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Sazetak:

Taurin je neproteinska aminokiselina Siroko rasprostranjena u zivom svijetu koja ima vaznu ulogu u
normalnoj funkciji organizma, a povezuje se s rastom i diferencijacijom misi¢a. Cilj ovog rada je
utvrditi diferencijski potencijal i utjecaj na rast koji taurin ima na stani¢nu kulturu misjih mioblasta
C2C12e. Stanice su tretirane 0,75 mM i 7,5 mM koncentracijom taurina tijekom 264 sata. Broj stanica
odredivan je metodom bojanja tripan-plavo, dok je diferencijacija stanica pra¢enja hematoksilin-eozin
bojanjem, pri ¢emu su dobiveni podaci obradeni u programu ImageJ. Stanice pri 0,75 mM pokazale su
trend rasta u prvih 168 sati uzgoja nakon ¢ega im se broj smanjiva pri ¢emu konacni prinos stanica
iznosi 63,06x10* stanica. Prinos u uvjetima 7,5 mM taurina iznosi 134,43x10* stanica. Morfoloska
analiza stanica pokazala je porast diferencijacijskog stupnja tijekom vremena i s povecanom
koncentracijom taurina. Nakon 120 sati uzgoja u mediju za diferencijaciju 37,24 % stanica je
diferenciralo u uvjetima 0,75 mM taurina dok nakon 264 sata njih 83,03 %. 7,5 mM koncentracija
pokaziva postotak od 41,84 % nakon 120 sati, dok 90,91 % nakon 264 sata. Zbog otezanog ocitavanja
rezultata uslijed prerasle povrSine stanicama i odstupanja u odnosu na odredene literaturne podatke
potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se dobili jednoznacni rezultati za utjecaj taurina na
rast i diferencijaciju C2C12 stanica.
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Abstract:

Taurine is a widely present non-proteogenic amino acid found in most living organisms and plays an
important role from early development. It is believed that taurine effects muscle cell growth and
differentiation. The aim of this study is to determine the differentiation potential of taurine on mouse
myoblasts C2C12 in vitro. The cells were treated with 0,75 mM and 7,5 Mm taurine concentration for
264 hours. The number of cells was determined by the trypan-blue method, while cell differentiation
by hematoxylin-eosin method, whereby the obtained data were processed in the ImageJ program.
Cells at 0,75 mM taurine showed a growth trend in the first 168 hours of cultivation, after which their
number decreases, with the final yeald being 63,06x10* cells. The yield under 7,5 mM conditions of
7,5 mM taurine is 134,43x10* cells. Morphological analysis of the cells showed an increase in the
degree of differentiation over time and with increased taurine concentration. After 120 hours of
cultivation in the differentiation medium 37,24 % of cells differentiated in conditions of 0,75 mM
taurine, while after 264 hours 83,03 % of them differentiated. 7,5 mM concentration showed a
percentage of 41,84 % after 120 hours, while 90,91 % after 264 hours. Due to the difficulty in reading
the results because of the overgrown surface with cells and deviations from certain literature data, it is
necessary to conduct additional research in order to obtain unequivocal results for the influence of
taurine on the grown and differentiation od C2C12 cells.
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1. UvOD

Kultura stanica podrazumijeva izuzimanje stanica, tkiva ili organa iz organizma i
njihov uzgoj u kontroliranom umjetnom okruzenju. Uzgoj je omogucen upotrebom
odgovaraju¢eg medija koji sadrzi dovoljno hranjivih tvari za rast te osiguravanjem
povoljnih fizikalno-kemijskih uvjeta. Pocetci primjene mogu se pronaci u 20. stolje¢u
kada je kultura stanica uvedena za proucavanje rasta i razvoja tkiva, biologije virusa,
razvoja cjepiva i proizvodnje biofarmaceutika. U klinickom kontekstu stani¢na kultura
predstavlja model za istrazivanje osnovne stani¢ne biologije, mehanizama bolesti,

proizvodnju cjepiva, monoklonskih protutijela, cjepiva i stanica za transplataciju.

U ovom radu koriStena stani¢na linija su C2C12 mioblasti, uspostavljeni iz bedrenog
miSica Zenke miSa nakon ozljede prignjeCenja. Stanice imaju mogucénost in Vitro
diferencijacije u uvjetima smanjene koncentracije faktora rasta. Oc¢ituje se kao izduzivanje
i stanjivanje stanica pri ¢emu stanice fuzioniraju u viSejezgrene oblike koji se nazivaju
miotube. Kao takve stanice su model za istrazivanja diferencijacije i fiziologije miSi¢nih
stanica, lijekova 1 testiranje toksicnosti, biomedicinskog i tkivnog inZenjerstva, bolesti kao

Sto je miSi¢na distrofija i dr.

