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POPIS KRATICA

BJ - stanice normalnih humanih fibroblasta (engl. normal human fibroblast cells)

CT — temperatura komore (engl. chamber temperature)

DMEM - Dulbeccov minimalni esencijalni medij (engl. Dulbecco's Minimal Essential Medium)
ECM - izvanstani¢ni prostor (engl. exstracellular matrix)

FBS - fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

MCEF-7 - stani¢na linija raka dojke (engl. human breast cancer cell line)

OT — temperatura objekta (engl. object temperature)

PBS - fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline)



uvoD

1. UvOD

Rak dojke predstavlja javnozdravstveni problem u cijelom svijetu, najces¢i je karcinom
I primarni uzrok smrti u Zena. Sve veca paznja javnosti te svijest o ovom karcinomu kao i sve
naprednija dijagnosti¢ka tehnologija imaju pozitivan u¢inak na prepoznavanje i probir raka
dojke (1). U zadnja dva desetljeca brojna istrazivanja tumora dojke doprinijela su sve boljem
razumijevanju nastanka ovog tumora, a tako i poboljSanju u metodama lije¢enja. No, iako je
ovo globalni zdravstveni problem, nacionalni programi probira provode se samo u razvijenim

zemljama te se rak dojke i dalje Cesto dijagnosticira u kasnim stadijima (2).

Molekule stani¢ne adhezije omogucuju ¢vrstu vezu izmedu epitelnih i mioepitelnih
stanica u normalnom epitelu dojke. Takva organizacija neophodna je za normalno
funkcioniranje mlije¢ne Zlijezde. U tumorskim stanicama adhezija stanica je smanjena $to
rezultira njihovom brzom proliferacijom i nereguliranim rastom. Zbog toga dolazi do
poremecaja epitelne organizacije, napredovanja tumora i metastaza (3,4). Kako su adhezijska
svojstva neoplasticnih stanica promijenjena, gubitak medustani¢ne adhezije omogucuje
malignim stanicama napuStanje mjesta nastanka i degradiranje izvanstani¢nog matriksa,

odnosno pokretljivost i invazivnost (3).

Unato¢ brojnim istrazivanjima, mehanizam inicijacije i napredovanja tumora nisu do
kraja razjasnjeni $to otezava lijeCenje. LijeCenje raka dojke obuhvaca razli¢ite metode, ali
pronalazenje ucinkovite terapije nije jednostavno zbog slozenosti bolesti, heterogenosti stanica
unutar tumora i same individualnosti pacijenata. Upravo zbog toga vazan je razvoj modela za

proucavanje tumorigeneze i biologije karcinoma te za otkrivanje novih lijekova i terapije (4).

1.1. MODELI RAKA DOJKE

Postoje tri pristupa u modeliranju raka dojke: in vivo, ex vivo i in vitro modeli. No kako
svaki model ima svoje specifi¢nosti, potrebno je dobro prouciti cilj istrazivanja te tako izabrati

odgovarajuc¢i model (4).

In vivo modeli, odnosno Zivotinjski modeli, predstavljaju zlatni standard i zavrsni test
prije nego lijecenje prijede na klini¢ko ispitivanje. Rezovi tumora Zivotinjskog ili ljudskog

podrijetla postavljeni u gel Cine ex vivo kulturu, takva kultura omogucuje ¢uvanje nativnog
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sastava i strukture izvanstani¢nog prostora (ECM, engl. extracellular matrix) (4). Za razliku od
in vivo metode, in vitro metoda ne koristi Zivotinje u istrazivac¢ke svrhe te izostavljaju potrebe
za legalnim, moralnim i etickim pitanjima. In vitro studije koriste stanice ljudskog tkiva kako
bi takve stani¢ne kulture oponasale fizioloske 1 metabolicke funkcije ljudi. Primarne kulture
stanica su stanice dobivene izravno iz zivih tkiva, dok se stanice koje su modificirane i
neograni¢eno zive nazivaju besmrtne stani¢ne linije. Karakteristike stanica raka, koje ih ¢ine
pogodnim za stvaranje stanic¢nih linija, su genske mutacije i sposobnost kontinuiranog dijeljenja
(5,6).

