje rast izvan organizma (17). Danas ima Siroku primjenu u
istrazivanjima i biotehnologiji: razvoj i odabir novih lijekova, istrazivanje karcinoma, genska
terapija, izvantjelesna oplodnja, proizvodnja monoklonskih protutijela i cjepiva. Pojam stanicne
kulture podrazumijeva izdvajanje stanica, tkiva ili organa iz organizma (Zivotinje/¢ovjeka) i njihov
uzgoj u kontroliranim, optimalnim uvjetima u laboratoriju (18). Neprecizno definirani mediji
usporavali su razvoj kulture stanica. Prve kulture rasle su u ugrusku plazme, a napredak je ostvaren
sredinom 20. stoljeca kada je omogucen rast izoliranih stanica prihvacenih za stjenku posudice.
Sljedeci problem nedefiniranih medija rijesio je Harry Eagle odredivsi specificne aminokiselina te
koli¢ine vitamina i $ecera koje su potrebne stanicama za rast (6). Uzgoj stanica in vitro, van zivog
organizma, danas je mogu¢ upravo zbog uporabe tih definiranih medija koji sadrze sve hranjive

tvari potrebne stanici za rast kao i odrzavanje odredenih fizikalno-kemijskih uvjeta (18).

1.2.1. Prednost 3D nad 2D stani¢énom kulturom

Trodimenzionalna kultura stanica od 2000. godine zabiljezava sve vecu uporabu u

istrazivanju raka, mati¢nih stanica i lijekova (19). I danas najve¢i dio istraZivanja ¢ini onaj na 2D

5
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kulturi stanica koja raste u monosloju, ali njezina ogranicenja sve su vise prepoznata (20). Najveca
kritika istrazivanjima temeljenim na 2D Kkulturi je njihova pretpostavka kako se fiziologija
zivotinja moze reproducirati pomocu stanica koje rastu u jednome sloju na polistirenu ili staklu
(21). Uzgoj stanica u trodimenzionalni oblik dovodi do formiranja in vitro modela koji ima visok
potencijal oponaSanja slozene interakcije i organizacije stanica kakav je u in vivo uvjetima.

Istrazivanjima je pokazano kako zaista postoji razlika u morfologiji i fiziologiji izmedu stanica u

2D i 3D kulturi (20).

Rastom u monosloju na ravnoj podlozi sve stanice dobivaju jednaku koli¢inu hranjivih tvari
i faktora rasta iz medija $to nije slucaj u in vivo uvjetima. Osim toga, kako se medij mijenja tijekom
uzgoja stanica, sa starijim medijem uklonjene su i nekroti¢ne stanice pa monosloj ¢ine same
proliferacijske stanice. Kod 3D kulture, interakcije izmedu stanica i1 ekstracelularnog matriksa
bolje oponasaju prirodno stanje u organizmu. Iz tog razloga morfologija stanica sli¢i onoj u tijelu.
Naime, rastuéi na ravnoj podlozi stanice su ravnije i razvucene vise nego u in vivo uvjetima. Za
razliku od 2D, 3D kulturu ¢ine stanice u razli¢itim stadijima. Vanjski dio sferoida, najizlozeniji
mediju, ¢ine najveéim dijelom proliferacijske stanice. Stanice u unutrasnjosti sferoida manje su
izloZene tvarima iz medija i kisiku pa su uglavnom hipoksi¢ne (Slika 2). Takav model vise sli¢i

onome u tkivu, posebno kada je rije¢ o tumorima (20).

ugljikov dioksid, :
otpadni produkti

proliferacijska zona

kisik, hranjive tvari.
faktori rasta

nekroti¢na zona

Slika 2. Raspodjela nutritivnih tvari iz medija i produkata metabolizma u sferoidu. lzvor: izradila

autorica rada.
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1.2.2. Nacini uspostave 3D stani¢ne kulture

Za trodimenzionalni uzgoj mogu se koristiti odredeni sustavi podrske, ali 1 ne moraju ako

stanice pokazuju sklonost agregaciji i stvaranju sferoida.