Taurin je pB-sulfonska aminokiselina prisutna u organizmu od zaceCa. Najvisa
koncentracija taurina zabiljeZena je u miSi¢ima, srcu, mreznici oka i mozgu gdje igra
vaznu ulogu u neurotransmisiji. Nedostatak taurina moZe rezultirati medicinskim
problemima kao Sto su bolesti srca i jetre. Pretpostavlja se antipsihoti¢na aktivnost taurina
kao i stabilizacija raspoloZenja. Utjecaj taurina na stanice je predmet raznih istrazivanja,
medutim, cilj ovog istrazivanja je proSiriti znanje o utjecaju taurina na rast 1
diferencijaciju C2C12 stanica. Na§ odabir testnih koncentracija taurina oslanja se na
literaturne podatke prema kojima misSja plazma sadrzi 740 do 770 uM (Froger i sur.,
2014).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MiSiéni sustav

Misi¢ se definira kao tkivo koje se sastoji od specijaliziranih stanica sposobno
kontrahirati se s ciljem postizanja pokreta. Ljudsko tijelo se sastoji od preko 600 misi¢a, a
zajedno s kostima pokre¢u ljudsko tijelo i Cine sustav organa za kretanje. Rad miSica
kontroliran je sredi$njim ziv€anim sustavom. Skup svih miSic¢a ¢ini 40 % tjelesne mase
covjeka, dok je miSi¢na masa muskarca u prosjeku 15 % veca nego kod Zena.

Glavna svojstva misi¢nog tkiva su podrazljivost, kontraktilnost, rastezljivost i
elasti¢nost. Podrazljivost podrazumijeva odgovor na stimulanse, dok kontraktilnost
sposobnost kontrakcije. Rastezljivoséu je mi§i¢ u mogucnosti postici istezanja bez opasnosti
od kidanja te nakon prestanka napora poprima svoj pocetni izgled. Kao takav, misiéni sustav
obavlja jako vazne funkcije u ljudskom organizmu Sto podrazumijeva proizvodnju sile,
pokret, podrsku polozaju tijela, stabilnost zglobova, odrzavanje normalne tjelesne
temperature, davanje forme tijelu itd.

Bez obzira na morfologiju i tip misi¢no tkivo se sastoji od specijaliziranih stanica
nazvanih miSi¢ne stanice ili miociti, ali poznatih i kao miSi¢na vlakna zbog velike duljine i
izgleda. Miociti su karakterizirani aktinom 1 miozinom koji nose zajednicki naziv proteinski
filamenti. Klizaju¢i jedan pored drugog proizvode kontrakcije koje pokrecu dijelove tijela,
ukljucujuéi unutarnje organe. Navedeni proteini nisu specifiéni za miSi¢ne stanice nego se
mogu pronaci i u drugim vrstama stanica. Medutim, miocite karakterizira obilje aktina i
miozina unutar citoplazme do te mjere da zauzimaju veci dio unutraSnjosti. Filamenti su
orijentirani duz jedne osi ¢ime se omogucuje kretanje na linearan na¢in (Cooper, 2013)

Misi¢i se kod veéine kraljeznjaka dijele na poprec¢no-prugaste (skeletni), glatke i
sr¢ani miSi¢. Svaka vrsta sadrZi jedinstvene komponente, funkcije 1 patologiju. Skeletni miSic¢i
su u potpunosti vezani na kostur i ¢ine ve¢inu miSi¢nog tkiva organizma. ViSejezgrena vlakna
su pod kontrolom somatskog ziv€anog sustava i izazivaju kretanje. RitmiCka kontrakcija
sr¢anog miSi¢a regulirana je sinoatrijskim ¢vorom, sr€anim stimulatorom. Bez obzira §to je
specijaliziran, popre¢no-prugasti misi¢ nije pod kontrolom volje. Glatki misi¢ oblaze utrobu,
krvne zile i dermis i njime upravlja autonomni Ziv€ani sustav zbog ¢ega, takoder, ne podlijeze

kontroli volje (Alexander McNeill i sur., 2023)



2.2. Kultura zivotinjskih stanica

2.2.1. Definicija i povijest

Kultura stanica odnosi se na in vitro odrzavanje i razmnozavanje eukariotskih stanica
tkiva ili organa u odgovaraju¢em umjetnom okruzenju. Pod definiranim uvjetima je moguce
mnoge Zzivotinjske stanice potaknuti na rast izvan ishodiSnog tkiva ili organa uz dodatak
medija koji sadrzi hranjive tvari i faktore rasta. Stanice se mogu ukloniti direktno iz tkiva ili
razdvojiti enzimski ili mehani¢kim putem prije kultivacije. Takoder, mogu potjecati iz
stani¢ne linije ili stani¢nog soja koji je veé prije uspostavljen (Merma i sur., 2020). Rast je
karakteriziran diobom stanica (mitoza) ili drugim procesima, poput diferencijacije, tijekom
kojih stanice formiraju oblike sposobne funkcionirati analogno tkivima ili organima u
organizmu (Lynn, 2009).

Sredinom 1900-ih kultura Zzivotinjskih stanica je postala uobiCajena laboratorijska
tehnika, ali koncept odrzavanja zivih stani¢nih linija izvan izvornog tkiva je otkriven u 19.
stoljeu. Kultura zivotinjskih stanica danas predstavlja vazan alat u podru¢ju znanosti o
zivotu, ekonomije te komercijalizacije (Verma i sur., 2020). Kulture stanica se koriste za in
Vitro testiranja, za proizvodnju bioloskih spojeva kao $to su rekombinantni proteini ili
antitijela. Razvoj tehnologije uzgoja eukariotskih stanica pod definiranim laboratorijskim
uvjetima u kasnim 1940-ima omogucio je velike napretke u karakterizaciji virusnih patogena

kao i razvoja virusnih cjepiva npr. cjepiva protiv djecje paralize (Sykes, 2023).