In vitro modeli su vazan segment istrazivanja raka, sluze za identifikaciju kancerogenih
tvari, razvoj terapije raka, probir lijekova i uvid u molekularne mehanizme rasta tumora i
metastaza. In vitro ispitivanja izvode se na stani¢nim kulturama, a modeli tumora razlikuju se
po slozenosti, od jednostavnih stani¢nih linija izvedenih iz tumora do trodimenzionalnog (3D)

modela (5).

1.2. KULTURA STANICA

Kultura stanica definira se kao umjetan uzgoj stanica koje rastu u okoliSu izvan
prirodnog okruzenja u kontroliranim uvjetima. Ti se uvjeti odnose na optimalnu temperaturu i

izvor hranjivih tvari $to omogucuje stanicama prezivljavanje i rast (6).

Usitnjavanje tumorskog ili normalnog tkiva prvi je korak kulture stanica. Dobivena
suspenzija stanica stavlja se u posudicu za kulturu ispunjenu hranjivim medijem. Medij za uzgoj
stanica izabire se prema potrebama stanica. Harry Eagle je 1955. odredio to¢no definirani medij
koji omogucuje rast animalnim stanicama u kulturi. Takav medij sastojao se od trinaest
aminokiselina, nekoliko vitamina, soli, glukoze i seruma. Medij koji je Eagle definirao 1955.
danas ¢ini osnovni medij za kulturu stanica (7). Serum, bilo zivotinjskog bilo ljudskog porijekla,
koristi se kao osnovni dodatak mediju zbog pozitivnog ucinka na rast stanica i odrzavanje

stanica u kulturi (8).



uvoD

1.2.1. Dvodimenzionalna kultura stanica (2D)

2D stani¢na kultura je kultura stanica koja raste na ravnoj podlozi. Stanice rastu u
jednom sloju (Slika 1a), ravnopravno raspolazu hranjivim tvarima i faktorom rasta, a rezultat
toga je homogeni rast i proliferacija. Brojne su prednosti koristenja 2D kulture - jednostavne su
za rukovanje, manji troskovi, vrijeme potrebno za tretiranje je krace te je mjerenje specifi¢nih
promjena u stanicama jednostavnije nego u in vivo modelima. Medutim, morfologija stanica
uzgajana u jednom sloju utjece na stani¢ne procese koji se onda razlikuju od onih u in vivo
uvjetima (9,10).

lako jednostavna i jeftina metoda u istrazivanju raka i djelovanja lijekova, zbog
nepotpunog preslika in vivo uvjeta vidljiv je neuspjeh u terapijama koje su testirane na 2D

kulturama. 1z tog razloga 3D kultura je sve ucestalija u primjeni i istrazivanjima (11,12).

1.2.2. Trodimenzionalna kultura stanica (3D)

3D kultura stanica model je koji oponasa komunikaciju stanica-stanica i interakciju
stanica-ECM, perfuziju i hipoksi¢ne uvjete tumora koji su vrlo sli¢ni onima u in vivo okruzenju.
Medu 3D modelima sferoidi i organoidi predstavljaju modele koji mogu oponasati heterogenost
I patofiziologiju tumora te tako popuniti prazninu koja nastaje izmedu testiranja na 2D
kulturama i zivotinjama (10). U sferoidima tumorske stanice poprimaju zaobljeni oblik te se
grupiraju i nastaju tvorevine sli¢ne tumorima (Slika 1b). Kada se usporeduju sa 2D kulturom
stanica, moze se vidjeti da ekspresija gena, stani¢na proliferacija i migracija, stani¢na
morfologija i heterogenost u 3D in vitro modelima su znatno blizi onima u in vivo uvjetima
(13).
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(a) , b) g

Slika 1. Prikaz: a) 2D kultura; b) 3D kultura (prilagodeno prema shematskom prikazu
reference 12.)

