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POPIS KRATICA

CaCo-2 (eng. colon carcinoma) karcinom debelog crijeva

DMEM (eng. Dulbecco's Minimal Essential Medium) Dulbeccov minimalni esencijalni medij
DNA (eng. deoxyribonucleic acid) deoksiribonukleinska kiselina

ECM (eng. extracellular matrix) ekstracelularni matriks

FBS (eng. fetal bovine serum) fetalni govedi serum

HelLa (eng. cervical adenocarcinoma) adenokarcinom vrata maternice

NCI-H358 (eng. bronchioalveolar carcinoma) bronhoalveolarni karcinom

PBS (eng. phosphate-buffered saline) fosfatni pufer

RNA (eng- ribonucleic acid) ribonukleinska kiselina

RPMI 1640 (eng. Roswell Park Memorial Institute) medij
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1. UvOD

1.1. In vitro kultivacija stanica

Metoda kulture stanica podrazumijeva laboratorijski uzgoj stanica, tkiva, organa i
kompletnih organizama na umjetnim hranidbenim podlogama i u asepti¢nim uvjetima. Ta je
tehnika postala nezaobilazna u razli¢itim granama biomedicinskih istrazivanja. lzvrstan je
model za proucavanje fiziologije i biokemije stanica, karcinogeneze i mutageneze te za

ispitivanje utjecaja lijekova (1).

1.1.1. Prednosti kultura stanica

Bitne karakteristike in vitro kultivacije stanica jesu mogucnost kontroliranja fizikalno-
kemijskih uvjeta (temperatura, pH, osmotski tlak, tlak 0, i CO,) koji moraju biti precizno
kontrolirani te fizioloskih uvjeta (nutrijenti, hormoni) koji moraju biti relativno konstantni.
Koristenje kulture stanica ekonomicnije je zbog manje uporabe reagensa u odnosu na in vivo
metode te manji troSak probirnih testova. Nadalje, uporabom kultura stanica izbjegnuta su
legalna, moralna 1 eticka pitanja vezana uz koriStenje Zivotinja u istrazivacke svrhe (2).
Glavnim prednostima kori$tenja stani¢ne kulture smatraju se konzistencija i ponovljivost

rezultata koji se mogu dobiti iz serije klonalnih stanica (1).

1.1.2. Principi in vitro kultivacije

Kulture stanica zapocCinju usitnjavanjem tumorskog ili normalnog tkiva tako da se
dobije suspenzija stanica koja se zatim stavlja u posudicu za kulturu koja sadrzi hranjivi
medij. Vecina tipova stanica prihvaca se za dno posudice za kulturu te na njoj rastu sve dok
ne prekriju cijelu povrSinu. Takvu kulturu nazivamo primarnom. Nakon §to stanice prerastu
dno, stanice se mogu izvaditi iz posudice i u razrijedenoj koncentraciji ponovo nasaditi, §to
predstavlja sekundarnu kulturu. Taj se proces presadivanja moze ponoviti nekoliko puta (3).

Medutim, takve sekundarne kulture ne Zive dugo jer im je broj dioba jednak onom u procesu
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in vivo. Takve stani¢ne linije s ograni¢enim brojem dioba nazivamo kona¢nim stani¢nim
linijama. In vitro transformacijom konacnih stanica dobivaju se kontinuirane stani¢ne linije.
One predstavljaju bioloski materijal za dugotrajnu upotrebu. Imaju neogranicen broj dioba,
veéi stupanj rasta, ve¢u sposobnost kloniranja te sposobnost, da osim u monosloju, rastu i u

suspenziji (2).

.....

dvije osnovne skupine: adherentne stanice, tj. stanice koje rastu jedino ako su pri¢vrs¢ene za

povrsinu i suspenzijske stanice koje mogu rasti neovisno o povrsini (4).

Bitan ¢imbenik u kultivaciji stanica jest medij za uzgoj koji se odabire na osnovi
potreba stanica za odredenim nutrijentima i faktorima rasta. U ranijim istrazivanjima u
stani¢nim kulturama koristili su se mediji s nedefiniranim sastojcima (plazma, serum ili
ekstrakt embrija). Veliku prekretnicu donio je 1955. godine Harry Eagle provevsi sustavnu
analizu hranjivih sastojaka potrebnih za rast animalnih stanica u kulturi. Tako je odredio i
definirao prvi to¢no definiran medij koji omogucuje rast stanica u kulturi. Uz sol i glukozu,
hranjive tvari ukljucivale su 13 aminokiselina, nekoliko vitamina te malu koli¢inu seruma.

Medij koji je definirao Eagle i danas se koristi kao osnovni medij za kulturu stanica (3).

Serum Zzivotinjskog ili humanog porijekla uobicajen je dodatak mediju. Obi¢no se
dodaje u medij za kulturu u koncentraciji od 10% za poticanje stani¢nog rasta. Serum je
supernatant zgruSane krvi koji sadrzi sastojke neophodne za proliferaciju stanica. To je
slozena smjesa velikog broja sastojaka esencijalnih za rast i odrzavanje stanica u kulturi —
faktora rasta, proteina, vitamina, elemenata u tragovima, hormona. Kravlji (govedi) ili konjski
serum koji se najéeScée koristi s fetalnim tele¢im serumom (eng. Foetal Calf Serum - FCS)
smatra se posebno djelotvornim zbog visokog sadrzaja embrionalnih faktora rasta. Serum je
ujedno i najskuplja komponenta medija za uzgoj zivotinjskih stanica, a s obzirom na svoj
izvor postoji moguénost od prijenosa bakterija, virusa i priona kao i mogucnost odredenih

razlika u sastavu koje ovise o seriji proizvodnje (4).
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1.2. Dvodimenzionalna (2D) kultura