2.2.2. Podjela zivotinjskih kultura

Precijepljivanje je proces subkulturiranja stanica kako bi se proizveo velik broj stanica
1z postojecih. Subkulturiranjem se dobiva homogenija stani¢na kultura te se izbjegava starenje
izazvano visokom gustocom stanica. Cijepanje stanica ukljucuje prijenos manjeg broja stanica
u novu posudu gdje se mogu razmnozavati, karakterizirati i pohraniti. Prilijepljene stani¢ne
kulture treba odvojiti od povrsine posude. Proteini koji se izluCuju stvaraju ¢vrstu vezu
izmedu stanica 1 povrSine. Za razbijanje takvih proteinskih mostova koristi se mjeSavina
tripsina 1 EDTA. Tripsin razgraduje proteine te djeluje kao proteoliticki enzim koji hidrolizira

peptidne veze proteina, dok EDTA izdvaja metalne ione koji mogu inhibirati i ometati



aktivnost tripsina (Verma i sur., 2020).

Ovisno o potrebi stanica za ¢vrstom povr$inom za rast one se dijele na adherentne i
suspenzijske. Stanice ovisne o usidrenju/adherentne zahtijevaju stabilnu netoksi¢nu i bioloski
inertnu povrSinu za pri¢vrSéivanje 1 rast. Stanice neovisne o usidrenju/suspenzije ne
zahtijevaju ¢vrstu povrsSinu. Izvor takvih stanica je odluc¢ujuci faktor nacina uzgoja npr. krvne
stanice su suspendirane u plazmi te je lako uspostaviti njihovu suspenzijsku kulturu (Gaurina
Srcek 1 sur., 2020).

Primarnu kulturu predstavljaju stanice izolirane iz tkiva i organa te proliferirane pod
odgovaraju¢im uvjetima mehanickom ili kemijskom dezintegracijom 1ili enzimskom
digestijom. Takve stanice se poti¢u na rast u prikladnim staklenim ili plasti¢cnim posudama sa
slozenim medijem. Kulture su obi¢no heterogene, ali i dalje reprezentativne za tipove stanica
u tkivima iz kojih potjecu. Veliki nedostatak primarnih kultura su ograniceni zivotni vijek te
moguce kontaminacije. U ovoj fazi, stanice se obi¢no moraju subkulturirati (tj. presaditi) u
nove posude sa svjezim medijem za rast kako bi se osigurao dovoljan prostor za daljnji rast.
Nakon prvog subkloniranja, primarna kultura postaje stani¢na linija ili subklon (sekundarna
linija). Stani¢ne linije izvedene iz primarne kulture imaju ogranicen, ali dugotrajan Zivotni
vijek. Procesima njihova presadivanja dominiraju stanice s najve¢im kapacitetom rasta, $to
rezultira odredenim stupnjem genotipske i fenotipske uniformnosti u populaciji. Stanice u
ovom sustavu imaju tendenciju generiranja aberantnih stanica i diferencijacije tijekom
odredenog vremenskog razdoblja. Kada je subpopulacija stani¢ne linije odabrana iz kulture
kloniranjem ili nekom drugom geneti¢kom metodom postaje stani¢ni soj. Stani¢ni soj ¢esto
dobiva dodatne geneticke promjene prije uspostavljanja roditeljske linije. Normalne stanice se
obi¢no dijele ograni¢en broj puta prije gubitka sposobnosti proliferacije, Sto je genetski
odreden slucaj zvan starenje, stoga su poznate kao konacne stani¢ne linije. Medutim, neke
stani¢ne linije postaju besmrtne kroz proces transformacije, koji moze biti spontan ili kemijski
ili virusno izazvan. Kada se konacna stani¢na linija podvrgne transformaciji te stekne
sposobnost diobe na neodredeno vrijeme, postaje kontinuirana stani¢na linija (Thermo fisher

scientific, 2020, Verma i sur., 2020)

2.2.3. Uvijeti uzgoja

Uvjeti uzgoja variraju za svaki tip stanica, ali umjetno okruzenje u kojem se stanice
uzgajaju uvijek se sastoji od prikladne posude koja sadrzi supstrat ili medij koji opskrbljuje
esencijalnim hranjivim tvarima (aminokiseline, ugljikohidrati, vitamini, minerali), tvarima

4



rasta, hormonima i plinovima (O, CO) te regulira fizikalno-kemijski okoli§ (pH, osmotski
tlak, temperatura). Kako je prije spomenuto, vecéina stanica ovisna je o povrsini uzgoja, te u
skladu s tim moraju se uzgajati pri¢vrs¢ene na ¢vrsti ili polucvrsti supstrat (adherentna ili
jednoslojna kultura), dok se druge mogu uzgajati plutaju¢i u mediju (suspenzijska kultura)
(Thermo fisher scientific, 2020)