Sferoidi se zbog svoje strukture sastoje od stanica u razli¢itim stadijima. Vanjski slojevi
su izlozeniji mediju te oni sadrze zive stanice koje se dijele. Stanice koje se nalaze u sredistu
primaju manje hranjivih tvari, faktora rasta i kisika iz medija §to takve stanice dovodi u stanje
mirovanja ili hipoksije. Stani¢na raznolikost od zivih do stanica u mirovanju nalikuje in vivo
uvjetima (10,13).

U ranim fazama formiranja sferoida volumen eksponencijalno raste, nakon toga slijedi
faza takozvane stabilizacije u kojoj sferoidi postizu ravnotezu (Slika 2). U ravnoteznom stanju
sferoidi su pravilnijeg oblika i vidljivo je smanjenje volumena. Faza stabilizacije zna¢ajna je za

razvoj funkcionalnih i strukturnih karakteristika samog sferoida (14).

Zbog dodatne dimenzije u 3D kulturi ekspresija gena, stani¢na proliferacija, stanicna
migracija, stani¢na morfologija i heterogenost u 3D in vitro modelima su blizi in vivo uvjetima.
Temeljem sli¢nosti in vivo uvjeta 3D modeli su sve prisutniji u istrazivanju raka, tkivnom

inzenjerstvu i osnovnim bioloSkim istrazivanjima (9,15).
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Slika 2. Shematski prikaz promjene sferoida u obliku i veli¢ini tijekom vremena (prilagodeno

prema shematskom prikazu reference 14.)

1.3. METODE UZGOJA STANICNIH SFEROIDA

Stani¢ne sferoide moguce je uzgojiti razli¢itim metodama koje se dijele na metode s

nosacem ili bez njega (14).

Metode s nosacem koriste nosa¢ koji pruza strukturnu odnosno fizi¢ku potporu, a
biokemijska i mehani¢ka svojstva nosaca utjeCu na ponasanje stanica. KoriStenjem takvih

metoda potrebno je odabrati odgovarajuc¢i materijal nosaca za zeljenu primjenu (15).

Glavne karakteristike metoda bez nosaca su samostalna agregacija i neadherentni uvijeti.
U metode bez nosacéa ubrajaju se: metoda visece kapljice, metoda plutajucih stanica i magnetska

levitacija. Jedna od novijih metoda je metoda magnetske levitacije (16,17).

1.3.1. Magnetska levitacija

Magnetska levitacija je metoda formiranja sferoida koja koristi magnetske cestice.
Magnetske cestice dodaju se stanicama i zatim se primjenjuje vanjsko magnetsko polje (Slika

3). Zbog magnetske sile, stanice koje su tretirane magnetskim cesticama levitiraju protivno
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gravitaciji. Takvo okruZenje potice interakcije izmedu stanica $to dovodi do sljepljivanja i
koncentriranja stanica te se tako stvara okoli§ u kojem se moze sintetizirati izvanstani¢ni
matriks i formirati sferoid. Upotrebom vanjskog magnetskog polja lako se manipulira
sferoidima i daje dodatna kontrola. Magnetska levitacija je metoda koja se koristi za stvaranje

sferoida iz razli¢itih tkiva te se primjenjuje za istrazivanja u tkivnom inzenjerstvu (16,17,18).

Magnetskom levitacijom jednostavno se stvaraju stani¢ni agregati u suspenziji, ali
postoje odredena ograni¢enja, a to su vrijeme i kontrola veli¢ine stanica. Vrijeme Koje je
potrebno da stanice dodu u bliski kontakt je znacajno i ¢ini nepovoljni dio metode, a samu
kontrolu veli¢ine stanica nije mogucée precizno pratiti. Kako bi se dobio uvid u sposobnost
metode, potrebno je pratiti uvjete okoline, kao $to su broj stanica i koncentracija magnetskih
Cestica (19).