Standardna 2D kultura stanica temelji se na adheziji stanica na ravnu povrsinu, tipicno
Petrijeve zdjelice ili na staklo polistirena. Stanice rastu u monosloju zbog ¢ega su jednako
izloZzene mediju s hranjivim tvarima S$to rezultira homogenim rastom i proliferacijom (slika 1.)
(5). 2D kultura je jednostavna, jeftina, laka za interpretaciju te je omogucila bolje
razumijevanje mehanizama rasta tumorskih stanica. Medutim, ovakav nain uzgoja stanica
ima niz nedostataka. Stanice u 2D kulturi ne oponasaju strukture normalnih i tumorskih tkiva
in vivo. Nadalje, interakcije izmedu stanica te izmedu stanica i ekstracelularnog matriksa, nisu
jednake onima u tumorima, a upravo te interakcije odgovorne su za stani¢nu diferencijaciju,
proliferaciju te ekspresiju gena i proteina. Zbog rasta u monosloju, sve stanice imaju
neogranicen pristup kisiku, nutrijentima, metabolitima i signalnim molekulama iz medija, Sto

naravno nije sluéaj s tkivima in vivo zbog njihove slozenije grade (6).

Usprkos problematici koja dolazi uz ovakav naéin uzgoja stanica, primjena joj je i

dalje vrlo Siroka te znacajna upravo u prvim fazama istrazivanja.

MEDIJ

e I°lslels

Slika 1. Prikaz rasta stanica u 2D kulturi
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1.3. Trodimenzionalna (3D) kultura

Nedostatci 2D kulture doveli su do razvoja metoda za uzgoj stanica koje pribliznije
oponasaju in vivo uvjete. Od 1970. godine kada je napravljena prva kultura u obliku tekuceg
gela od kolagena, tehnike trodimenzionalne kulture razvijale su se te se i danas razvijaju i
usavrSavaju (7). Trodimenzionalni modeli kultura stanica podrazumijevaju cijele organizme
(npr. zivotinje), organotipi¢ne eskplatirane kulture (ukljucujuéi embrije), stanicne sferoide te

modele tkivnog inZenjeringa (8).

Stani¢ni sferoidi naj¢eS¢e su koriSteni modeli zato §to su jednostavni te mogu biti
generirani iz Sirokog raspona tipova i oblika stanica. Za razliku od 2D kulture u kojoj stanice
adheriraju na povrsinu, formiranje sferoida temelji se na agregiranju stanica. Zbog agregacije,
stanice unutar sferoida u bliskom su kontaktu c¢ime se omogucuje fizi¢ki kontakt i stani¢na
signalizacija kakva je prisutna u tumorima in vivo. Stanice su u razliitim fazama rasta
smjeStene u vise slojeva. Vijabilne stanice koje su vecinom u S fazi stani¢nog ciklusa
smjeStene su u vanjskom sloju sferoida i izloZzene lako dostupnom izvoru hranjivih
komponenti iz stani¢énog medija. Srz je sferoida hipoksi¢na zona s nekroti¢nim srediStem,
odnosno stanicama koje se pretezito nalaze u nekrozi ili apoptozi (slika 2). Izmjena plinova i
hranjivih tvari izmedu pojedinih zona sferoida nije konstantna $to ujedno utjece na dobivanje
kompleksnijih rezultata. Sli¢éno nativnom tumorskom tkivu, stanice uzgojene kao tumorski
sferoidi pokazuju jaki proliferacijski gradijent koji odrazava raspodjelu kisika, hranjivih tvari

I energije, kao i nakupljanje metabolita od vanjske strane prema unutrasnjoj strani sferoida

(9).

3D stani¢ne kulture mogu biti uspostavljene od jedne kulture stanica ili kokulture
nastale kultiviranjem razli¢itih vrsta stanica u jednu kulturu. Formirani sferoidi mogu biti
predoCeni svjetlosnom, fluorescencijskom ili konfokalnom mikroskopijom. Koriste se u

modeliranju rasta solidnih tumora i metastaza te u brojnim istrazivanjima lijekova.
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PROLIFERACIISKA ZONA

HIPOKSICNA ZONA

NEKROTICNA ZONA

Slika 2. Prikaz strukture stani¢nog sferoida

1.4. Metode uzgoja stani¢nih sferoida

Stani¢ni sferoidi mogu se uzgajati s nosacem ili bez nosaca, te u bioreaktorima.

1.4.1. Metode bez nosaca

Formiranje sferoida bez nosaca ukljuCuje sakupljanje stanica u neadherentnim

uvjetima. Razlikujemo dvije bitne metode: metodu plutajucih stanica i metodu visece kapi (8).

