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POPIS KRATICA

Apaf-1  aktivirajuéi faktor-1 apoptozne proteaze

Bax Bcl-2-pridruzeni x protein (eng. Bcl-2-associated X protein)

Bcl-2 B-stani¢ni limfom 2 protein (eng. B-cell lymphoma 2)

Bel-xL  B-stani¢ni limfom-ekstra velik (eng. B-cell lymphoma-extra large)

DISC signalni kompleks koji inducira smrt (eng. death inducing signaling complex)
DMEM  Dulbecco modificirani Eagleov medij

DMSO  dimetil sulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

ECM izvanstani¢ni matriks (eng. extracellular matrix)

Fas-L Fas ligand

FITC fluorescin izocijanat

HIF-1a hipoksijom inducirani faktor 1 alfa (eng. hypoxia-induced factor 1 alpha)

HIF-2a hipoksijom inducirani faktor 2 alfa (eng. hypoxia-induced factor 2 alpha)

PBS fosfatni pufer (eng. phosphate-buffered saline)
Pl propidij jodid
TNF faktor tumorske nekroze (eng. tumor necrosis factor)

TRAIL-R receptor za ligand koji inducira apoptozu povezan s TNF (eng. TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor)

VEGF vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vacular endothelial growth factor)
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1. UvOD

1.1. Glioblastom

Gliomi se odnose na intra-aksijalne tumore koji potjecu iz glija stanica sredis$njeg zivéanog
sustava. Ovisno o razini malignosti novotvorevina i histopatoloskoj procjeni, gliomi su
klasificirani u Getiri stupnja. Cetvrti (IV.) stupanj glioma povezan je sa brzim napredovanjem
bolesti i ¢estom loSom prognozom. Najozbiljniji podtip glioma IV. stupnja, glioblastom,
najces¢i je 1 najagresivniji tumor sa slabim prezivljenjem. Unato¢ agresivnim pristupima
lijeCenja, prosjecan period prezivljavanja nakon lije¢enja iznosi jednu godinu. Visoka otpornost
na apoptozu uzrokuje probleme u lijeCenju glioblastoma. Takoder, zastitna uloga krvno-
mozdane barijere smanjuje koli¢inu dostupnih terapijskih opcija. Nadalje, antitumorski lijekovi
i radioterapija utjeu na regulaciju apoptoze u stanicama glioblastoma, aktiviraju¢i mehanizme
prezivljavanja koji lije¢enje ¢ine neucinkovitim (1, 2). Karakteristike mikrookoli$a jasno utjecu
na ponasanje maticnih stanica glioblastoma. Mati¢ne stanice u hipoksi¢noj srzi odgovorne su
za infiltraciju zdravog tkiva, izbjegavanje apoptoze i progresiju tumora. Hipoksija je jedna od
najmo¢nijih pokretackih snaga angiogeneze tumora. Naime, dokazano je da hipoksicni uvjeti
olakSavaju samoobnavljanje mati¢nih stanica glioblastoma. Hipoksijom inducirani faktor-1a
(HIF-1a) i hipoksijom inducirani faktor 2 alfa (HIF-2a), kao i karboanhidraza IX, podrzavaju
maligni potencijal 1 povezani su s loSom prognozom pacijenata. Takoder, niska razina kisika
vodi ka proizvodnji ¢cimbenika poput VEGF-a (vaskularni endotelni faktor rasta) koji polarizira
imunoloske stanice u imunosupresivni fenotip, $to uzrokuje otpornost tumora na imunoterapiju.
Identifikacija mehanizama prezivljavanja tumorskih stanica te mehanizama koji uzrokuju
smanjenu apoptoti¢nu aktivnost, koriste¢i 3D (trodimenzionalne) stani¢ne linije, u buduc¢nosti

bi mogla rezultirati pronalaskom adekvatnije terapije (3).

1.2. Stani¢na smrt

Stani¢na smrt kljucan je proces u odrzavanju tkivne homeostaze i integriteta. Kako bi
viSestani¢ni organizmi ocuvali ravnotezu izmedu stvaranja i gubitka stanica, uz stvaranje novih
stanica i proliferaciju, neophodno je uklanjanje neZeljenih stanica koje se odvija putem stani¢ne
smrti. Eliminacija stanica prisutna je u embrionalnom razvoju, atrofiji tkiva, metamorfozi,

sazrijevanju imunoloS§kog sustava, ali i u mehanizmima nastanka odredenih bolesti (4). Poznata
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tri tipa stanicne smrti su: nekroza, autofagija i programirana stani¢na smrt ili apoptoza.
IzvrSenje svih tipova odvija se signalnim putevima koji nastaju kao odgovor na razne podrazaje
(5). Kerr i suradnici godine 1972. predlazu pojam apoptoze, danas najistrazeniji mehanizam

stani¢ne smrti koji se morfoloskim karakteristikama razlikuje od nekroze stanica i autofagije

(4).