[ MAGNET |

| MAGNET |

R

Slika 3. Prikaz metode magnetske levitacije (shematski prikaz reference 18.)
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2. CILJEVI

1. KoriStenjem metode magnetske levitacije uzgojiti sferoide tumora dojke razlicite

starosti, odnosno 7, 14 i 21 dan.

2. Odrediti koli¢inu magnetskih ¢estica u sferoidima u razli¢itim vremenskim razdobljima,

odnosno nakon 7, 14 i 21 dan.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. USTROJ STUDIJE

Studija je ustrojena kao in vitro studija-kontrolirani pokus. Rad je napravljen u sklopu
institucijskog znanstveno-istrazivackog projekta "Primjena tekucih anestetika na 3D stanicne
kulture" (IP19). Prakti¢ni dio napravljen je u Laboratoriju za stani¢ne kulture Medicinskog

fakulteta Osijek.

3.2. MATERIJALI

3.2.1. Stanicne linije

Za izradu ovog rada koristili smo dvije komercijalno dostupne humane stani¢ne linije:

e MCF-7 (ATCC® HTB-22™) - adherentne stanice adenokarcinoma dojke
e BJ (ATCC® CRL-2522™) - stanice normalnih humanih fibroblasta

3.2.2. Kemikalije

e Fosfatni pufer (PBS):
- NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- KCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- NaHPO4x 7H20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- KH2POq4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e DMEM, s visokim udjelom glukoze (4,5¢/L), uz dodatak glutamin-S (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany)

e Fetalni govedi serum (FBS), dodatak antibiotik-antimikotik (penicilin/streptomicin)
100x; (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany)

e Tripsin/EDTA, tripsin 0,25%, 1mM EDTA-Na4 u HBSS (Panbiotech GmbH,
Aidenbach, Germany)
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e Erytrosin B, sterilno filtriran (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany)

e Magnetske cestice (NanoShuttle-PL.; Greiner, Frickenhausen, Germany )

e Medij za kriostatsko rezanje (Tissue Freezing Medium; Leica, Nussloch, Germany)
e Aceton (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

e Ksilol ( Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany)

e Alkoholi — Histanol (Biognost, Zagreb, Hrvatska)

e Boje: fuksin, ksilidin, fosfomolibden, anilin (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany)

e Kanada balzam (Carlo Erba Reagents, Emmendingen, Germany)

3.3. METODE

3.3.1. Kultura stanica in vitro

Postupak kulture stanica odvija se u laboratoriju koji omogucéuje sterilne uvjete i rad u
kabinetu s laminarnim protokom zraka. Sav pribor potrebno je sterilizirati prije unosenja u takav
kabinet.

Stanice su uzgajane u bo¢icama za kulturu stanica, povrSine rasta 25 cm? (BD, Falcon,
Germany). Rast stanica odvijao se u inkubatoru (IGO 150 CELLIifeTM, Jouan, Thermo Ficher
Scientific, Waltham, MA, USA) uz kontroliranu atmosferu s 5% CO- i temperaturu od 37°C.

Napravljena je kokultvacija dvije stani¢ne linije: stanice normalnih humanih fibroblasta

(BJ) i adherentne stanice adenokarcinoma dojke (MCF-7).

Za odrzavanje stani¢nih linija MCF-7 i BJ primjenjuje se DMEM medij, kojemu se
dodaje 10% FBS-a, 200 mM glutamina-S i 100 U/0,1 mg penicilina/streptomicin antibiotika.