Za in vitro rast i odrzavanje zZivotinjskih stanica nuzno je §to vjernije oponasati in vivo
uvjete. Vazni okolisni faktori su mediji u kojem se stanice nalaze, supstrat u kojem rastu,
temperatura, koncentracija kisika i ugljikovog dioksida, pH, osmolalnost. (Merma i sur.,
2020). Medij omogucuje prezivljavanje, funkcioniranje stanice i proliferaciju pri ¢emu
kvaliteta i vrsta medija direktno utjeCu na uspjeSnost spomenutog. Prirodni mediji se sastoje
isklju¢ivo od prirodnih bioloskih tekuéina. Korisni su i primjenjivi za Sirok raspon kultura
zivotinjskih stanica. Glavni nedostatak je loSa reproducibilnost zbog nepoznavanja tocnog
sastava. U prirodne medije ubrajaju se limfa, ekstrakti koko§jeg embrija, jetre, amnionska
tekuc¢ina itd. Umyjetni ili sinteticki mediji se pripremaju dodatkom hranjivih tvari (organskih 1
anorganskih), vitamina, soli, O, i CO; plinovite faze, proteina, ugljikohidrata i kofaktora.
Sintetski mediji dijele se u Cetiri podskupine koje su: medij koji zadrzi serum, medij koji ne
sadrzi serum, kemijski definirani i medij koji ne sadrzi proteine. Fetalni govedi serum (engl.
Fetal Bovine Serum, FBS) je najkoriSteniji serum koji se dodaje medijima za uzgoj
zivotinjskih stanica. Serum osigurava nosaCe za labilne 1 u vodi netopljive hranjive tvari,
hormone i faktore rasta te veZe i neutralizira toksi¢ne dijelove. Prisutnost seruma ima svoje
nedostatke 1 moze do¢i do pogreSaka u tumacenju kod imunoloskih istrazivanja. Mediji bez
seruma su opcéenito formulirani za uzgoj kulture jedne vrste stanica kao Sto je DMEM (engl.
Dulbecco's Modified Eagle Medium) za mati¢ne stanice koji ukljucuje definirane koli¢ine
faktora rasta, lipoproteina i drugih proteina koje inace osigurava serum. Kemijski definirani
mediji sadrZe Ciste anorganske i organske supstancije bez kontaminacije. S obzirom kako
medij bez proteina potiCe intenzivan rast stanica, ekspresiju proteina i olakSava daljnje
proc¢is¢avanje bilo kojeg produkta razvijeni su mediji koji ne sadrze proteine kao Sto je MEM
(engl. Minimum Essential Medium) kojemu se proteinski dodatak dodaje samo kada je

potrebno. (Barnes i sur., 1984).

2.2.4. Postupci vizualizacije stanica bojanjem

Potreba za bojanjem stanica i tkiva proizlazi iz nemoguénosti razlikovanja odredenih

strukturnih jedinica. Bojanje se temelji na razli¢itim fizikalno-kemijskim svojstvima i

5



interakcijama boje, otapala i stanicnih struktura. Zadrzavanje boje u bioloSkom materijalu
ovisi o afinitetu boje prema stani¢nim strukturama tj. afinitetu boje prema otapalu. Ovisno o
selektivnosti boje prema dijelovima stanice moguce je postic¢i razli¢ita obojenja razliitih
stani¢nih struktura. Vec¢ina boja su neutralne soli s kiselim ili bazi¢nim radikalima zbog cega
se kao osnova bojanja Cesto koriste svojstva kiselosti odnosno bazi¢nosti. Anioni kiselih boja
imaju visok afinitet za bazi¢ne dijelove stanice (npr. citoplazma, proteini u kiselom
okruzenju), dok kationi bazi¢nih boja boje kisele dijelove (npr. jezgra, hrapavi ER, ribosomi).
Struktura bojana bazicnom bojom naziva se bazofilnom, dok ona kiselom bojom acidofilnom.
Vrsta interakcije koja omogucava bojanje je 1 metakromazija. To je metoda nakupljanja boje
koja dobiva drugu nijansu u odnosu na monomerni oblik. Kod transmisijske elektronske
mikroskopije preparati se boje atomima teSkih metala (osmij, tungsten, krom itd.) koji u
odnosu na atome organskih spojeva rasprsuju elektrone (Suvarna i sur., 2012).

Klasiéni primjer bojanja na osnovu kiselosti i bazi¢nosti je hematoksilin-eozin bojanje.
Hematoksilin je neutralna boja, ali komponenta koja daje boju (kromofor) nalazi se u
kationskom ili bazi¢nom srediStu molekule Sto je izvor afiniteta prema kiselim strukturama.
Boji uglavnom stanicne jezgre jer sadrze nukleinske kiseline nijansama tamnoplave i
ljubicaste boje. Za svoj aktivni oblik mora biti u oksidiranom stanju i vezan za metal. Eozin je
crveno-ruzicasta boja koja se priprema u alkoholu (95 %-tni etanol) zbog netopljivosti u vodi.
Negativno je nabijen, dakle boji bazicne strukture kao $to je citoplazma. Metoda bojanja se
najcesce koristi u histologiji i omogucuje lokalizaciju jezgre 1 izvanstani¢nih proteina (Cooper
i sur., 2013)