Metoda plutajuéih stanica (eng. forced floating) jednostavna je i jeftina motoda u kojoj
koristimo mikrotitarske ploce sa slaboprianjaju¢im jazicama konusnog dna. Stijenke jazica
oblozene su najcesc¢e 0,5% poli-HEM-om (poli-2-hidroksietil metakrilatom) c¢ime je
sprijeceno prianjanje stanica za stijenke (10). Nakon nasadivanja stani¢ne suspenzije u jazice,

plocu je potrebno centrifugirati kako bi stanice agregirale te formirale sferoid (slika 3.).
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Slika 3. Metoda plutajucih stanica

Metoda visece kapljice (eng. hanging drop) koristi male alikvote stani¢ne suspenzije
(maksimalno 50 pL) koji se pipetiraju na poklopac Petrijeve zdjelice ¢ijim zatvaranjem
nastaju visece kapljice koje na mjestu drzi povrSinska napetost (slika 4.). Petrijevku je
potrebno napuniti PBS-om (fosfatni pufer) kako ne bi doslo do dehidracije kapljica. Osim
Petrijevki, mogu se koristiti i jazice bez dna koje se nakon pipetiranja uzastopno okrecu, a
alikvoti stani¢ne suspenzije tvore vise¢e kapi (10). Stanice akumuliraju na dnu kapi i tvore
sferoide koji mogu biti odrzani u kulturi nekoliko tjedana, §to omoguéava njihovu primjenu u
dugotrajnijim istraZzivanjima (11). Ova je metoda jednostavna, s gotovo 100%-tnom

reproducibilnoscu (12).

»—V

Slika 4. Metoda viseée kapljice
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1.4.2. Metode s nosacem

Modeliranje 3D stani¢ne kulture mogucée je pomocu nosaca razliitih poroznosti i
propusnosti s ciljem davanja potpore u formiranju 3D strukture te oponaSanja izvanstani¢nog
prostora (10). Bitna karakteristika nosaca jest porozna struktura koja olakSava infiltraciju
stanica, stvaranje sferoida, transport hranjivih tvari i metabolita, izmjenu plinova, dotok
lijekova do stanica te otklanjanje otpadnih molekula. Postoje dvije vrste nosaca — prirodni i

sintetic¢ki.

Prirodni nosaci, dobiveni iz tkiva, su ekstracelularni matriks (ECM) i amnionska
membrana. ECM potjece iz razli¢itih tkiva poput krvnih Zzila, koze, zivaca i tetiva te je bogat
izvor proteina, proteoglikana i raznih faktora rasta. Amnionska membrana dobiva se iz

placente tijekom poroda.

Sinteticki nosaci izgradeni su od biomaterijala, najceS¢e polimera koji mogu biti

prirodni (kolagen, fibrin) i sintetski (polistiren, polikaprolakton) (11).

Upravo zbog vjernog oponasanja izvanstani¢nog prostora, grade od raznih prirodnih i
sinteti¢kih polimera, Cesto primjenjivani u tumorskim istrazivanjima su hidrogelovi. Oni
sadrze visoki postotak vode i krizno povezane prirodne materijale kao $to su agaroza, fibrin,
kolagen i laminin (12). Postoje dva razli¢ita pristupa — rasprsSivanje u teku¢em hidrogelu (slika
5.) 1 polimerizacija te nasadivanje stanica na acelularni 3D matriks. Jedan od najpoznatijih

komercijalnih hidrogelova je Matrigel™.,

STANICNI MEDIJ

GEL

Slika 5. Rast sferoida u gelu
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1.4.3. Bioreaktori

Bioreaktori su kultivacijski sustavi ¢ija uloga je osigurati uvjete za rast stanica. To se
najbolje postize osiguravanjem uvjeta za stanicnu homeostazu Sto ukljucuje odrzavanje
temperature, pH i osmotskih svojstava medija za uzgoj, kontroliranu dobavu hranjivih tvari i
kisika te uklanjanje proizvoda metabolizma. Idealni su za masovnu stani¢nu proizvodnju te

zbog mogucnosti ¢estog mijenjanja medija, mogu se koristiti za dugotrajnu kultivaciju (13).

Postoje i takozvane pokretne boce (eng. spinner flask) koje se sastoje od spremnika sa
staniénom suspenzijom i mijesalice. Ova jednostavna metoda stvara velike koli¢ine sferoida
koji se mogu koristiti za dugotrajnu kultivaciju. Stalnim kretanjem stani¢ne tekucine

omogucuje se protok kisika i nutrijenata do sferoida te uklanjanje stani¢nog otpada (12).
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e Uzgojiti stani¢ne sferoide razliitim uzgojnim tehnikama te svakodnevnim
pracenjem rasta sferoida prouciti postoji li razlika u organizaciji, odnosno

morfologiji stani¢nih sferoida uzgojenih trima razli¢itim uzgojnim metodama.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Stanicne linije

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

e CaCo-2 (ATCC® HTB-37™) — epitelne stanice humanog karcinoma kolona.
e HelLa (ATCC® CCL-2™) — humane epitelne stanice adenokarcinoma cerviksa.
e NCI-H358 (ATCC® CRL-5807™) — epitelne stanice bronhoalveolarnog

karcinoma

3.1.2. Kemikalije

e DMEM, s visokim udjelom glukoze (4.5 g/L) i L-glutaminom, Capricorn
Scientific GmbH

e Roswell Park Memorial Institute medij (RPMI 1640), sa stabilnim glutaminom,
Capricorn Scientific GmbH

e Fetalni govedi serum  (FBS), Na-piruvat i  antibiotik-antimikotik
(penicilin/streptomicin) 100x, GIBCO Invitrogen (Paisley, Velika Britanija)

e Tripan plavilo 0.4%, 0.8 % NaCl, sterilno filtriran, Lonza (Basel, Svicarska)

e Tripsin/EDTA, tripsin 0.25%, 1IMm EDTA-Na4 u HBSS, s phenolred, Panbiotech
GmbH (Aidenbach, Njemacka)

e Agaroza, visoke rezolucije, Sigma Aldrich (Missouri, USA)

e Propidij jodid, Invitrogen (Oregon, USA)

e RNAse A, 50mg, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren, Njemacka)

10
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3.2. METODE

3.2.1. Kultura stanica in vitro

Kultivacija stanica koja se izvodi u laboratoriju za kulturu stanica, zahtijeva rad u
sterilnim uvjetima u kabinetu s laminarnim protokom zraka. Stanice se uzgajaju u bocama za
kultivaciju povrsine rasta 25 cm? i 75 cm? (BD Falcon, Njemacka) u inkubatoru (IGO 150
CELLIifeTM, JOUAN, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) s kontroliranom

atmosferom uz 5% CO,, i temperaturu od 37 °C.