1.3.  Apoptoza

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt strogo je regulirana vrsta stani¢ne smrti u kojoj se
uz pomo¢ proteina kaspaza odvija tzv. samoubojstvo stanice kako bi se uklonile Stetne ili
nepotrebne stanice. Takoder se javlja kao obrambeni mehanizam u slucaju da su stanice bile
izloZene Stetnim agensima (6). Pretjerana ili pak nedostatna apoptoza ¢imbenik je mnogih
patoloskih stanja, ukljucujuéi razne tipove tumora (7). Klju¢nu ulogu u izvrSenju apoptoze
imaju kaspaze, obitelj cisteinskih proteaza koje imaju sposobnost selektivnog cijepanja proteina
na C-terminalnom dijelu aspartata. Kaspaze su sintetizirane kao inaktivni zimogeni, odnosno
prokaspaze koje se aktiviraju odredenim stimulansima. Nakon $to ih odredeni apoptotski signal
aktivira, prokaspaze se podijele u manje i vec¢e podjedinice formirajuéi heterodimere te dva
takva dimera zatim stvaraju aktivni tetramer (5, 6). Postoje dva signalna puta aktivacije
programirane stani¢ne smrti: unutarstanicni i izvanstani¢ni (4). Unutarstani¢ni put apoptoze,
takoder zvan mitohondrijski put, aktivira se kao odgovor na oSteCenje DNA molekule ili
oksidativni stres. Naime, mitohondrijska membrana i citoplazma u fizioloskim uvjetima luce
anti-apoptotske proteine Bcl-2 (B stani¢ni limfom 2 protein) i Bcl-xL (eng. Bcl-2-associated X
protein) koji ¢uvaju integritet mitohondrijske membrane sprjecavajuci izlazak citokroma C u
citoplazmu. Medutim, zbog ozljeda molekula DNA ili stani¢nog stresa, pro-apoptotski ¢lanovi
Bcl-2 porodice (primjerice Bcl-2-pridruzeni x protein, odnosno Bax) tvore kanale u
mitohondrijskoj membrani. Tvoreéi pore u mitohondrijskoj membrani, Bax (Bcl-2-pridruzeni
X protein) dozvoljava ispustanje citokroma C u citoplazmu. Citokrom C veZe protein Apaf-1
(aktivirajuci faktor-1 apoptozne proteaze), tako tvore¢i kompleks apoptosom. Apoptosom zatim
veze kaspazu-9, koja kao inicijator kaspaze aktivira egzekutorske kaspazu-3 i kaspazu-6, §to u
konacnici vodi do apoptoze (4, 6, 7). Vanjski put aktivacije podrazumijeva vezanje signalnih
molekula poput Fas-L (Fas ligand), TNF (eng. tumor necrosis factor), TRAIL-R (eng. TNF-
related apoptosis-inducing ligand- receptor) za stani¢nu povrsinu, odnosno vezanje takozvanih

receptora smrti. Vezivanje liganada na receptore ¢e aktivirati DISC (eng. death inducing
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signaling complex), kojeg ¢ine adapterska molekula i vezana kaspaza-8. Osim §to zapocCinje
kaskadnu aktivaciju, kaspaza-8 (koja predstavlja izvrsnu fazu vanjskog puta apoptoze) moze
aktivirati unutarnji put apoptoze (8, 9). Oba apoptotska puta uzrokuju morfoloske promjene
stanice koje uklju¢uju: smanjenje veli¢ine stanice, bubrenje membrane, kondenzaciju
kromatina i fragmentaciju deoksiribonukleinske kiseline (DNA). Nadalje, formiraju se
apoptotska tjeleSca koja se sastoje od citoplazme sa gusto zbijenim organelima. Biokemijske
promjene ukljucuju aktivaciju kaspaza i premjestanje fosfatidilserina na stani¢nu povrsinu gdje
ga prepoznaju receptori izrazeni na makrofagima. Na osnovi morfoloskih i biokemijskih
promjena specijalizirani fagociti 1 susjedne stanice prepoznaju apoptotska tjeleSca te ih
eliminiraju putem fagocitoze. Budu¢i da ne postoji proizvodnja protuupalnih citokina niti se
stani¢ni sadrzaj ispusSta u okolno tkivo, apoptoticne stanice ne izazivaju upalni odgovor

organizma (10, 11).