Koristenjem invertnog mikroskopa (Zeiss Axiovert 25, Germany) svakodnevno se
pregledava konfluentnost stanica. Ukoliko je potrebno stanice se odljepljuju s povrsine i
prenose u svjezi medij. Proces odvajanja stanica obuhvaca: izvlacenje medija, ispiranje stanica
PBS-om i zatim odvajanje od podloge primjenom proteolitickog enzima tripsina. Slijedi
inkubacija od 6 minuta, nakon koje se dodaje svjezi medij i na taj nacin inaktivira tripsin. Na

kraju se stanice pokupe svjezim medijem za odrzavanje i stave u novu posudicu.
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3.3.2. Odredivanje varijabilnosti stanica u kulturi

Varijabilnost stanica odreduje kvalitetu i reproducibilnost rezultata. Kako bi se odredio
broj stanica, koristen je test s bojom Erytrosine B. Stanice se prvo resuspendiraju, zatim se
uzima 50 pL stani¢ne suspenzije i 100 uL boje. Na Biirker Tiirkovu komoricu nanosi se obojena
stani¢na suspenzija te se broje Zive stanice pod invertnim mikroskopom. Zive stanice ostaju

neobojene, dok mrtve stanice poprimaju ruzicastu boju jer imaju oste¢enu membranu.
Broj zivih stanica odreduje se formulom:

N/4 - 3 =X - 10* stanica/cm 3

Gdje je:

N — broj stanica

4 — broj polja u komorici

3 — faktor razrjedenja

3.3.3. Uzgoj 3D kulture

Stani¢ne linije nasadene su u 3D obliku koristenjem metode magnetske levitacije.

Prvi korak ¢ini dodavanje magnetskih ¢estica u medij, dodali smo 30 uL. magnetskih cestica.
Kako bi stanice optimalno pokupile ¢estice, moraju biti 70-80 % konfluentne. Nakon dodavanja
Cestica slijedi inkubacija od 6-8 h, nasa inkubacija trajala je 6 h. Sljedeci korak je nasadivanje
sferoida za S$to je koriStena ploca s 24 jazice (Greiner; Frickenhausen, Germany) u koju je
nasadeno 5000 stanica stani¢ne linije MCF-7 u 350 uL medija te je na njih stavljena ploca s
magnetima (Greiner; Monroe, USA). Magnet djeluje na nacin da povuce sve stanice kako ne bi
doticale podlogu. Stanice su tako okruzene medijem sa svih strana. Magnetsko polje je skupilo
stanice na hrpu te su se one same od sebe slijepile i formirale sferoid. Jednom kada se sferoid

formira, magnetsko polje vise nije potrebno.

10
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3.3.4. Rezanje sferoida na kriostatu

Nakon to¢no odredenog vremena uzgajanja sferoida (7, 14 ili 21 dan), sferoidi su uklopljeni
u medij za kriostatsko rezanje bez prethodne obrade i zatim rezani na kriostatu (Cryostat
CM30350S, Leica, Nussloch, Germany). Temperatura rezanja bila je CT (engl. chamber
temperature) -25°C i OT (engl. object temperature) -22°C, a rezovi debljine 10 pm.

3.3.5. Bojenje sferoida

10 um rezovi sferoida stavljani su na polilizirana predmetna stakalca (Menzel-Glaser,
Thermo Scientific, Braunschweig, Germany). Rezovi su potom fiksirani acetonom i ostavljeni

da se osuSe na sobnoj temperaturi.

Kako bi se magnetske ¢estice mogle $to bolje vidjeti na rezovima sferoida, preparati su bojeni

po Massonu prac¢enjem sljedecih koraka:

uranjanje u ksilol

rehidriranje alkoholima: 100%-tni alkohol, 90%-tni alkohol, 70%-tni alkohol
inkubacija u otopini kiselog fuksina i ksilidina 10 minuta

ispranje u destiliranoj vodi

inkubacija u otopini 1%-tnog fosfomolibdena 5 minuta

ispranje u destiliranoj vodi

inkubacija u otopini 2%-tnog anilina 10 minuta

ispranje u destiliranoj vodi

dehidriranje alkoholima: 70%-tni alkohol, 95%-tni alkohol, 100%-tni alkohol

10. dehidriranje u ksilolu

© 0o N o 0 bk~ w0 DN PE

Nakon postupka bojenja sferoida preparati su pokriveni kanada balzamom te pokriveni

pokrovnicom, ¢ime su preparati bili Spremni za mikroskopiranje i slikanje.