Za odrzavanje stani¢nih linija HeLa i CaCo-2 koristi se DMEM medij uz dodatak 10%
FBS-a, 2 mM L-glutamina i 100 U/0,1 mg penicilin/streptomicin antibiotika, dok se NCI-
H358 stani¢na linija uzgaja u RPMI 1640 mediju.

Konfluentnost poraslih stanica provjerava se svakodnevno invertnim mikroskopom
(Zeiss Axiovert 25, Njemacka) te se prema potrebi stanice odljepljuju s povrSine i prenose u
svjezi medij. Enzimatsko odvajanje stanica obavlja se tripsinom uz prethodno ispiranje PBS-
om. Nakon dodatka tripsina, stanice se inkubiraju 6 minuta nakon ¢ega se dodaje svjezi medij
kojim se tripsin inaktivira. Nakon odvajanja stanica od podloge, stanice se pokupe svjezim

medijem za odrzavanje i Stave u novu posudicu.

Bitan faktor uspjesne stani¢ne kulture je vijabilnosti stanica koja odreduje kvalitetu i
reproducibilnost rezultata. Za odredivanje broja stanica koristen je test Tripan plavilom. 1z
prethodno resuspendiranih stanica uzima se 50 ulL. suspenzije i prenosi u jaZicu te se dodaje
boja Tripan plavilo. Stani¢na suspenzija s bojom nanosi se na Burker-Tlrkovu komoricu.
Zatim se pomocu invertnog mikroskopa odredi broj zivih stanica. Mrtve stanice su obojene jer
se u njima boja nakuplja, dok su Zivuc¢e neobojene zbog intaktne staniéne membrane koja ne
propusta boju. Brojimo samo zive stanice unutar 4 kvadrata te one u gornjem i jednom od

postrani¢nih bridova kvadrata.
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___. ‘
L Stanice koje se broje
ey - ¢
@  Stanice koje se ne broje
L] L
-
-
L] 8
*
i—

Slika 6. Mikroskopski prikaz Burker-Turk komorice

Broj zivucih stanica odreden je formulom:
N/4 -3 =X -10* stanicalcm?

Gdje je:

N — broj stanica

4 — broj polja u komorici

3 — faktor razrjedenja

3.2.2. Uzgoj 2D kultura

Stani¢ne linije uzgojene u monosloju (HeLa, CaCo-2, NCI-H358) odvojili smo od
podloge tripsinom te ih prenijeli sa svjezim medijem u nove falkonice, posebne za svaku
stanicnu liniju. Zatim smo stani¢ne linije iz falkonica nasadivali pipetom u jazice u
koncentraciji 1 x 10* st/mL u volumenu od 200 uL na mikrotitarskoj plo¢i od ukupno 96

jazica.

Nasadenu plocu drzali smo u CO, inkubatoru na 37°C, porasle stani¢ne kulture
svakodnevno slikali invertnim mikroskopom (Zeiss, AxioVision, Njemacka) i pratili njihov

razvoj u deset dana.
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3.2.3. Uzgoj 3D kultura

Svaku stani¢nu liniju nasadili smo i u trodimenzionalnom obliku koriste¢i tri razlicite
metode: metodu visece kapljice, metodu plutajucih stanica te uzgoj stanica na podlozi od gela
1 unutar gela. Sve kulture nakon nasadivanja kultivirali smo u inkubatoru na 37 °C 1 5% CO,.
Primjenom svjetlosnog mikroskopa (Zeiss, AxioVision, Njemacka) pratili smo i slikali

formiranje sferoida nastalih razli¢itim uzgojnim metodama u periodu od deset dana.

U prvoj metodi koristili smo po jednu Petrijevu zdjelicu za odredenu stani¢nu liniju.
Svaku zdjelicu napunili smo s 20 mL PBS-a, a na poklopcu zdjelice pipetom nanosili stani¢nu
suspenziju u koncentraciji 1 x 10* st/mL u volumenu od 20 uL u obliku kapljice. Polaganim

zatvaranjem zdjelice poklopcem, pod djelovanjem slobodnog pada, formirale su se kapljice.

U iducoj metodi koristila se ploca s 96 jazica slaboprianjaju¢eg konusnog dna u koje
smo nanosili stani¢ne linije u koncentraciji 1 x 10* st/mL u volumenu od 200 pL u svaku
jaZicu. Zatim smo nasadenu ploc¢u centrifugirali na 1100 rpm 10 minuta pri 25 °C (Jouan BR4,

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) kako bi se stanice nakupile u konusno dno.

U posljednjoj metodi napravili smo gel s razli¢itim postotcima agaroze (0,7%, 1% i
2%). Gel smo pripremili tako §to smo izvagali agarozu, dodali PBS, promijesali te stavili u
mikrovalnu peé¢nicu na nekoliko minuta kako bi se agaroza rastopila, nakon ¢ega smo tako
pripremljen gel nanosili na mikrotitarsku plocu u jaZice u volumenu od 50 pL te pricekali da
se ohladi. Nakon polimerizacije, nanosili smo stanice na gel u koncentraciji od 1 x 10* st/mL
u volumenu od 200 pL. Jedan dio stanica, iste koncentracije, pomijeSali smo sa 60 uL gela te

ih tako nanosili u jaZice kako bi dio stanica rastao unutar gela.