Sustavi podrske (hidrogel, vlakna hidrofilnog stakla, organoidi) pokazuju niz prednosti.
Nacinjeni su od bioloskih ili umjetnih poroznih materijala koji sluze kao potpora tijekom
formiranja sferoida (22). Posebnost hidrogela kao sustava podrSke je njegovo oponasanje
ekstracelularnog matriksa i mogucnost topivih faktora poput citokina i faktora rasta da putuju
njime. Vlakna hidrofilnog stakla, iako zahtijevaju jo$ istrazivanja, pokazuju veliki potencijal za
pracenje invazije i migracije stanica u tumorima. Posljednji spomenuti, organoidi, omogucuju
modeliranje bolesti koristenjem pluripotentnih stanica covjeka. Organoidi se mogu grupirati u
sferoide stvaranjem vlakana ekstracelularnog matriksa koji omogucuje spajanje stanica preko

integrina (19).

Metode koje se ne koriste sustavima podrske su: uzgajanje sferoida kao visecih kapi,
magnetska levitacija te metoda koriStena u ovome istrazivanju, uzgoj sferoida pomocu slabo
prianjajucih povrsina, tj. u jaZicama s tzv. V ili U dnom (19,22). Magnetska levitacija jedna je od
novijih metoda. S obzirom da stanice inace ne pokazuju svojstva magneta, potrebno ih je ,,hraniti”
magnetskim nanocesticama. KoriStenjem magnetne sile stanice levitiraju izmedu medija i zraka
odakle i sam naziv magnetska levitacija. Nije potreban poseban medij jer ga stanice same
proizvode. Za metodu viseée kapljice koriste se Petrijeve posudice u kojima je potaknuta
interakcija medu stanicama omogucena formiranjem kapljica na poklopcu posudice (22). I metoda
visece kapljice i uzgoj sferoida u slabo prianjajucoj jaZici poti€u samoagregaciju stanica u jedan
sferoid po jazici. IstraZzivanjem je pokazano da su te dvije metode usporedive u pogledu veli¢ine,

duljine zivota 1 funkcionalnih karakteristika tkiva (23).

Zajednicki cilj istrazivanja na 3D stanicnim kulturama je spojiti kvalitete koriStenja
zivotinjskih modela 1 uzgoja stanica u monosloju. Za razliku od istraZivanja na Zivotinjskim
modelima koja su skupa, istraZivanja na stanicnim kulturama pruZzila su jednostavniji, brzi i
isplativiji nacin otkrivanja lijekova (20,24). 3D kultura ima sve vec¢u ulogu u probiru lijekova, ali

mnoge trenutno koristene tehnike su skupe, dugotrajne i bez moguénosti reproduciranja zbog cega
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se izdaju veliki napori za razvijanje standardnih i brzih protokola za njihovo kori$tenje u testiranju
lijekova (20).



2. HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Primjecuju se promjene u zastupljenosti autofagije u stanicama neurosfera u ovisnosti o

vremenskom periodu kultivacije sfera.



3. CILJISTRAZIVANJA

3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj rada je odrediti zastupljenost autofagije u formiranim neurosferama, te utvrditi utjece

li vremenski period uzgoja sferoida na pojavnost autofagije.

10



4. MATERIJALI I METODE

4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Rad je koncipiran kao in vitro studija (kontrolirani pokus). Pokus je proveden u
Laboratoriju za kulturu tkiva i funkcionalnu genomiku pri Zavodu za medicinsku kemiju,

biokemiju i klini¢ku kemiju na Medicinskom fakultetu Sveucilista J.J. Strossmayera u Osijeku.

4.2. Materijali

4.2.1. Kemikalije

Za provedbu pokusa korisStene su sljede¢e kemikalije:

= DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose) medij s 4500 mg/L
glukoze, L-glutaminom i natrijevim dikarbonatom, bez natrijevog piruvata, s
dodatkom 10% FBS-a, Sigma-Aldrich (Velika Britanija)

=  Tripsin / EDTA, tripsin 0.25 %, 1mM EDTA-Na, u HBSS s phenol red, bez Ca?*
i Mg?*, Panbiotech (Aidenbach, Njemacka)

= PBS pufer — izotoni¢na otopina; fosfatom puferirana otopina soli

= Eritrozin B, Merck (Njemacka)

= Acridine orange solution, Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)

4.2.2. Stanic¢na linija

Za procjenu zastupljenosti autofagije ovisno o vremenskom periodu uzgoja stanica
koriStene su adherentne stanice glioblastoma D54 (RRID:CVCL_7185).
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4.3. Metode

4.3.1. Kultivacija i odrZavanje stanica u in vitro uvjetima

Stani¢na linija D54 nasadena je u boce za uzgoj te kultivirana u inkubatoru (IGO 150
CELLIifeTM, JOUAN, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) na temperaturi od 37 °C i
razinom CO, od 5%.