14. Protocna citometrija

Budu¢i da se njome moZze uociti ve¢ina apoptotskih obiljezja, protocna citometrija metoda
je izbora za detekciju i kvantifikaciju apoptoze. Ova metoda mocan je alat koji se primjenjuje i
u imunologiji, molekularnoj biologiji, prouavanju tumora i pracenju infektivnih bolesti.
Proto¢na citometrija nudi brzo vrijeme analize, mogucénost proucavanja velikog broja zasebnih
stanica te pregled ekspresije raznih proteina kao $to su indikatori apoptoze. Naime, proto¢nom
se citometrijom uz pomo¢ fluorescentno obiljezenih antitijela moZze odredivati bilo koji
povrsinski protein koji mijenja svoju ekspresiju tijekom apoptoze. Proto¢ni citometri koriste
lasere kao izvore svjetlosti za proizvodnju rasprsenih i fluorescencijskih svjetlosnih signala koji
se ocitavaju detektorima poput fotomultiplikatora. Stani¢ne populacije analiziraju se na
njihovim karakteristikama rasipanja svjetlosti. Koriste se razni fluorescencijski reagensi poput
fluorescentno konjugiranih protutijela i fluorescentnih ekspresijskih proteina. Ispitivanje
apoptoze proto¢nom citometrijom temelji se na aktivaciji kaspaza, mitohondrijskom
potencijalu, apoptotskim promjenama u membrani ili procjeni frakcijskog sadrzaja DNA.
Odabir metode ovisi o vrsti stanica i Zeljenoj informaciji, a detekcija apoptotskih obiljezja
moguca je u ranim, srednjim i kasnim fazama apoptoze (12). U ranim fazama apoptoze
dogadaju se promjene na povrSini stanice. Jedna od promjena plazmatske membrane je
translokacija fosfatidilserina s unutarnje strane plazmatske membrane na vanjsku stranu, Sto ga

¢ini izlozenim na povrS$ini stanice. Annexin V je protein koji ima visoki afinitet za vezanje
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fosfatidilserina. Obiljezen fluorescin izocijanatom (FITC), detektira po¢etnu fazu apoptoze u
kojoj je stanicna membrana jo§ oCuvana. Medutim, translokacija fosfatidilserina nije svojstvena
samo za apopotzu, ve¢ se dogada i tijekom nekroze stanica. Razlika izmedu ova dva oblika
stani¢ne smrti je u tome Sto tijekom pocetnih faza apoptoze stanina membrana ostaje
netaknuta, dok u trenutku kada se dogodi nekroza stanicna membrana gubi svoj integritet i
postaje propusna. Za razlikovanje apoptoze od nekroze te rane od kasne apoptoze, Koristi se
bojanje propidij jodidom (PI) koji veze DNA molekule. Zbog sposobnosti ulaska u stanice s

ostecenom membranom, propidij jodid sluzi kao indikator kasne apoptoze (13).

1.5. Sferoidi kao vrsta 3D stani¢nih kultura

Trodimenzionalne (3D) stani¢ne kulture postaju sve popularnije u tumorskim istrazivanjima
zbog sposobnosti oponasanja ljudskih tkiva. 3D stani¢ni modeli, poput sferoida, nalikuju
prirodnom stani¢nom mikrookoliSu te na taj nac¢in nude bolji uvid u fizioloSke karakteristike
tumora, u ¢emu se dvodimenzionalni (2D) modeli nisu pokazali jednako uspjesnima (14).
Budu¢i da se u zivuéem tkivu odvija komunikacija izmedu stanica i izvanstanicnog matriksa
(eng. extracellular matrix, ECM) te medustanicna komunikacija, jednoslojne
dvodimenzionalne stani¢ne kulture neadekvatno oponasaju prirodno okruzenje stanica. Sferoidi
ucinkovitije oponasaju tumore od 2D kultura jer, slicno kao i tumori, sadrze povrSinske
proliferiraju¢e i neproliferirajuce stanice srzi te dobro oksigenirane i hipoksi¢ne stanice.
Sferoidi su trodimenzionalni stani¢ni agregati koji imaju sposobnost rasta i1 proliferacije.
Sastoje se od stanica koje su smjeStene u vise slojeva §to im omogucava interakciju izmedu
stanica i ECM. lako posjeduju sposobnost samokreiranja u uvjetima koji sprjecavaju prianjanje
za ravnu povrsinu, sferoidi ne podlijezu diferencijaciji 1 formiranju kompleksnijih struktura.
Unutar slojeva sferoidne strukture postoje stanice u razli¢itim fazama rasta (proliferirajuce,
hipoksi¢ne, nekrotizirajuce, apoptoti¢ne stanice) koje ovise o gradijentu hranjivih tvari i razini
kisika. Vanjski sloj sferoida sastoji se od proliferiraju¢ih stanica buduci da su izlozene
nutrijentima iz stani¢énog medija te tvore tzv. proliferirajuéu zonu (eng. proliferation zone).
Zbog slabe difuzije kisika i hranjivog medija, unutar sferoida dolazi do stvaranja srzi (Slika 1).
Stanice srzi tvore hipoksi¢nu zonu (eng. hypoxic/quiescent zone), sa nekrotiziraju¢im ili
apoptotskim stanicama u sredini (eng. necrotic core). Veéi sferoidi odrzavaju gradijente kisika
i hranjivih sastojaka na razini koja rezultira stvaranjem nekroti¢ne srzi slicne onoj u slabo

vaskulariziranim tumorima. Sferoid na taj nacin oponasa rastu¢i tumor (15).
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P M\"ix -
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Slika 1. Shematski prikaz strukture sferoida. Vanjski sloj stanica tvori proliferirajucu zonu.
Hipoksi¢na zona unutar srzi sastoji se od stanica u nekrozi i apoptozi. lzvor: izradila

autorica rada.