3.2.4. Odredivanje stani¢nog ciklusa proto¢nim citometrom

Metoda odredivanja stani¢nog ciklusa proto¢nom citometrijom zashiva Se na
sposobnosti vezanja fluorescentne boje propidij jodid na molekulu DNA. Razlikovanje faza
stani¢nog ciklusa omoguceno je upravo mjerenjem intenziteta fluorescencije koja je izravno
proporcionalna koli¢ini DNA u stanici. Kako se koli¢ina DNA udvostru¢ava izmedu G1 i G2
faze stani¢nog ciklusa, tako se i jacina fluorescencije udvostrucava. Prvi pik na histogramu

prikazuje stanice u G1 fazi s normalnom koli¢inom DNA (2n kromosoma). Drugi pik
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oznacava udvostruc¢enu koli¢inu DNA u G2 1 M fazi ciklusa i stanice u S fazi ciklusa ¢ija

koli¢ina DNA varira ovisno o stupnju replikacije.

Za proucavanje stani¢nog ciklusa koristili smo stani¢ne linije uzgojene u 3D Kulturi
metodom plutajuéih stanica u koncentraciji 1 x 10* st/mL, starosti od &etiri, sedam i deset
dana. Stani¢ne sferoide prethodno smo prenijeli iz jazica u falkonice te ih tripsinizirali kako
bismo dobili pojedina¢ne stanice iz sferoida. Zatim smo stanice centrifugirali, isprali PBS-om
te fiksirali sa 70%-tnim etanolom (3mL). Fiksirane stanice ¢uvali smo na -20°C do dana

analize.

Na dan izvodenja analize stanice smo pripremili za postupak tako da smo svaku
epruvetu nekoliko sekundi vorteksirali te nakon centrifugiranja (1100 rpm, 6 minuta, 25°C)
(Jouan BR4, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) odlili etanol. Dodali smo u
epruvetu 1 mL PBS-a te ponovo centrifugirali. Nakon centrifugiranja odlili smo dodan PBS,
stanice smo resuspendirali s 350 u. PBS-a i prenijeli u epruvete namijenjene za proto¢nu
citometriju. Kako bi se razgradile sve molekule RNA i u suspenziji ostale molekule DNA,
koristena je RNAza koju smo dodali u koncentraciji od 1 mg/mL. Nakon 5 minuta dodali smo
fluorescentnu boju propidij jodid u koncentraciji od 15 ug/mL te epruvete ostavili inkubirati
na sobnoj temperaturi prekrivene folijom. Nakon pola sata inkubiranja zapoceli smo rad na

protoénom citometru (BD FACSCanto, BD Biosciences, Ceska).

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Protoénom citometrijom analizirali smo stani¢ne linije u duplikatu. Podatci su
prikazani kao postotak populacije i koeficijent varijacija (CV) pomocu statisticke funkcije za
analizu podataka i obrade rezultata s proto¢ne citometrije FlowJo verzija 10.2. Rezultati
stani¢nog ciklusa statisticki su obradeni u XLSTAT-ANOVA programu koriStenjem Tukey 1

Bonferroni testa. Statisticka znacajnost odredena je kao p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Uspostavljanje 2D kulture stanica

Stani¢ne linije, HeLa, CaCo-2 i NCI-H358 uzgojili smo u 2D kulturi stanica. Pratili
smo svakodnevno stani¢ni rast te slikali porasle stanice tijekom deset dana. Slikajui porasle
stanice mogli smo vidjeti razliku medu stani¢nim linijama S$to se ti¢e brzine njihova rasta,

brzine raspadanja, razliku u morfologiji.

HeLa stani¢na linija pokazala je najbrzi rast stanica dok su CaCo-2 i NCI-H358
stani¢ne linije pokazale sporiji rast. Progresivnim su rastom HeLa stanice ve¢ unutar pet dana
dostigle konfluentnost, za razliku od CaCo-2 i NCI-H358 linija kod kojih je jo$ preostalo
prostora za rast. Nakon osmog dana vidljivo je odljepljivanje i propadanje HelLa stanica od
podloge uslijed iskoriStenja cijelog hranjivog medija. ProduZenim vremenom uzgoja NCI-
H358 stanice dostizu konfluentnost, dok CaCo-2 jo§ uvijek ima prostora za rast. Takoder je
vidljivo da CaCo-2 i NCI-H358 stanice imaju tendenciju rasta u nakupinama, takozvanim

klasterima.

15



REZULTATI

HeLa CaCo-2 NCI-H358

1. dan

4. dan

5. dan

8. dan

10. dan

Slika 6. Formiranje 2D kulture. Stanice su slikane pod povecanjem od 20x na mikroskopu

(Zeiss, AxioVision, Njemacka). Skala predstavlja 50 pum.
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4.2. Uspostavljanje 3D kulture stanica

Rast i razvoj uzgojenih sferoida stani¢nih linija HeLa, CaCo0-2 i NCI-H358 pratili smo

U devet dana. Formiranje sferoida u svim metodama zabiljezeno je ve¢ nakon prvog dana.