11



MATERIJALI | METODE

3.3.6. Mikroskopiranje i slikanje

Preparate smo mikroskopirali pomocu svjetlosnog mikroskopa (Carl Zeiss, Axioskop
2MOT, Jena, Germany) na koji je montirana kamera Olympus DP70 (Olympus DP70, Optical
Olympus, Japan). Kamera je koriStena za fotografiranje preparata, a povecanje pod kojim su
slikani je 100x.

3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Slike su kvantificirane koriste¢i racunalni program ImageJ (Fiji 101) (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, SAD). Analizom slika odredena je koli¢ina piksela
ukupne povrsine slike, zatim koli¢ina piksela koju ¢ine praznine na slici te koli¢ina koju ¢ine
magnetske Cestice. KoriStenjem formule: pikseli magnetskih cestica / (ukupni pikseli — pikseli
praznog dijela slike) dobivena je koli¢ina piksela magnetskih ¢estica po tkivu kroz tri tjedna.
Za statisti¢ku obradu podataka koristen je program R, v4.1.0 (https://www.r-project.org/). Za
generiranje grafova koristen je ggstatsplot paket (20). Numericki podaci opisani su medijanom
i interkvartilnim rasponom (IQR). Statisticka znacajnost razlike medu neovisnim skupinama
ispitana je neparametrijskim Kruskall-Wallisovim testom, dok su razlike izmedu distribucija
dviju nezavisnih varijabli utvrdene Mann-Whitney testom. Statisti¢ka znacajnost postavljena je
nap < 0,05.
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REZULTATI

4. REZULTATI

Zadrzavanje magnetskih ¢estica promatrano je kroz tri tjedna, odnosno nakon 7, 14 i 21
dan, u sferoidima tumorskih stanica dojke. Svaki tjedan sferoidi su se uklapali u medij za
kriostatsko rezanje, rezali, fiksirali, bojali, mikroskopirali i slikali (Slika 4). Slike su zatim

analizirane u ra¢unalnom programu Fiji.

1. tjedan 2. tjedan 3. tjedan

Slika 4. Prikaz sferoida bojenih metodom po Massonu nakon 1., 2. i 3. tjedna uzgoja. Povecanje

je 100x. Strjelicama su oznacene magnetske Cestice u sferoidu.

Analizom slika dobivena je koli¢ina magnetskih ¢estica po tkivu kroz tri tjedna (Tablica
1). Najvece koli¢ine magnetskih ¢estica vidljive su u prvom tjednu, kako su se sferoidi formirali
broj magnetskih Cestica se smanjuje (Tablica 1). Kruskal-Wallisovim testom napravljena je
usporedba medu viSe nezavisnih uzoraka, odnosno izmedu tri vremenska razdoblja. Test je
pokazao statisti¢ki znacajnu razliku (p = 0,00193) (Tablica 2 i Slika 5). Grafi¢ki prikaz
usporedbe udjela magnetskih Cestica u sferoidima tumorskih stanica dojke u razli¢itim
vremenskim razdobljima, odnosno nakon 7, 14 i 21 dan je na Slici 5. Mann-Whitney testom
utvrdene su razlike medu dvjema nezavisnim varijablama, a rezultati su prikazani u Tablici 2.
Statisticki znacajna razlika dobivena je usporedbom prvog i drugog te prvog i tre¢eg tjedna.

Vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona prikazane su u Tablici 3.
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Tablica 1. Udjeli magnetskih Cestica u sferoidima tumorskih stanica dojke promatranih 7., 14.

I 21. dan uzgoja prema kojima je odradena statisticka analiza.

1. tjedan 2. tjedan 3. tjedan
3,660 0,551 0,169
2,579 0,781 0,117
Udio magnetskih
3,905 0,953 0,086
Cestica u tkivu (%)
3,729 0,991 0,095
3,360 0,826 0,126

Kruskal-Wallis; p=1.93e-03
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Tjedan

Slika 5. Graficki prikaz usporedbe udjela magnetskih Cestica u sferoidima tumorskih stanica
dojke u razli¢itim vremenskim razdobljima, odnosno nakon 7, 14 i 21 dan. p = 0,00193
(Kruskal-Wallisov test s post hoc Bonferroni-Dunnovom korekcijom.)
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Tablica 2. Prikaz p vrijednosti dobivenih Kruskal-Wallis i Mann-Whitney testom.