Postoje 1 mnogo slozenije vrste bojanja kao S§to su trikromne, tetrakromne,
pentakromne koje zahtijevaju uporabu tri, Cetiri, odnosno pet razli¢itih boja. Prikladne su za
razluc¢ivanje odredenih podjedinica sustava koji se standardnom metodom ne razlikuju od
okolnog tkiva. Prednost takvih bojanja je razlikovanje vezivnog i miSi¢nog tkiva koja se u
standardnoj hematoksilin-ecozin metodi boje eozin ruzi¢astom nijansom. Moguce je razlicito
obojati 1 razli¢ite vrste vezivnih vlakana. Histokemijske metode osnivaju se na kemijskim
reakcijama boje i sastojaka tkiva ¢ime se detektira prisutnost konkretnih polisaharida,
oligoraharida, lipida, razli¢itih enzima. Podvrste takvog bojanja su imunohistokemijska i
imunofluorescencijska bojanja koja koriste protutijela u kombinaciji sa drugim biljezima Sto
mogu biti enzimi i flourescentne molekule. Preparati bojani flourescentnim bojama
promatraju se na posebnom tzv. flourescentnom mikroskopu kojemu je izvor svjetlosti
ultraljubicasta lampa. Flourescentna boja obasjana UV-svjetlom emitira svjetlost odredene

boje u vidljivom dijelu spektra (Dykstra, 1992).



2.2.5. Primjena stanica

Uklanjanjem tkiva ili stanica iz organizma moguce je odrediti utjecaj to¢no odredenih
spojeva na njih. Takoder, kulture stanica je moguce koristiti za istrazivanje raznih patogena jer
je to Cesto jedini nacin uzgoja izvan domacina, ¢ime se olakSava njihovo proucavanje (Lynn,
2009). Mnogi biotehnoloski proizvodi (npr. virusna cjepiva) ovisni su 0 masovnom uzgoju
zivotinjskih stani¢nih linija. Mnogi jednostavniji proteini proizvode se pomocu rDNA u
bakterijskim kulturama, medutim, sloZeniji proteini koji su glikozilirani moraju se proizvoditi
tehnologijom zivotinjskih stanica. Tehnologija Zivotinjskih stanica pronalazi primjenu u
raznim podrucjima istrazivanja kao Sto su: ispitivanje toksi¢nih ucinaka novih lijekova,
proizvodnja cjepiva i farmaceutskih lijekova, genska terapija, karakterizacija stanica raka,
uloga raznih kemikalija, virusa i zraCenja na stanice itd. Kultura stanica sisavaca danas
predstavlja osnovu za proizvodnju bioloski znacajnih proizvoda kao §to su hormoni, antitijela,

interferoni, faktori zgruSavanja i cjepiva (Merma i sur., 2020).

2.3. Mioblasti

Bez obzira $to se sastoji od visokodiferenciranih miSi¢nih vlakana s periferno
smjeStenim postmitotskim jezgrama miSi¢no tkivo je sposobno regenerirati se. Mogucénost
misiéne regeneracije proizlazi iz stanica smjeStenih izmedu sarkoleme i bazalne membrane
miSi¢nog vlakna. Takve stanice zbog svog perifernog poloZaja nazvane su satelitske stanice 1
odgovorne su za stvaranje novih miSi¢nih stanica, tj. mioblasta. Satelitske stanice su mitotski
mirne stanice koje mogu biti aktivirane traumom, boleS¢u ili nekim promijenjenim stanjem.
Nakon aktivacije dolazi do proliferacije kojom nastaju mioblasti (Bajek i sur., 2015).

Mioblasti su postmitoticke, mononuklearne stanice sposobne za fuziju i kontraktilnu
sintezu proteina. Mioblasti su embrionalni prekursori miocita i diferenciraju u misi¢ne stanice
procesom koji se naziva miogeneza. Tijekom miogeneze mioblasti fuzioniraju u viSejezgrene
miotube, koje kasnije postaju miSi¢na vlakna. Prema in vitro istraZivanjima veéina mioblasta
¢e se mitotski dijeliti kada postoji dovoljna koncentracija faktora rasta. Nasuprot tome,
nedovoljna koli¢ina faktora rasta dovodi do prestanka stani¢ne diobe. To na kraju rezultira
diferencijacijom mioblasta u miotube. Miotube su viSejezgreni cilindri¢ni oblici stanica koji

nastaju spajanjem mioblasta i ¢esto se nazivaju sincicijalne stanice. Mioblasti se klasificiraju



kao mioblasti skeletnih miSi¢a, mioblasti glatkih miSi¢a i mioblasti sr¢anog miSi¢a, ovisno o

vrsti miSi¢ne stanice u koju ¢e se diferencirati. (Birbrair i sur., 2013, Rolak, 2011)

2.3.1. C2C12 stanice

C2C12 je subklon iz linije mioblasta koje su generirali Blau, Chiu i Webster (1983.) iz
linije mioblasta C2 koju su izolirali Yaffe i Saxel (1977). C2 linija izvorno je izvedena iz
satelitskih stanica bedrenog misi¢a C3H Zenke miSa stare 2 mjeseca, 70 sati nakon ozljede
prignjecenja, s ciljem prouc¢avanja misi¢nih distrofija in vitro. (Diokmetzidou i sur., 2016).