Uzgojem stani¢nih sferoida metodom visece kapljice, uoceno je spontano agregiranje
stanica u nepravilne nakupine ve¢ prvi dan kultivacije. Unutar takvih ranih sferoida mogu se
vidjeti pojedinacne stanice. Drugi i1 tre¢i dan uzgoja, stani¢ne linije HeLa 1 NCI-H358
poprimaju okrugle stani¢ne forme, za razliku od CaCo-2 stanica koje i dalje rastu nakupljene
u nepravilnom obliku. Sedmog dana sferoid od CaCo-2 stanica takoder poprima pravilan
okrugli oblik. Zadnji dan promatranja razvoja sferoida, vidljivo je da su stanice HeLa i CaCo-
2 linije stvorile podjednako velike sferoide unutar kapljice, dok NCI-H358 stanice najsporije

rastu, tako tvore¢i najmanje sferoide (slika 7.).

17



REZULTATI

Hela CaCo-2 NCI-H358

1. dan '
2. dan
3. dan

o -

Slika 7. Formiranje sferoida metodom visece Kkapljice. Sferoidi su slikani pod

povecanjemod 20x na mikroskopu (Zeiss, AxioVision, Njemacka). Skala predstavlja 50 um.
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U iduc¢oj metodi, u kojoj smo stanice uzgojili u jazicama s konusnim dnom, dobili smo
podjednake rezultate Sto se tice brzine rasta pojedinih stani¢nih linija te veli¢ine sferoida koje
formiraju. HeLa i CaCo-2 stanice u prvim danima formiraju nepravilne nakupine stanica koje
iza tre¢eg dana kultiviranja poprimaju pravilniji i okrugli oblik. Za razliku od njih, NCI-H358
stanice od prvog dana u kulturi rastu kompaktno u pravilnom okruglom obliku te zadrzavaju
takvu formaciju tijekom cijelog perioda kultiviranja. Nakon sedmog dana na HelLa stanicama
vidljiva je djelomi¢na degradacija sfere koja se pojacava u produzenom periodu kultivacije.

Desetog je dana isto prisutno i kod sferoida od CaCo-2 stanica, ali u manjoj mjeri (slika 8.).
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HelLa CaCo-2 NCI-H358

Slika 8. Formiranje sferoida u slaboprianjaju¢im jaZicama kosnusnog dna. Sferoidi su
slikani pod povecanjem od 10x na mikroskopu (Zeiss, AxioVision, Njemacka). Skala

predstavlja 50 um.
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U tre¢oj smo metodi pratili rast sferoida na podlozi od gela s razli¢itim postotkom
agaroze te unutar gela. Stanice su pokazale jednak rast na podlozi od gela bez obzira na
postotak agaroze. Primije¢eno je da su stanice u pojedinim jaZicama stvarale viSe manjih sfera
(slika 9.) ili jedan samostalni sferoid (slika 10.). Stanice HeLa i NCI-H358 kao i u ostalim
metodama veoma brzo formiraju pravilne i okrugle sferoide (unutar tri dana), dok sferoidi

CaCo-2 stanica tek poslije petog dana poprimaju pravilnu sferoidnu strukturu.

Promatranjem pojedinacnih sferoida vidljivo je da HeLa stanice stvaraju velike
okrugle sferoide ravne i glatke povrsine, CaCo-2 tvori sferoide nepravilnijih rubova te NCI-

H358 volumenom male sferoide u usporedbi s ostalim promatranim stani¢nim linijama.

Stani¢ne linije nasadene unutar gela formirale su viSe sfera unutar jazica koje su

mnogo manje od onih raslih na podlozi od gela (slika 11.).
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Hela CaCo-2 NCI-H358

10. dan

Slika 9. Formiranje vise sfera na 0,7% gelu od agaroze. Slikano pod povecanjem od 10x

na mikroskopu (Zeiss, AxioVision, Njemacka). Skala predstavlja 50 um.
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HelLa CaCo-2 NCI-H358

Slika 10. Formiranje pojedina¢nih sferoida na 0,7% gelu od agaroze. Slikano pod

povecanjem od 10x na mikroskopu (Zeiss, AxioVision, Njemacka). Skala predstavlja 50 um.

Hela CaCo-2 NCI-H358

Slika 11. Formiranje sferoida unutar gela. Slikano pod pove¢anjem od 10x na mikroskopu

(Zeiss, AxioVision, Njemacka). Skala predstavlja 50 pm
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4.3. Stani¢ni ciklus

Stani¢ni ciklus ispitan je na stani¢nim linijjama CaCo-2 i NCI-H358 uzgojenih u 3D
kulturi metodom plutajuéih stanica u starosti od tri, sedam i deset dana. Analizirane stanice
obojene su PI bojom koja fluorescira kada se veze za DNA, tako da je koli¢ina fluorescencije
proporcionalna koli¢ini DNA. Na osnovi fluorescentnog signala stanice su podijeljene u 3
faze: G1, S i G2/M. Prvi pik na histogramu oznac¢ava G1 fazu ciklusa, u kojoj je koli¢ina
DNA normalna (2n). Drugi pik oznacava G2/M fazu u kojoj stanice imaju dvostruki sadrzaj
DNA (4n). U S fazi stani¢nog ciklusa koli¢ina DNA varira.

Analizom stani¢nog ciklusa uoceno je da se CaCo-2 stanice starosti od tri, sedam i
deset dana najve¢im udjelom nalaze u G1 fazi (58,3%, 55,9%, 48,05%). Takoder se i najveci
udio NCI-H358 stanica nalazi unutar G1 faze ciklusa (65,5%, 66,6%, 66,9%). Distribucija
stanica tijekom inkubacije ne mijenja se znacajno. Histogrami prikazuju udio CaCo-2 i NCI-

H358 stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa (slika 12. i 13.).