Udio apoptotskih stanica u srzi ovisi o vrsti stanica od kojih se sferoid sastoji, metodi
formiranja sferoida i njegovoj veli¢ini. Takoder, udio apoptotskih stanica ukazuje na stani¢nu
sposobnost izbjegavanja apoptoze u nepovoljnim uvjetima (15, 16). Tumori se sastoje od
tumorskih stanica, stromalnih stanica i komponenti izvanstani¢nog matriksa koje se mogu naci
1 u mikrookruzenju sferoida, gdje je moguc¢a i medustani¢na interakcija koja regulira ponaSanje
1 funkciju stanica. Visestani¢ni tumorski sferoidi podsjec¢aju na avaskularne tumorske ¢vorove
ili intravaskularne regije velikih tumora s obzirom na njihove morfoloske znacajke, kinetiku

rasta, mikrookoli$, raspodjelu hranjivih tvari i stani¢nu proliferaciju (17).

1.5.1. Magnetska levitacija

Magnetska levitacija jedna je od metoda formiranja stani¢nih sferoida prilikom koje stanice
agregiraju 1 tvore vece strukture pri tome sintetiziraju¢i proteine izvanstanicnog matriksa kao
Sto su kolagen, fibronektin i laminin. Zadrzavaju¢i stani¢nu aktivnost, stanice se zahvaljujuci
ovoj metodi udruZuju u trodimenzionalnu strukturu i proizvode ECM. Vanjsko magnetno polje
levitira stanice s dna na granicu medija i zraka te im tako omogucuje samostalnu orijentaciju

(Slika 2). Prednosti ove metode su neometani metabolizam i proliferacija stanica. 1zlaganje
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magnetskom polju nema utjecaj na induciranje upalnog odgovora uzgajanih stanica. Takoder,
prostornom kontrolom magnetskog polja moze se manipulirati geometrijom stani¢ne mase i
posti¢i viSestani¢no grupiranje razli¢itih tipova stanica u zajednic¢koj kulturi. Nadalje,
magnetom levitirane stanice humanog glioblastoma pokazale su profile ekspresije proteina
slicne onima koji su uoceni u ksenograftovima humanog tumora. Poznato je da 3D sferoidne
stani¢ne kulture imaju znacajnu ulogu u neuro-onkoloskim istrazivanjima, a koriStenje
tumorskih sferoida prije svega rezultira boljim razumijevanjem metastaziranja i angiogeneze.
Uz to, tumorski sferoidi neprocjenjiv su alat za ispitivanje tumorske terapije buduéi da slaba

penetracija lijekova u hipoksi¢nu zonu moze biti uzrok slabog terapijskog odgovora (16, 17).

Magnetiziranje
stanica

Formiranje
sferoida

Levitacija stanica magnetom

Slika 2. Shematski prikaz formiranja sferoida magnetskom levitacijom. Izvor: izradila

autorica rada.
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2. HIPOTEZA

Duzi period rasta rezultira ve¢im udjelom apoptotskih stanica.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovog istrazivanja odrediti udio apoptotskih stanica u sferoidima formiranim metodom

magnetske levitacije nakon 5, 10 i 15 dana rasta.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1.  Ustroj studije

Rad je osmisljen kao pokusno istrazivanje (18). Provedeno je na Medicinskom fakultetu

SveuciliSta J.J. Strossmayera u Osijeku u periodu od travnja do lipnja 2021. godine.

4.2. Materijali

4.2.1. Stanicne linije

Za odredivanje udjela apoptoze nakon 5, 10 i 15 dana rasta koriStene su adherentne stanice

glioblastoma, odnosno stani¢na linija D54.

4.2.2. Kemikalije i pribor

Kemikalije i pribor koriSteni tijekom rada su sljede¢i :

e DMEM Dulbecco modificirani Eagleov medij sa 4500 mg/L glukoze, L-glutaminom,
natrijevim hidrogenkarbonatom, kompletiran 10 %-tnim FBS-om (fetalni govedi
serum), 1 %- tnim anti-anti (antimikotik, antibiotik) te 1 %-tnim glutamaxom, Sigma-
Aldrich (Velika Britanija)

e Tripsin / EDTA, tripsin 0,25 % (1Mm EDTA-Na4 u HBSS s phenol red), Panbiotech
(Aidenbach, Njemacka)

e PBS pufer - izotoni¢na otopina; fosfatom puferirana otopina soli

e Set za detekciju apoptoze AlexaFluor 488 (Annexin V/ Dead cell apoptosis kit), Life
Technologies GmbH /ThermoFisher Scientific (Eugene, Oregon, SAD)

e Ploca s jazicama za magnetsku levitaciju (Cell culture multiwell plate), CELLSTAR ®,
Greiner Bio-One (Njemacka)

e Ploca s magnetima za magnetsku levitaciju (Concentrating drive), Greiner Bio-One
(SAD)

e Magnetne Cestice NanoShuttle™, Greiner Bio-One



Materijali i metode

e Boce za uzgoj adherentnih stanica, 25 cm?, Nunc™

e Birker-Turkova komorica za brojanje stanica

4.3. Metode
4.3.1. Kultivacija i odrZavanje stanica in vitro

Rad sa stanicnim kulturama odvija se sterilnim tehnikama rukovanja u sterilnom kabinetu s
laminarnim protokom zraka. Koriste se sterilni mediji, kemikalije i laboratorijska oprema koja

se obavezno prije unosa u kabinet prebrise alkoholom.