Za odrzavanje i daljnju upotrebu stanica potrebno ih je presadivati. Pri presadivanju stanica
prvo ih je potrebno pregledati pod mikroskopom. Nakon toga uklanja se stari medij, a stanice se
tretiraju tripsinom kako bi se odvojile od povrsine. Prije dodatka tripsina, bocicu je potrebno isprati
sa PBS-om, puferom izotoni¢nim sa stanicama jer ¢e u protivnom ostaci medija inaktivirati tripsin.
Tripsinom se prede po povrsini stanica, nakon ¢ega se visak ukloni, a stanice u bocici stavljaju se
u inkubator 6-8 minuta. Nakon isteka vremena, pod mikroskopom se provjeri jesu li stanice
odlijepljene. Dio stanica za pokus stavljaju se u Falcon epruvete od 15 ml, a u ostatak u bocici

dodaje se svjezi DMEM medij kako bi se uzgoj nastavio.

4.3.2. Odredivanje broja Zivih stanica

Tijekom uzgoja, rukovanja ili presadivanja stanice mogu umrijeti. Kako je odredeni broj
stanica potreban za provodenje istrazivanja, vazno je razlikovati zive stanice od mrtvih. Za
odredivanje vijabilnosti stanica kori$tena je boja eritrozin B — selektivno boja mrtve stanice. Zive
stanice s oéuvanom membranom ostaju neobojene, one aktivno izbacuju boju. Zive stanice se prije
nasadivanje broje u Biirker-Tiirkovoj komorici u 4 kvadranta uz postivanje pravila L — broje se
sve stanice unutar kvadranta i one koje se nalaze na 2 susjedna ruba (Slika 3.). Stanice su izbrojane

pod invertnim mikroskopom (Zeiss Axiovert 25, Njemacka).
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X ® - stanice koje se broje

@ - stanice koje se ne broje

T 238

Slika 3. Prikaz jednog kvadranta u Burker-Turkovoj komorici — pravilo slova L. Izvor: izradila

autorica rada.

Broj Zivih stanica u 1 ml odreduje se prema formuli:
Broj vijabilnih stanica = 7 x 3x 10* stanica/ml

N oznacava izbrojane stanice, 4 kvadrante u kojima su brojane, a 3 faktor razrjedenja.

4.3.3. Analiza autofagije u neurosferama

Na mikrotitarsku plo€icu sa 96 jazica nasadene su D54 stanice u koncentraciji od
1x10* stanica/ml u volumenu od 200 pL. Mikrotitarska plo¢ica sa stanicama centrifugirana je
(Eppendorf Centrifuge 5804R) na 1100 rpm 10 minuta. Stani¢ni sferoidi uzgajani su kroz 5, 10 1
15 dana. Po zavrSetku vremena inkubacije formirane sfere su pokupljene u falkonicu,
centrifugirana 6 min. na 1100rpm. Ostatak medija je uklonjen sa stani¢nih sferoida, te su sferoidi
isprani PBS-om. Sferoidi su inkubirani 30 min sa 0,05% tripsinom kako bi se razdvojili na

pojedinacne stanice. Po isteku vremena inkubacije sa stanica je uklonjen tripsin i stanice su isprane
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sa PBS-om. Za detekciju autofagije stanice su obojane acridin orange bojom u koncentraciji od 1
pug/ml kroz 30 minuta na 37°C u mraku. Po isteku vremena inkubacije stanice su ponovno
centrifugirane 6 minuta na 1100 rpm, boja je odbacena te su stanice prenesene u posudice za
proto¢nu citometriju s 300 pul PBS-a. Uzorci su analizirani u duplikatu na BD FACScanto I

proto¢nom citometru. Rezultati su obradeni programom FlowlJo.

4.3.4. Statisticka obrada podataka

Za obradu i analizu podataka sa proto¢nog citometra koristio se FlowJo program.
Statisticka analiza podataka obavljena je pomocu statistickog programa XLSTAT 2021.2.2 za
Windows 10 operativni sustav (25). Analiza varijance izmedu neurosfera uzgojenih u razli¢itom
vremenu odredena je ANOVA testom s Dunnetovim testom gdje je razina statisticke znacajnosti

definirana kao p < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Analiza zastupljenosti autofagije u formiranim neurosferama proto¢nom citometrijom

Acridin orange je fluorescentna boja koja ulaskom u kisele vakuole, tj. autolizosome
fluorescira crveno. Izmjerena fluorescencija proporcionalna je zastupljenosti autofagije u D54
stanicama glioblastoma uzgojenih u sferoidima. Rezultati su obradeni programom FlowJo te su
prikazani histogramom (Slika 4). Osim toga, prikazani su graficki raunom srednje vrijednosti i

standardne devijacije za sferoide uzgajane 5, 10 i 15 dana (Slika 5).