Turkey i Bonferronni test koji rade medusobnu usporedbu pojedinog stani¢nog
ciklusa, u razli¢itim su vremenskim intervalima pokazali da ne postoji statisticka zna¢ajnost
medu fazama pojedina¢nih stani¢nih ciklusa u razli¢ito vrijeme kako su se sferoidi formirali

(slika 14. i 15.).
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz 3D CaCo-2 kulture stanica u fazama stani¢nog ciklusa
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz 3D NCI-H358 kulture stanica u fazama stani¢nog ciklusa
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Slika 14. Stani¢ni ciklus 3D CaCo-2 stanica. CaCo-2 stanice uzgojene bez nosaca U

plo¢ama s konusnim dnom tijekom a) 3 dana, b) 7 dana i c) 10 dana.
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Slika 15. Stani¢ni ciklus 3D NCI-H358 stanica. NCI-H358 stanice uzgojene bez nosaca u

plo¢ama s konusnim dnom tijekom a) 3 dana, b) 7 dana i c) 10 dana.
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5. RASPRAVA

Kultura stanica nezaobilazna je tehnika u razliCitim granama biomedicinskih
istrazivanja koja je izvrstan model za proucavanje fiziologije i biokemije stanica,
karcinogeneze i mutageneze te za ispitivanje utjecaja lijekova. Od pocetka koristenja kulture
eukariotskih stanica u rutinske svrhe, podloge su gradene od polistirena ili stakla u
dvodimenzionalnom (2D) obliku. Kulture stanica znafajne su upravo u probirnim
istrazivanjima gdje se tako smanjuje upotreba animalnih modela. Medutim, zbog raznih
nedostataka koje rast stanica u monosloju pokazuje, znanstvenici su tijekom godina razvijali
nove metode uzgoja stanica koje bi vjernije oponasale uvjete rasta normalnog i tumorskog
tkiva in vivo. Tako su nastale trodimenzionalne (3D) kulture. Cilj ovakvih kultura jest
premostiti jaz izmedu uporabe zivotinjskih organizama s jedne strane i uporabe stani¢nih

monoslojeva s druge (8).

Stani¢ni sferoidi zbog svoje su jednostavnosti najée$¢i modeli trodimenzionalne
kulture. Siroko se koriste u istrazivanjima u podru¢ju onkologije zbog svojih histologkih i
fizioloskih znacajka koje su sli¢ne onima solidnih tumora u tijelu. Kinetika rasta volumena i
prostorna varijacija bolje su reproducirane u 3D nego u 2D kulturi (14). Danas su razvijene
mnoge tehnike za uspostavljanje sferoidnih 3D kultura u kojima stanice rastu agregiranjem u

neadherentnim uvjetima rastu uz pomo¢ nosaca ili su ugradene u gel (15).

U ovom radu proucavan je razvoj sferoida uzgojenih trima razli¢itim tehnikama, kao i
njihov razvoj u dvodimenzionalnom obliku. U naSem istrazivanju svakodnevim pra¢enjem
poraslih kultura, kako u 2D tako i u 3D kulturi, utvrdeno je da HeLa stani¢na linija pokazuje
najbrzu kinetiku rasta. Njene stanice prve su prerasle povrsinu rastu¢i u monosloju, dostigle
su konfluentnost, pocele se odljepljivati te zbog najbrzeg trosenja hranjivih tvari iz medija,
prve pocele odumirati. CaCo-2 i NCI-H358 stani¢ne linije rastu sporije te imaju vidljivu
tendenciju rasta stanica u nakupinama (klasterima), sto je kasnije vidljivo u 3D prikazu
stvaranja sferoidnih oblika. Stani¢ne linije, uzgojene trima razli¢itim 3D metodama koje smo
koristili, daju morfoloski slicne sferoide. Sve su linije pokazale tendenciju agregacije stanica i

stvaranju okruglih oblika.

Sto se ti¢e uzgoja sferoida na podlozi od gela, ovisno kako se gel polimerizirao u jazici

tako su se i formirali sferoidi. Odnosno, tamo gdje se gel ravnomjerno rasporedio i
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polimerizirao dobili smo pravilno formirane sferoide, a tamo gdje se gel neravnhomjerno
rasporedio dobili smo viSe manjih sfera. Takoder vidljiv je nedostatak kultiviranja sferoida

unutar gela gdje je otezana vizualizacija i preglednost sferoida.

Analizom stani¢nog ciklusa uoceno je da se CaCo-2 stanice starosti od tri, sedam i
deset dana najve¢im udjelom nalaze u G1 fazi. Takoder se i najve¢i udio NCI-H358 stanica
nalazi unutar G1 faze ciklusa. Distribucija stanica sferoida tijekom vremenskog perioda nije
se znacajno mijenjala unutar faza stani¢nog ciklusa. Veéi udio stanica unutar GO/G1 faze
sugerira da je u sferoidima prisutno vise stanica u fazi mirovanja, dok manji udio stanicau S i
G2/M fazi govori da stanice unutar sferoida proliferiraju sporije. Ova obiljeZja rasta sferoida
mogu biti rezultat njihove prostorne organizacije, heterogene grade te dostupnosti hranjivih

tvari stanicama koje se nalaze unutar sferoida.