Test Razlika izmedu tjedana p
Kruskal-Wallis 1.,2.13. tjedan 0,00193
Mann-Whitney 1.1 3. tjedan 0,01
Mann-Whitney 1.1 2. tjedan 0,01
Mann-Whitney 2.1 3. tjedan 0,14

Tablica 3. Deskriptivna statistika magnetskih Cestica u sferoidima tumorskih stanica dojke
promatranih 7., 14. i 21. dan uzgoja. (IQR- interkvartilni raspon, Q1-kvartila 1, Q3-kvartila 3,

min-minimum, max-maksimum)

Tjedan median IQR Q1 Q3 min max
1 3,660 0,369 3,360 3,729 2,579 3,905
2 0,826 0,172 0,781 0,953 0,551 0,991
3 0,117 0,031 0,095 0,126 0,086 0,169
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5. RASPRAVA

Rak je slozena bolest u kojoj geneticki defekti zajedno sa promjenama komponenata
mikrookoliSa doprinose razvoju, napredovanju i metastaziranju bolesti. Rak dojke smatra se
javnozdravstvenim problemom diljem svijeta te je primarni uzrok smrti u Zena. Unato¢ znatnom
napretku u posljednjih nekoliko desetlje¢a u poboljSanju dijagnostike, prevencije i lije¢enja

raka, jo§ uvijek postoje brojne prepreke u pronalasku u¢inkovitijih metoda lije¢enja (1).

Za otkrivanje uspjeSnog lijeCenja glavnu ulogu predstavljaju modeli za proucavanje
biologije raka i odgovora na lijekove (1). Tu se sve vise isticu 3D modeli koji zauzimaju sve

.....

tumora nego sto je to u 2D kulturama stanica.

3D kultura stanica ¢ini model koji oponasa komunikaciju stanica-stanica i interakciju
stanica-ECM, na taj nacin preslikava in vivo uvjete. Zbog sli¢nosti in vivo uvjetima, odnosno
dostojnog oponaSanja strukture i funkcije tkiva, pogodna je za istrazivanje raka, tkivno
inzenjerstvo 1 bioloska istrazivanja (15). Magnetska levitacija koristi se kao novija metoda
formiranja 3D kulture stanica. Ubraja se u metode bez nosaca te tako omogucuje samostalnu
agregaciju i neadherentne uvjete. UoCena je visoka ucinkovitost analize za probir toksi¢nosti U
3D kulturama primjenom magnetske levitacije $to ju ¢ini pozeljnom i u istraZivanju lijekova
(16).

Primjenom vanjskog magnetskog polja nakon dodavanja magnetskih ¢estica omogucuje se
interakcija izmedu stanica, sljepljivanje i formiranje sferoida. Na taj nain stanicama se
manipulira i daje dodatna kontrola (18). U ovome je radu takoder koristena metoda magnetske
levitacije u svrhu istrazivanja vremena zadrzavanje magnetskih Cestica u sferoidima tumorskih
stanica dojke. Stanice su tretirane magnetskim cesticama te su pracene promjene kroz tri tjedna.
Nakon $to su se sferoidi formirali iz stanica se izlu¢uju Cestice. 1z rezultata je vidljivo da je
najviSe magnetskih Cestica u prvom tjednu promatranja, a kako vrijeme odmice, broj
magnetskih Cestica se smanjuje. Statistickim analizama utvrdeno je statisticki znacajno

smanjenje broja magnetskih cestica izmedu 1. i 3. tjedna.