Procjena zastupljenosti autofagije odredena je u neurosferama formiranim od D54 stanica, koje su
kultivirane u jazicama sa slabo prianjaju¢i dnom u razli¢itim vremenskim periodima. Dobiveni
rezultati ukazuju na promjenu fluorescencije u ovisnosti o vremenu kultivacije. Na histogramskom
prikazu vidljiv je pomak fluorescencije u lijevo s produZzenim vremenom uzgoja, $to nam ukazuje
na smanjenje autofagije (Slika 4). Statistickom analizom utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika (p
< 0,05) u prisutnosti autofagije u ovisnosti o vremenskom uzgoju (Slika 5). Dobiveni rezultati
upucuju na smanjenje zastupljenosti autofagije s porastom sferoida zbog duzeg perioda uzgoja.
Razlika u intenzitetu fluorescencije izmedu neurosfera uzgojenih kroz 5 i 10 dana je 226, dok je

manja razlika vidljiva izmedu 10 i 15 dana od 70.
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SF 15
SF 10
B SFS

Intenzitet fluorescencije

Slika 4. Histogramski prikaz fluorescencije D54 stanica obojanih acridin orange bojom. Slika
prikazuje pomak u promjeni intenziteta fluorescencije izmedu D54 neurosfera uzgajanih kroz 5

dana (crveni histogram), 10 dana (plavi histogram) i 15 dana (narancasti histogram).
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Slika 5. Graficki prikaz zastupljenosti autofagije u D54 neurosferama. Stupci su prikazani kao
srednja vrijednost intenziteta fluorescencije sferoida starih 5, 10 i 15 dana analiziranih u duplikatu
sa standardnim devijacijama. Na grafu SF5 oznacuje nurosfere uzgajane kroz 5 dana, SF10
neurosfere uzgajane kroz 10 dana i SF15 neurosfere uzgajane kroz 15 dana. Statisti¢ki znacajna

razlika (p < 0,05) odredena je ANOVA statistickim testom s Bonferroni korekcijama i oznacena

().
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6. RASPRAVA

U posljednja dva desetljeca biljezi se sve veca upotreba 3D stani¢nih kultura u
istrazivanjima raka i lijekova (19). Svojim mogucnostima kao §to su ocuvanje prirodnog oblika
stanica, nejednaka raspodjela hranjivih tvari iz medija, postojanje stanica u razli¢itim stadijima te
otpornost na lijekove, sferoidna stani¢na kultura ¢ini in vitro model s visokim potencijalom

oponasanja slozene interakcije stanica sli¢an onome in vivo (19, 20).

Cimbenici poput mikrookoline, izvanstaniénog matriksa i stresa utje¢u na metastaziranje
raka. Nedostatak hranjivih tvari i kisika ima vaznu ulogu u angiogenezi i razini agresije tumora
(26). 1z tog razloga, 3D uzgoj stanica pogodniji je za proucavanje tumora od uzgoja stanica u
monosloju. Razlika rezultata ispitivanja i prednost 3D stani¢ne kulture vidljiva je i na
istrazivanjima protutumorskih lijekova. Primjerice, neki lijekovi koji su na 2D stani¢noj kulturi
pokazali ucinkovitost, u stvarnih bolesnika imaju slabo ili nikakvo djelovanje. Ta pojava
objasnjava se manjkom slozene trodimenzionalne okoline i interakcije medu stanicama koje su
prisutne u ljudskom organizmu. S druge strane, stanice raka jetre u 3D kulturi pokazuju identicnu
razinu rezistencije na lijekove kao i solidni tumori in vivo. Iz sli¢nih istrazivanja moze se zakljuciti
kako osjetljivost stanica raka na lijekove znatno ovisi o mikrookruzenju stanica te je zato

nepouzdana procjena ucinkovitosti na stanicama koje rastu u monosloju (27).