Stani¢na linija D54 nasadena je u boci za uzgoj povrsine 25 cm? (Nunc™ EasYFlask™ Cell
Culture Flasks, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) te je drzana u inkubatoru (IGO
150 CELLIifeTM, JOUAN, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) u atmosferi s 5 %
CO- te pri temperaturi od 37°C. Koristen je DMEM medij za odrzavanje s dodatkom 10 %-tnog
FBS-a (fetalni govedi serum), 4500 mg/L glukoze, natrijevog hidrogenkarbonata, L-glutamina
i 1 %-tnog antimikotika-antibiotika (penicilin/streptomicin). DMEM medij koriSten u daljnjem
radu sa stanicama nije sadrZzavao dodatak antimikotika/antibiotika. Nakon §to je tumorska
stani¢na linija izvadena iz inkubatora u kojem je kultivirana, daljnje odrzavanje stanica
temeljilo se na presadivanju. Za pocetak je uklonjen stari medij, nakon ¢ega je slijedilo ispiranje
stanica PBS-om koji uklanja ostatak medija. Buduéi da je D54 adherentna stani¢na linija, za
odvajanje od podloge vrsena je tripsinizacija. Nakon dodatka tripsina kultura je inkubirana 6
minuta na temperaturi od 37°C jer temperatura pospjesuje odvajanje stanice od podloge. Nakon
6 minuta pod invertnim mikroskopom Zeiss Axiovert 25 (Njemacka) je provjereno jesu li se
stanice odvojile, nakon ¢ega su prikupljene u svjezem mediju za pokus u Falcon epruvetu od
15 ml.

4.3.2. Odredivanje broja vijabilnih stanica (kontrola prezivljenja bojanjem)

Broj vijabilnih stanica u stani¢noj kulturi odreduje se uz pomoc¢ eritrozin B (ruzicaste) boje
i Burker-Turk-ove komorice za brojanje stanica. 100 pl boje i 50 ul stani¢ne suspenzije nanosi

se na komoricu za brojanje. Vijabilne stanice imaju sposobnost aktivnog izbacivanja boje, dok
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¢e mrtve ili oStecene stanice poprimiti ruzicastu boju. U Blrker-Tulrk-ovoj komorici broje se
stanice u Cetiri vanjska kvadranta, uzimajuéi u obzir pravilo slova L koje nalaze da se broje i
stanice koje se nalaze na linijama dvaju susjednih vanjskih stranica kvadranta (Slika 3). Ukupan
broj vijabilnih stanica u 1 ml odreden je pod invertnim mikroskopom (Zeiss Axiovert 25,

Njemacka) koristeci sljedecu formulu :

R 2% x 3 x 10* stanica/ml

Pri tome R predstavlja ukupan broj vijabilnih stanica, N broj izbrojenih stanica, 4 je broj

kvadranata komorice, a 3 je faktor razrjedenja.

@ Mrtve stanice koje ne brojimo

Zive stanice koje brojimo

Slika 3. Shematski prikaz vijabilnih i mrtvih stanica u kvadrantu komorice. lzvor: izradila
autorica rada.

4.3.3. Formiranje sferoida magnetskom levitacijom

1z jednoslojnih (2D) stanica formirana je 3D kultura pomocu sustava za magnetnu levitaciju

koji se sastoji od ploce s 24 jazice (Cell culture multiwell plate, Cellstar, Greiner Bio-One,
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Njemacka) te 24 magneta (24 well concentrating drive, Greiner Bio-One, SAD) koji se postave
iznad jaZica u kojima su stanice. Kako bi stanice postale magnetizirane, potrebno im je dodati
magnetne Cestice (NanoShuttle™, Greiner Bio-One) najranije 24 sata prije nasadivanja.
Konfluentnost stanica na koje se dodaju magnetne ¢estice iznosila je 80 %. Na bocicu za uzgoj
stanica koja ima povr$inu 25 cm? dodano je 100 pl magnetskih estica, §to znaci da je po cm?
dodano 4 pl magnetskih Cestica. Slijedilo je presadivanje, brojenje stanica te racunanje
volumena medija i stanica koji se nanose u jaZice sustava za magnetsku levitaciju. Nasadena je
ploca sa 24 jazice u koncentraciji od 10* stanica po jazici (u 350 ul medija). Na stanice je
stavljena ploca s magnetima koja uzrokuje levitiranje stanica sa dna na granicu medija i zraka
gdje se formiraju sferoidi. Stanice su prebacene u inkubator gdje su rasle 5, 10 i 15 dana, uz

promjenu medija po potrebi.