lako je jednostavna i lako dostupna, ova metoda posjeduje i odredena ogranicenja. Vrijeme
u kojem stanice dolaze u kontakt je znacajno te kontrola veli¢ine stanica jer ju nije moguce
precizno pratiti. U¢inkovitost metode provjerava se pra¢enjem uvjeta okoline poput broja

stanica 1 koncentracije magnetskih Cestica (19).
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3D kulture stanica predstavljaju budu¢nost u brojnim istrazivanjima, gdje magnetska
levitacija kao jedan od nacina formiranja sferoida ima znacajnu ulogu. U daljnjim
istrazivanjima bilo bi korisno poraditi na ograni¢enjima magnetske levitacije radi to¢nosti

rezultata i ispitivanja koje uzgoj 3D kultura donosi.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja zakljuceno je sljedece:

1. Broj magnetskih cestica nakon formiranja sferoida se smanjuje, to¢nije od 1. do 3.
tjedna promatranja vidljivo je smanjenje koli¢ine magnetskih Cestica.
2. Usporedbom izmedu svaka dva tjedna utvrdena je statisticki znacCajna razlika

koli¢ine magnetskih Cestica.
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SAZETAK

7. SAZETAK

Ciljevi: Koristenjem metode magnetske levitacije cilj je uzgojiti sferoide tumora dojke razlicite
starosti, odnosno 7, 14 i 21 dan. Zatim odrediti koli¢inu magnetskih Cestica u sferoidima u

razli¢itim vremenskim razdobljima, odnosno nakon 7, 14 1 21 dan.
Nacrt studije: In vitro studija-kontrolirani pokus.

Materijali i metode: 3D kultura stanica dobivena je koristenjem metode magnetske levitacije.
Stanicama se dodaju magnetske Cestice i uz pomo¢ vanjskog magnetskog polja formiraju se
sferoidi kojima se lako manipulira. Zadrzavanje magnetskih ¢estica u sferoidima stanica tumora
dojke MCF-7 praceno je svjetlosnim mikroskopom na koji je montirana kamera. Prethodno su
sferoidi uklopljeni u medij za kriostatsko rezanje, rezani i bojeni. Fotografije su analizirane u

programu Fiji, a statistika je napravljena u programu R.

Rezultati: Analiziranjem koli¢ine magnetskih ¢estica u sferoidima stanica tumora dojke moze
se uociti da je najvise Cestica vidljivo u 1. tjednu, te da se njihov broj s vremenom smanjuje.

Dobivena je statisticki znacajna razlika izmedu 1. i 3. tjedna.

Zakljuéak: Koli¢ina magnetskih Cestica s vremenom se smanjuje. Broj magnetskih Cestica

znacajno je manji 3. tjedan u odnosu na 1. tjedan.

Klju¢ne rije¢i: Magnetska levitacija; sferoidi; stani¢na kultura; tumor dojke
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8. SUMMARY

Retention of magnetic particles in breast cancer cells spheroids

Objectives: To grow breast cancer spheroids of different ages, i.e., 7, 14, and 21 days, using
the method of magnetic levitation. To determine the number of magnetic particles in the

spheroids at different time periods, i.e., after 7, 14, and 21 days.
Study Design: In vitro study-controlled experiment

Material and methods: 3D cell culture was obtained by the magnetic levitation method.
Magnetic particles were added to the cells and with the help an external magnetic field spheroids
were formed. The retention of magnetic particles in MCF -7 breast cancer cells spheroids were
monitored whit an optical microscope mounted on a camera. Previously, the spheroids were
embedded in a medium for cryostat cutting, cut and stained. Photos were analyzed in Fiji and
statistics is performed in R.

Results: When monitoring the retention of magnetic particles in breast cancer cells spheroids,
the most particles were visible in the 1st week. By the 3rd week, a decrease in the number of
particles was observed. A statistically significant difference was obtained between the 1st and

3rd week.

Conclusion: The number of magnetic particles decreases with time. It is significantly lower in

the 3rd week compared to the 1st week.

Key words: Magnetic fields; cell; cell culture techniques; breast cancer
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