Zbog velike i nekontrolirane proliferacije tijekom karcinogeneze tkivo postaje hipoksi¢no
jer raste potreba za kisikom i hranjivim tvarima (13, 14). Kako su hipoksija i nekroza normalna
pojava u tumoru, pojavljuju se i tijekom in vitro uzgoja sferoida. Dostupnost hranjivih tvari i kisika
uvjetuju postojanje triju zona u sferoidu. Od nekroti¢ne zone prema proliferirajucoj dostupnost
hranjivih tvari 1 kisika se povecava. Stanice koje nemaju dovoljno kisika i nutrijenata zbog
gladovanja umiru. Zona izmedu stanica u nekrozi i proliferirajuce, ,,mirna” zona, ima mogucnost
otpustanja faktora rasta uslijed nedostatka hrane i kisika §to dovodi do angiogeneze kako bi se
osigurala dostupnost kisika i nutrijenata za tumorske stanice (12, 28). Hipoksi¢ne stanice poticu
aktiviranje hipoksija-inducibilnog faktora 1-a (engl. HIF-/a - hypoxia-inducible factor 1a) Koji
potice autofagiju regulacijom transkripcije gena autofagije (12). Da hipoksija, tj. nedovoljna

oksigenacija omogucuje Sirenje tumora na zdravo tkivo dokazano je i u samih pacijenata koji
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boluju od glioblastoma. Sirenje tumora oteZava lijedenje koje se sastoji od operacije i kemoterapije

te je glavni uzrok smrti u oboljelih (29).

Daljnji razvoj studija u 3D kulturama posebno moze unaprijediti proucavanje procesa
autofagije. Sukladno boljoj sposobnosti oponasanja mikrookoline tumora, sve je vise dokaza
boljeg prikazivanje autofagije 3D stani¢nim modelima nego 2D. Neke od glavnih znacajki 3D
kultura, difuzija hranjivih tvari i kisika, regulatori su autofagije. Osim toga, utvrdene su i razlike
u signalnim putevima izmedu 2D i 3D uzgoja stanica (30). Grimes et al. proucavali su u sferoidima
raspodjelu kisika, regulatora autofagije. Rezultati su pokazali povecanje hipoksicne 1 nekroticne
zone povecanjem promjera sferoida. Dister et al. su nakon uzgoja sferoida razli¢itih promjera
metodom visece kapi zakljucili kako se nekroti¢ne regije pojavljuju u sferoidima promjera veceg
od 500 pm, tj. rast zone nekroze proporcionalan je rastu samog sferoida. Hu i Li, proucavajuci
drugi regulator autofagije, koncentraciju nutritivnih tvari, zakljuc¢ili su kako dostupnost nutrijenata

unutar sferoida opada njegovim rastom (28).

Shodno navedenim istraZivanjima, u ovome pokusu na neurosferama dobivenih iz
glioblastoma, rastom sferoida rasla je i zona nekroze, tj. zona mrtvih stanica $to je rezultiralo
smanjenjem razine autofagije. Usporedivanjem srednjih vrijednosti fluorescencije stanica, tj.
stanica u autofagiji, dokazana je statisticki znaCajna razlika medu svim populacijama stanica.
Najveca razlika zamije¢ena je izmedu neurosfera uzgajanih kroz 5 i 10 dana, gdje je doslo 1 do
veceg rasta sfera odnosno do vidljivijeg smanjena autofagije. Dok je usporen rast sfere kroz

narednih 5 dana odraZen kroz neSto manju razliku izmedu uzgoja kroz 101 15 dana.

Proucavanje autofagije postaje sve vaznije u istraZivanju mogucnosti lijeenja raka.
Njezina uloga u karcinomu je dvojaka — smatra se kako sprjecava nastanak, ali jednom kada do
njega dode ona stanicama raka omogucuje rast i prezivljenje (31). Glioblastom, kao tumor s
procjenom zivota 15 mjeseci nakon dijagnoze unato¢ brojnim nacinima lijeCenja, najcesci je i
najagresivniji tumor mozga. Rezistentnost terapiji pokazuje zbog mutiranog genoma koji rezultira
vecoj proliferaciji stanica, angiogenezi i izbjegavanju apoptoze. Zbog defektne apoptoze,
potaknuta autofagija mogla bi biti potencijalan nacin uklanjanja tumorskih stanica. Kao $to je
spomenuto, autofagija moze i poticati i suprimirati tumor stoga je put autofagije kao nacin lijeCenja
tumora potrebno modulirati da djeluje kao ,,ubojica” stanica (12). Istrazivanja pokazuju kako

promotori autofagije u pocetnim, premalignim lezijama sprjecavaju pojavu tumora dok u kasnijim
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stadijima tumora 1 promotori 1 supresori autofagije pokazuju potencijal za lijecenje. UnatoC tome,

naglasak u lijeCenju je na sprjeavanju autofagije (31).