Misi¢na distrofija je nasljedni poremecaj koji se ocituje progresivnim troSenjem
skeletnih misi¢a, te kao takva je zahtjevna za istrazivanja u in vivo uvjetima zbog sloZene
interakcije izmedu tkiva. RjeSenja problematike trazili su se u ljudskim ili Zivotinjskim
kulturama distrofiénih misi¢a. Tkivni eksplantati i monoslojne primarne stani¢ne kulture
sadrze heterogenu stani¢nu populaciju, pri ¢emu se sastav moze razlikovati u normalnim i
distrofi¢nim misi¢nim kulturama. U takvim eksperimentima teSko je razlikovati intrinzi¢na
svojstva miogenih stanica od ucinaka drugih stanica. Takvi eksperimenti su, doista, davali
proturjecne rezultate. Stoga su uslijedili pokusaji dobivanja stani¢nih kultura Cistih populacija
miogenih stanica iz distroficnih misi¢a. (Yaffe i Saxel, 1997). Od tada je subklon C2C12
naSiroko koriSten kao model stani¢ne kulture na podrucju skeletnih misica. U uvjetima
visokog sadrZaja seruma lako proliferiraju, dok u uvjetima niskog sadrzaja seruma
diferenciraju i stapaju se u sincicij s vise jezgara koji se naziva miotubom. Medutim, stanice
ne oponasaju savrseno in vivo misi¢na vlakna. Kontraktilni proteini prisutni u stanicama su
obi¢no neorganizirani i rijetko tvore poravnate sarkomere, a proucavani bioloski putovi Cesto
ne predstavljaju zrele misi¢e (Denes i sur., 2019). Stanice osiguravaju in vitro model za
sljede¢e skupine istrazivanja: diferencijacija miSi¢nih stanica, fiziologija miSi¢a, odabir
lijekova 1 testiranje toksi¢nosti, biomedicinsko i tkivno inZenjerstvo te studije kultiviranog
mesa. Stanice je moguce potaknuti na diferencijaciju u zrele misi¢ne stanice §to omogucuje
istrazivanje molekularnih i stani¢nih mehanizama bitnih za razvoj stanice. C2C12 stanice su
bitne za proucavanje miogeneze, proces razvoja misica, i faktora koji je reguliraju kao $to su
MyoD 1 miogenin. Kao model za istrazivanja miSi¢ne fiziologije moguce je potaknuti
ponasanje stanica kakvo je u uvjetima bolesti i zatim istraZivati potencijalna terapeutska
sredstva. C2C12 stanice je moguce koristiti kako bi prosirili znanje o metabolickim procesima
koji se pojavljuju u mis$i¢nim stanicama, §to ukljucuje proizvodnju energije, metabolizam
lipida 1 koriStenje glukoze. Moguce je utvrdivati efekte uzrokovane lijekovima 1 toksi¢nost
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koju oni izazivaju na stanice miSi¢a. U tkivnom inzenjerstvu sluze za razvoj misSi¢nog tkiva u
svrhu regenerativne medicine te kao test kompatibilnosti biomaterijala sa miSi¢nim stanicama.
lako se direktno ne koriste za proizvodnju kultiviranog mesa moguce ih je Kkoristiti za
poboljsanje aspekta misi¢nog tkiva kultiviranog mesa (Jang i sur., 2022, Abdelmoez i sur.,
2020, Chen i sur., 2019)

C2C12 stanice predstavljaju vrijedan alat u istrazivanjima misi¢ne biologije,
diferencijacije stanica, molekularne signalizacije i raznih drugih aspekta biologije i medicine.

Medutim, najceSce su koristene za istrazivanja razvoja misic¢a i uz to vezanih bolesti.

2.3.2. Diferencijacija C2C12 stanica i regulacija procesa

Diferencijacija misi¢nih mioblasta je strogo kontroliran, visestupanjski proces tijekom
kojeg se pojedinacne stanice u pocetku slobodno dijele, zatim poravnavaju i spajaju kako bi
formirale viSejezgrene miotube. Takvo ponaSanje stanica prikazano je shematski i uslikano
laboratorijskom opremom na Slici 1. Proces je in vivo sloZeno reguliran Sirokim spektrom

faktora rasta, trofi¢nosti i drugih ¢imbenika (Das i sur., 2007).

a
KONFLUENTNOST
e DIFERENCIJACIJA PS FUZIJA °, o
° == ] °. E——— ® %
°
MIOBLASTI MIOTUBE

Slika 1. a) Shematski prikaz procesa stvaranja viSejezgrenih miotuba; b) Diferencijacija

stanica u laboratoriju pra¢ena mikroskopiranjem tijekom 6 dana (Niioka i sur., 2018)