4.3.4. Priprema uzoraka za protocnu citometriju

Stanice koje su rasle 5, 10 i 15 dana skupljene su i centrifugirane tijekom 6 minuta na 1100
rpm. Nakon ispiranja sa 1 ml PBS-a, stanice su ponovno centrifugirane. Nakon §to su sferoidi
skupljeni, dodano je 500 ul 0,05 % tripsina te su inkubirani 30 minuta na 37°C. Sferoidi su
zatim razbijeni pipetiranjem. Bojenjem stanica kombinacijom Annexin V-FITC-a i propidij
jodida omogucena je detekcija stanica u razli¢itim fazama apoptoze. Stanice su resuspendirane
u 100 pl annexin pufera. Dodan je 1 pl propidij jodida i 5 pl Annexin V-FITC-a. Uslijedila je
inkubacija u mraku u trajanju od 15 minuta. Zatim je dodano 400 pl annexin pufera. Uzorak je

neposredno prije proto¢ne citometrije propusten kroz 40-mikronsku mreZicu.

4.3.5. Statisticka obrada podataka

Mijerenje udjela apoptotskih stanica 5., 10. i 15. dana izvedena su u triplikatu. Rezultati
dobiveni na protoénom citometru analizirani su racunalnim programom FlowJo software
(v10.4.2., LLC, Data Analysis Software). Za statisticku obradu podataka koriSten je

jednosmjerni ANOVA test s Bonfferoni korekcijom. Rezultati su prikazani graficki.
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5. REZULTATI

5.1.  Analiza udjela stanica u apoptozi proto¢nom citometrijom

Udio apoptotskih stanica u sferoidima stani¢ne linije D54 nakon 5, 101 15 dana rasta odreden
je na protoénom citometru. Udjeli stanica analizirani su pomocu dijagrama gdje svaki kvadrant
(Q1-Q4) predstavlja odredenu stani¢nu populaciju-stanic¢ni debris (Q1), stanice u nekrozi (Q2),
stanice u apoptozi (Q3) te populaciju zdravih stanica (Q4). Skupina stanica Q2 kvadranta su
pozitivne na propidij jodid i na Annexin V FITC, $to znaci da su stanice tog kvadranta u stadiju
nekroze. Q3 kvadrant pozitivan je na Annexin V FITC, §to zna¢i da se u njemu nalaze
apoptotske stanice. Stanice Q4 kvadranta su zdrave stanice buduc¢i da nisu pozitivne niti na
propidij jodid niti na Annexin V FITC. Prikazani su tockasti dijagrami proto¢nog citometra
nakon 5, 10 i 15 dana sferoidnog rasta (Slika 4).

PE-A

Slika 4. Tockasti dijagrami nakon: a) 5 dana rasta, b) 10 dana rasta, ¢) 15 dana rasta.
Nekroti¢ne stanice dvostruko su pozitivne, apoptotske stanice su Annexin V FITC pozitivne,

a zdrave stanice su dvostruko negativne.
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Budu¢i da su mjerenja izvedena u triplikatu, tablica 2 prikazuje iznose aritmetickih sredina
uzoraka nakon 5, 10 i 15 dana rasta za sva ¢etiri kvadranta. Q1 predstavlja kvadrant sa ostacima
raspadnutih stanica. Q2 predstavlja kvadrant sa stanicama u nekrozi, a Q3 predstavlja kvadrant
sa stanicama u apoptozi. Q4 oznacava kvadrant sa zdravim stanicama. Oznaka X predstavlja

aritmetic¢ku sredinu.

Tablica 1. Aritmetic¢ke sredine uzoraka nakon 5, 10 i 15 dana rasta.

Q1 Q2 Q3 Q4
% (5 dana) 3,55 % 1,54 % 1,43 % 93,5 %
% (10 dana) 2,97 % 5,16 % 1,96 % 89,9 %
% (15 dana) 3,97 % 14,77 % 1,35 % 79,9 %

Rezultati Q1 kvadranta (gdje se nalaze ostaci raspadnutih stanica, odnosno debris) su
pokazali kako ne postoji znacajna razlika izmedu udjela stanica nakon 5, 10 i 15 dana rasta.
Naime, P vrijednost prilikom usporedbe udjela stanica izmedu 5. i 10. dana rasta iznosila je
0,22. Usporedbom udjela apoptotskih stanica izmedu 10. i 15. dana rasta dobivena je P
vrijednost u iznosu od 0,06, dok je usporedba 5. i 15. dana rasta rezultirala P vrijedno$¢u u
iznosu od 0,36. Nadalje, primijecena je statisti¢ki znacajna razlika (P < 0,001) u udjelu stanica
u kvadrantu s nekroti¢nim stanicama (Q2), kao i u Q4 kvadrantu sa zdravim stanicama (P <
0,001). Svaka od navedenih P vrijednosti dobivena je jednosmjernim ANOVA testom s
Bonfferoni korekcijom. Slike 5 i 6 prikazuju udjele stanica te postojanost znacajne razlike u