Zakljucno, kontrolirani pokus odredivanja zastupljenosti autofagije u sferoidima ponovljiv
je. Postoje veliki izgledi za spajanje kvaliteta 2D stanicnih kultura 1 koriStenja Zivotinjskih modela
pomocu uzgoja stanica u sferoidima te su potrebna bududa istrazivanja za pronalazak

jednostavnijeg i brzeg nacina uspostave 3D stani¢nih kultura u svrhu istrazivanja raka te lijekova.
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7. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog istrazivanja zastupljenosti autofagije na sferoidima uzgajanim razliciti broj

dana moze se zakljuciti:

= Dokazana je statisticki znaCajna razlika srednjih vrijednosti intenziteta fluorescencije tj.
autofagije u sferoidima formiranim tijekom 5, 10 te 15 dana.
» Razina autofagije smanjuje se od sferoida starih 5 dana prema sferoidima starim 15 dana

= Proces autofagije potencijalna je meta u terapiji raka.
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Cilj istrazivanja: Odrediti zastupljenost autofagije u neurosferama dobivenih iz glioblastoma te

utvrditi ima li ulogu vremenski period uzgoja neurosfera na pojavnost autofagije.
Nacrt studije: Rad je koncipiran kao in vitro studija (kontrolirani pokus).

Materijal i metode: Stani¢na linija D54 nakon uzgoja i kultivacije u inkubatoru nasadena je na
mikrotitarsku plocicu sa tzv. V dnom kako bi se omoguéilo formiranje sfera. Sferoidi su tako
uzgajani kroz 5, 10 i 15 dana. Po isteku vremena stanice su tretirane tripsinom kako bi se razdvojile
na pojedinacne stanice koje ¢e se detektirati protocnim citometrom. Za detekciju autofagije
obojane su acridin orange fluorescentnom bojom. Izmjerena fluorescencija proporcionalna je
razini autofagije u stanicama. Uzorci su analizirani u duplikatu na BD FACScanto II proto¢nom

citometru te su rezultati obradeni programom FlowlJo.

Rezultati: Duljim uzgojem sferoida razina autofagije opada. Dokazana je statisticki znacajna

razlika medusobnim usporedivanjem sferoida formiranih tijekom 5, 10 i 15 dana.

Zakljucak: Regulatori autofagije su raspodjela hranjivih tvari i kisika koja u 3D stani¢noj kulturi
vi$e sli¢i onoj u ljudskom organizmu nego Sto je slucaj u 2D stani¢noj kulturi. Razina autofagije
smanjuje se od sferoida starih 5 dana prema sferoidima starim 15 dana jer rastom sferoida raste i

zona mrtvih stanica.

Kljuéne rije¢i: 3D stani¢na kultura; autofagija; glioblastom; proto¢na citometrija; sferoidi; zona

nekroze
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Autophagy abundance in neurospheres derived from glioblastoma cells

Objectives: The aim of this study is to determine the rate of autophagy in neurospheres derived
from glioblastoma cells and to establish whether the time period of cultivation of spheres affects

the occurrence of autophagy.
Study design: The study is designed as a controlled experiment.

Materials and Methods: After cultivation, the D54 cells were seeded on a V bottom mictotiter
plates to allow the formation of spheres. Spheroid were grown for 5, 10 and 15 days. The cells
were treated with trypsin to separate the cells which are later detected by a flow cytometer. For
autophagy detection, cells were stained with a fluorescent dye, acridine orange. The measured
fluorescence is proportional to the level of autophagy. Samples were analyzed in duplicate on a

BD FACScanto Il flow cytometer and the results were processed by the FlowJo program.

Results: With prolonged spheroid cultivation, the level of autophagy decreases. A statistically
significant difference was proven by comparing spheroids formed during 5, 10 and 15 days.

Conclusion: Distribution of nutrients and oxygen regulate autophagy and are more similar to the
one in the human body in 3D cell culture than in the 2D cell culture. The level of autophagy
decreases from 5-day-old spheroids to 15-day-old spheroids because as spheroids grow, so does

the zone of dead cells.

Key words: 3D cell culture; autophagy; glioblastoma; flow cytometry; spheroids; zone of necrosis
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