Miogeni regulatorni ¢imbenici (engl. myogenic regulatory factors, MRF), miogeni
faktor 5 (engl. myogenic factor 5, MF5), miogeni diferencijacijski antigen (engl. myogenic
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differentiation antigen, MyoD), miogenin (engl. myogenin, MYOG) i miogeni faktor 4 (engl.
myogenic factor, MRF4) ¢lanovi su osnovne obitelji transkripcijskih faktora koji kontroliraju
diferencijaciju stanica skeletnih misica. TeSki lanci miozina (engl. myosin heavy chains,
MyHCs) su ¢imbenici koji utjeCu na funkciju, rast i razvoj miSi¢a. Desmin je c¢lan
intermedijarnih filamenata (engl. intermediate filament, IF), specifi¢an je za miSi¢e te poznat
kao miogeni marker u skeletnim misi¢ima. Proliferacija 1 diferencijacija C2C12 stanica su,
takoder, regulirane sloZenim signalnim putovima kao $to su mTOR, Notch i transformirajuci
faktor rasta (engl. transforming growth factor, TGF-B). Obitelj TGF-f polipeptidnih citokina
djeluje na stanicu vezanjem faktora na TGF-B receptore (TPR) na stani¢noj membrani.
tip 3 (TBR-3), dolazi do fosforilacije Smad2 i Smad3 proteina. Aktiviran jednim od TPBR
receptora, protein Smad2/3 stvara kompleks sa Smad4 koji translocira unutar jezgre stanice
gdje regulira transkripciju ciljnih gena vezanih za proces diferencijacija, ali i rasta, apoptoze i
migracije. Miocilin (engl. myocilin, MYOC) je glikoprotein koji se eksprimira pri jako
visokoj koncentaciji skeletnih misi¢a. Lokaliziran je na membrani i uslijed povecane fuzije
stanice tijekom diferencijacije povecana je i ekspresija MYOC. Dakle, MYOC je sposoban
promovirati C2C12 diferencijaciju mioblasta u miotube. Regulacija se odvija uz pomo¢
kaveolin-1 (engl. Caveolin-1, CAV1) proteina. CAV1 je 22 kDa velik membranski protein
koji regulira aktivnost receptora i pomaze pri organizaciji i sastavljanju ostalih proteina u
signalnom putu. Kao takav CAV1 vezan s MYOC kontrolira fosforilaciju Smad2 i Smad4
proteina ¢ime ima utjecaj na cijeli TGF-P put i aktivaciju procesa diferencijacije C2C12
stanica. Povecanu ekspresiju MYOC prati i ekspresija MYH2 (engl. myosin heavy chain 2) i
MYOG regulatora. (Zhang i sur., 2021) In vitro diferencijacija je odredena potrebom za
optimalnom gusto¢om kulture kako bi doSlo do potpuno ekspresije miSiénih gena. Potrebno je
osigurati povrSinu preraslu stanicama kako bi se signali mogli prenositi izmedu stanica. Takav
stanica-stanica kontakt ovisi o0 medudjelovanju povrSinskih molekula. Funkcije molekula su

vazne za organizaciju tkiva te u odgovorima na podraZaje iz okoline.

2.4. Taurin

Taurin (Tau) je B-sulfonska aminokiselina (2-aminoetansulfonska kiselina) koja ne
ulazi u sastav proteina te se u tkivima moze pronac¢i u slobodnom obliku (Hamper, 2016).
Cesto se svrstava u skupinu osnovnih aminokiselina, iako u najstrozem smislu ne pripada toj

skupini, te je produkt metabolizma cisteina, standardne aminokiseline. Neesencijalan je
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nutrijent koji stvara jetra (Kapalka, 2010).

Najvisa koncentracija taurina je u srcu, misi¢ima, mozgu i mreznici oka. S obzirom na
sudjelovanje u nekoliko metabolickih putova poznat je Sirok raspon bioloskih uloga taurina.
Sudjeluje u osmoregulaciji, stvaranju Zzu¢nih soli, antioksidaciji, uspostavljanju stabilnosti
staniéne membrane, regulaciji stani¢nog volumena, glutamata, funkciji neurotransmitera,
glikolizi, modulaciji rasta, vida i odrzavanju homeostaze kalcija. Siroko je rasprostranjen u
svim zivotinjskim tkivima i uistinu malo, ako uopce, u biljnom carstvu. Mnogi sisavci imaju
sposobnost koristiti ili glicin ili taurin za konjugaciju zu¢ne kiseline dok npr. macke i psi
koriste isklju¢ivo taurin (Hamper, 2016, Mai i sur., 2022).

Prisutnost taurina u mozgu igra vaznu ulogu od zaceca. lako nije utvrdeno postojanje
specifi¢nih receptora za taurin vazan je za neurotransmisiju. U procesu embrionalnog i ranog
postnatalnog razvoja taurin djeluje kao glavni neurotransmiter u mozgu imajuci, u veéini
podru¢ja, mnogo veée koncentracije od gama-aminomaslaéne kiseline (engl. gamma-
aminobutyric acid, GABA), koja je glavni neurotransmiter za regulaciju aktivnosti mozga
(Roysommuti i Wyss, 2015). Nakon apsorpcije putuje kroz tijelo nakon ¢ega prolazi mozdanu
barijeru i ulazi u neurone. U stanici zadrzava kalij i magnezij, a natrij drzi izvan. Kao takav
moze utjecati na aktiviranje neurona (Kapalka, 2010). S obzirom na nisku de novo sintezu
taurina u mozgu potreba egzogenog taurina za normalan rast, razvoj i funkciju mozga je
velika. Perinatalni nedostatak taurina utjeCe na ucenje, pamcenje i neuralnu kontrolu krvnog
tlaka u odrasloj dobi, dok dodatak istog smanjuje mogucu pojavu nekih neuroloskih
poremecaja (Roysommuti i Wyss, 2015).