udjelima stanica izmedu 5, 10 i 15 dana rasta za kvadrante Q2, Q4 i Q3.
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Slika 5. Graficki prikaz udjela stanica. Slika prikazuje a) udio stanica (nekroti¢nih) u Q2

kvadrantu te b) udio stanica (zdravih) u Q4 kvadrantu. Stupci su formirani od aritmetickih

sredina uzoraka koji su rasli 5,10 1 15 dana. "ML" je oznaka za uzorak, a "*" oznacava

statisticki znacajnu vrijednost, koja je definirana kao P < 0,05.
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Rezultati kvadranta u kojemu su stanice u apoptozi (Q3) pokazali su postojanost statisticki
znacajne razlike u udjelu apoptotskih stanica izmedu 5. 1 10. dana rasta (P = 0,003), kao i izmedu
10.i 15. danarasta (P = 0,001). Medutim, izmedu 5. i 15. dana rasta nije primijeéena statisticki

znacajna razlika (P = 0,51). Navedene P vrijednosti dobivene su jednosmjernim ANOVA
testom s Bonfferoni korekcijom.
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Slika 6. Graficki prikaz udjela apoptotskih stanica Q3 kvadranta. Stupci su formirani od
aritmetickih sredina uzoraka koji su rasli 5,10 i 15 dana. "ML" je oznaka za uzorak, a "*"

oznacava statisticki znacajnu vrijednost, koja je definirana kao P < 0,05.
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6. RASPRAVA

Trodimenzionalne stani¢ne kulture Koristene su u Sirokom spektru istrazivanja biologije
tumora budu¢i da pruzaju dobar in vitro sustav za oponasanje populacije hipoksicnih stanica
koje su otporne na terapiju, a ¢esto su prisutne u tumorima. Sferoidi su, dakle, 3D stani¢ni
sustavi koji usko oponasSaju uvjete u nedovoljno perfuziranim, rastu¢im tumorima u kojima se
heterogenost razvija uslijed sve vece udaljenosti od krvnih kapilara (19). U ovome istrazivanju,

sferoidi su koriSteni kako bi se analizirali udjeli apoptotskih, nekroti¢nih te zdravih stanica.

Sli¢no kao i u tumorskim stanicama, sferoidima je omogucéen rast te interakcija s okolinom
u sve tri dimenzije. Na kinetiku rasta sferoida, kao i na stani¢na svojstva, znacajno utje¢u
stani¢ni metabolizam 1 mikrookoli§ni uvjeti. Ti uvjeti primjerice ukljucuju sastav medija,
ucestalost nadopunjavanja medija te koncentracije Kisika i glukoze. Stanice rastu u okruzenju
koje sadrzava medij za opskrbu esencijalnih hranjivih sastojaka poput aminokiselina,
ugljikohidrata, vitamina i ¢imbenika rasta. Takoder, regulirano je fizikalno-kemijsko okruzenje
(pH, temperatura). Povecanje veli¢ine tumora moze rezultirati nedostatkom Kkisika unutar
tumora zbog nedostupnosti krvnih kapilara. Utjecaj takvih stresora moZze utjecati na stani¢ni
rast te povecati udio stanica u apoptozi i nekrozi (20). Sukladno tomu, rezultati ovoga rada
pokazali su kako postoji znacajna razlika u udjelu nekroti¢nih stanica (Q2 kvadrant) izmedu 5.
i 10. dana rasta, kao i izmedu 10. i 15. dana rasta. Naime, kako su sferoidi rasli, pove¢avao se
broj stanica u nekrozi vjerojatno zbog toga sto su hranjive tvari i Kisik slabije difundirali do
stanica. Nadalje, naSa pretpostavka je da prisutnost malog postotka raspadnutih stanica u Q1
kvadrantu je rezultat postupka razdvajanja sferoida. Medutim, u udjelu ostataka raspadnutih

stanica (Q1 kvadrant) nije uocena statisticki znacajna razlika.

Jedan od najistaknutijih ¢imbenika koji utje¢u na fenotip mati¢nih stanica glioblastoma jest
prisutnost hipoksije. Istrazivanja su pokazala kako je neposredni prilagodljivi stani¢ni odgovor
na nisku razinu kisika stabilizacija transkripcijskih ¢imbenika poput hipoksija inducibilnih
faktora (HIF), koji doprinose samoobnavljanju tumora. Imunomodulacija, metaboli¢ka
disfunkcija i angiogeneza mehanizmi su koji podrzavaju daljnji razvitak tumora te su
medusobno povezani zahvaljuju¢i hipoksiji unutar tumorske nekroti¢ne srzi. Takoder,
hipoksiéni stres u stani¢noj kulturi moze inducirati apoptozu (21). Analizom udjela apoptotskih