Da su trodimenzionalni stani¢ni sferoidi pogodniji modeli za onkoloSka i terapijska
istrazivanja od stanica u monosloju, dokazano je u mnogim istrazivanjima u Kkojima je
utvrdeno da su uzgojeni stani¢ni sferoidi rezistentniji na citotoksi¢nu terapiju. To se
objasnjava postojanjem interakcija izmedu stanica i visokog tlaka intersticijske tekucine koja
daje fizicku barijeru, a ¢ime je otezana difuzija lijekova u stanice. S bzirom na to da stanice u
2D kulturi ne posjeduju takve interakcije koje su prisutne u in vivo tumorima, rezultati

ispitivanja djelotvornosti tumorske terapije realniji su na 3D stani¢nim modelima (17).

Dulje je vrijeme dominirala 2D kultura u ispitivanjima in vitro, ali jasno je da su se
istrazivanja usmjerila kulturama stanica u 3D obliku s realnijim biokemijskim i
biomehanic¢kim obiljezjima (12). Zbog jo§ uvijek prisutnih odredenih ograni¢enja metoda 3D
kulture koja ne uspijevaju dati relevantne, validirane i standardizirane stani¢ne modele (16),
sada se u istrazivanjima kombiniraju klasi¢ne 2D kulture kao temeljni stani¢ni model koji se

nadopunjuje 3D kulturom.
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. ZAKLJUCAK

e Primjenom razliCitih metoda uzgoja stani¢nih sferoida ne postoji velika razlika u
morfologiji pojedinih stani¢nih linija; svim metodama dobili smo okrugle sferoidne
strukture.

e Najpravilnije sferoide dobili smo metodom visece kapljice.

e Rast sferoida na podlozi od gela znacajno ovisi o nacinu rasporeda gela unutar jaZice;
Sto se pravilnije gel rasporedi dobit e se pravilniji sferoidi.

e Stanice unutar sferoida najveéim se dijelom nalaze u G1 fazi stani¢nog ciklusa;
distribucija stanica tijekom inkubacije ne mijenja se znacajno.
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SAZETAK

7. SAZETAK

Uvod: Trodimenzionalni stani¢ni sferoidi uzgojeni u in vivo uvjetima pokazuju slozenu
arhitektonsku strukturu, dinamicke interakcije medu stanicama kao i visoki potencijal
oponasanja sloZene trodimenzionalne organizacije tkiva in vivo. Stani¢ni sferoidi
predstavljaju moc¢no sredstvo za suzavanje jaza izmedu in vitro i in vivo modela. Razli¢itim
uzgojnim tehnikama moguce je uzgojiti stani¢ne sferoide, koje u ovisnosti o stani¢noj liniji i

potrebama istrazivanja, daju razli¢itu formaciju sferoida.

Cilj istraZivanja: Cilj rada je prouciti mogucée morfoloske razlike medu stani¢énim sferoidima

uzgojenih razli¢itim uzgojnim metodama.

Materijali i metode: Stani¢ne linije HeLa, CaCo-2 i NCI-H358 nasadili smo u 2D i 3D
obliku koriste¢i tri razli¢ite metode: metodu visece kapljice, metodu plutajucih stanica, uzgoj
stanica na podlozi od agaroznog gela te uzgoj stanica u gelu. Primjenom svjetlosnog
mikroskopa pratili smo i slikali formiranje sferoida unutar deset dana. Proto¢nom

citrometrijom analizirali smo stani¢ni ciklus poraslih stanica.

Rezultati: Najbrzi rast u svim metodama pokazala je HeLa stani¢na linija, dok najsporiji
NCI-H358. Metodom visece kapi formirali su se najpravilniji sferoidi kod svih stani¢nih

linija. Analiza stani¢nog ciklusa pokazala je da se najveci udio stanica nalazi unutar G1 faze.

Zakljudak: Primjenom razli¢itih metoda uzgoja stani¢nih sferoida ne postoji velika razlika u
morfologiji pojedinih stani¢nih linija; svim metodama dobili smo okrugle sferoidne strukture.
Najpravilnije sferoide dobili smo metodom visece kapljice. Distribucija stanica unutar

stani¢nog ciklusa tijekom inkubacije ne mijenja se znacajno, najveci udio stanica je u G1 fazi.

Kljuéne rije¢i: 3D kultura stanica, metode kultura stanica, stani¢ni sferoidi
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8. SUMMARY

Modeling of cell spheroids by different breeding methods in vitro

Introduction: Three-dimensional cell spheroids bred under in vivo conditions exhibit a
complex architectural structure, dynamic cell interactions as well as a high potential of
mimicking complex three-dimensional tissue organization in vivo. Cellular spheroids are
powerful means of narrowing the gap between in vitro and in vivo models. It is possible to
grow cellular spheroids with different breeding techniques which, depending on the cell line

and research needs, give a different spheroid formation.

Research objectives: The aim was to study possible morphological differences between

cellular spheroids cultivated by different breeding methods.

Materials and methods: . We planted the HeLa, CaCo-2, and NCI-H358 cell lines in 2D and
3D formats using three different methods - the hanging drop method, the forced floating
method and the gel cell cultivation. We monitored and imaged spheroid formation within ten
days using a light microscope. We used flow cytometry to analyse the cell cycle of grown
cells.

Results: HeLa cell line showed the fastest growth in all three methods, while the slowest was
the NCI-H358. The most proper spheroids were formed in all cell lines using the hanging
drop method. The cell cycle analysis showed that the largest proportion of cells lies within the
G1 phase.

Conclusion: By applying different methods of breeding cell spheroids there is no major
difference in the morphology of the individual cell lines; all methods yielded round spheroidal
structures. However, the most proper spheroids were obtained by the hanging drop method.
The distribution of cells within the cell cycle during the incubation does not change

significantly; the largest proportion of cells is in the G1 phase.

Keywords: 3D cell culture, cell culture techniques, cell spheroids
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