stanica u Q3 kvadrantu uoc¢ili Smo postojanje statisti¢ki znacajne razlike u udjelu apoptotskih
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stanica izmedu 5. i 10. dana rasta te izmedu 10. i 15. dana rasta. Medutim, izmedu 5. i 15. dana
rasta nije uocena statisticki znacajna razlika u udjelu stanica u apoptozi. Udio apoptotskih
stanica mjeren desetog dana u odnosu na peti dan se povecao. Zatim se petnaestog dana, u
odnosu na deseti dan, smanjio. 1z rezultata vidljiv porast udjela apoptotskih stanica desetog
dana rasta (u odnosu na peti dan rasta) moze biti rezultat smanjenih koncentracija hranjivih
tvari i kisika koje su posljedica sferoidnog rasta. Nadalje, smanjenje broja apoptotskih stanica
petnaestog dana rasta (u odnosu na peti i deseti dan) moze se objasniti antiapoptotskom
prirodom sferoidnih struktura. Naime, tumorske stanice postaju otporne na apoptotske signale

putem niza biokemijskih promjena (20).

Od ranije je utvrdena povezanost rasta tumora s dostupnosScu kisika 1 hranjivih tvari koje
opskrbljuju krvne zile. Vanjski sloj sferoida sastoji se od proliferirajucih stanica koje imaju
najbolji pristup nutrijentima i kisiku (21). Sukladno tomu, vidljiv je relativno visok udio
proliferiraju¢ih stanica (Q4 kvadrant) tijekom 5, 10 i 15 dana rasta. Medutim, kako su sferoidi
rasli, udio proliferirajucih stanica zbog potro$nje hranjivih tvari i kisika ipak se smanjivao.
Naime, nedostatak nutrijenata te povecana potroSnja kisika (0Sim §to povecavaju udio
apoptotskih stanica) vjerojatno doprinose smanjenju udjela zdravih, proliferirajuéih stanica.

Uocena je znacajna razlika u udjelu zdravih stanica izmedu 5., 10. i 15. dana rasta.

Sukladno navedenim podacima, istrazivanje udjela stanica u apoptozi koriste¢i sferoidnu
stani¢nu kulturu je ponovljivo. Budu¢i da sferoidne stanicne kulture nude prednosti u
prou¢avanju ponasanja tumora u odnosu na prethodno koristene 2D kulture, potrebna su daljna
istrazivanja koja bi koristila upravo sferoidne kulture u svrhu pronalaska adekvatnije terapije te

proucavanja glioblastoma.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Mikrookoli$ni uvjeti utjecu na udio proliferirajucih, apoptotskih i nekroti¢nih stanica.
e [Kako sferoidi rastu, smanjuje se udio proliferirajucih stanica.
e Duzi period rasta rezultira pove¢anjem udjela stanica u nekrozi.

e Duzi period rasta ne rezultira povecanjem udjela stanica u apoptozi.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti udio apoptotskih stanica u 3D sferoidima glioblastoma formiranim

metodom magnetske levitacije nakon 5, 10 i 15 dana rasta.

Nacrt studije: Istrazivanje je osmisljeno kao pokusno.

Materijali i metode: Udio apoptoze nakon 5, 10 i 15 dana rasta ispitan je na stanicama
glioblastoma (stanic¢na linija D54). Sferoidi su formirani metodom magnetske levitacije. Udio
apoptotskih stanica analiziran je na proto¢nom citometru uz prethodno bojanje stanica Annexin

V FITC-om i propidij jodidom.

Rezultati: Tijekom vremena smanjen je udio proliferirajucih stanica. Udio nekroti¢nih stanica
s vremenom se povecao. Ne postoji znacajna razlika u udjelu apoptotskih stanica izmedu 5. i

15. dana rasta.

Zakljucak: Duzi period rasta ne rezultira povecanjem udjela apoptotskih stanica, nego se

povecava udio stanica u nekrozi.

Kljuéne rijeci: apoptoza; glioblastom; proto¢na citometrija; Stani¢na kultura
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9. SUMMARY

Apoptotic cell proportion in glioblastoma 3D spheroid samples of different sizes

Objectives: The aim of this study is to analyse apoptotic cell proportion in glioblastoma 3D

spheroids that were formed using magnetic levitation method after 5,10 and 15 days of growth.

Study Design: The study was designed as experimental.

Materials and Methods: Apoptotic cell proportion after 5, 10 and 15 days of growth is tested
on glioblastoma cells (cell line D54). Spheroids are formed using magnetic levitation method.
Apoptotic cell proportion was analysed on a flow cytometer with prior staining of the cells with

Annexin V FITC and propidium iodide.

Results: Proportion of proliferating cells has been reduced, as oppose to proportion of necrotic
cells that has been increased over time. There is no significant difference in apoptotic cell

proportion between 5" and 15" day of growth.

Conclusion: Longer period of growth does not result in increased proportion of apoptotic cells,

but the proportion of necrotic cells grows in corelation.

Keywords: apoptosis; cell culture; glioblastoma; flow citometry
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