Unutarstani¢na razina taurina regulirana je unosom taurina kroz transporter taurina i
endogenom sintezom iz metionina i cisteina. Ukupna koncentracija taurina u tijelu regulirana
je bubreznom reapsorpcijom. Kada je unos taurina hranom ili sinteza taurina smanjena,
izlu€ivanje mokra¢om opada zbog povecane reasorpcije u bubreznim tubama. Hrana bogata
taurinom su ribe 1 Skoljke. Svjetska epidemioloska istraZivanja pokazala su kako je unos
taurina procijenjen 24-satnim izlu¢ivanjem taurina urinom bio obrnuto povezan sa smrtnosc¢u
od kardiovaskularnih bolesti, posebno smrtnosti uzrokovane koronarnom bolesti srca.
Takoder, taurin §titi od oStecenja tkiva, $to je vjerovatno povezano sa prevencijom raznih
bolesti (Murakami i Yamori, 2013). Takoder, preostali taurin u organizmu se konjugira u
zucne soli 1 izlucuje u zuc, odakle se transportira u dvanaesnik gdje sudjeluje u metabolizmu
raznih lipida (Kapalka, 2010).

Manjak taurina moze rezultirati raznim medicinskim problemima, ukljucujuéi bolesti

srca 1 oSteCenje jetre. Dokazan je utjecaj smanjenja pretilosti te moguénost smanjenja
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kolesterola u krvi. Taurin moZe povecati snagu i ucinkovitost kontrakcije sr¢anog misic¢a kod
oboljelih od kongestivnog zatajenja srca. Pretpostavlja se 1 utjecaj na lije¢enje anksioznosti
stabilizaciju raspoloZenja i antipsihoti¢na aktivnost. Taurin ima i vaznu ulogu u regulaciji
luCenja inzulina, to¢nije stimulira lucenje. Utvrdeno je da kod miSeva taurin potencira ucinke
leucina i glukoze na lucenje inzulina mehanizmom koji je neovisan o alosterickoj aktivaciji
glutamat dehidrogenaze. Ucinak taurina na metabolizam glukoze se takoder ocituje u
pojacavanju stimulativnih u¢inaka glukoze i inzulina. Nekoj djeci nedostaju enzimi koji su
esencijalni za metaboliziranje taurina zbog ¢ega se od 1980-ih dodaje djecjoj hrani. Ponekad
se dodaje energetskim pi¢ima, ali njegov energetski ucinak nije dokazan (Kapalka, 2010,

Nisoli i sur., 2013).
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3.

3.1.

3.1

3.1

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijali

1. Kemikalije

Aluminij kalij sulfat (Kemika, Zagreb, RH)

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Capricorn Scientific, Njemacka)
Eozin B (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Etanol, 96 % (Kemika, Zagreb, RH)

FBS (Fetal Bovine Serum) (Capricorn Scientific, Njemacka)
Hematoksilin (Kemika, Zagreb, RH)

HS (Horse Serum) (Capricorn Scientific, Njemacka)

Kalijev jodat (Kemika, Zagreb, RH)

Octena kiselina (Honeywell, SAD)

PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Penicilin/Streptomicin otopina (Capricorn Scientific, Njemacka)
Taurin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Tripan-plavo (Gibco, SAD)

Tripsin-EDTA (Gibco, SAD)

.2. Otopine
e Otopina hematoksilina
Aluminij kalij fosfat 250
Hematoksilin 50 mg
Kalijev jodat 10 mg
Octena kiselina 1mL
Destilirana voda 50 mL
e Otopina eozina
Eozin 19
Etanol 80 mL
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Destilirana voda 20 mL

e Otopina taurina (300 mM)
Taurin 0,3758 g
DMEM 10 mL

e Otopina taurina (0,75 mM)
Otopina taurina (300 mM) 100 uL
HS 40 mL

e Otopina taurina (75 mM)
Otopina taurina (300 mM) 1 mL
HS 40 mL

3.1.3. Uredaji i oprema

- Hladnjak (-80 °C), DirectFREEZE -86 °C, ULTRA LOW (Nuve, Turska)

- Hladnjak (4 °C i -20 °C) (Gorenje, Slovenija)

- Inkubator s kontroliranom atmosferom CO> (Iskra PIO, Slovenija)

- Inverzni mikroskop (Zeiss, Njemacka)

- Komora za sterilni rad (Kambic, Slovenija)

- Laboratorijski pribor (Pipete, nastavci za pipete, vaga, epruvete 1,5 mL, menzure,
laboratorijske case)

- Ploca s 24 jazice (Corning, SAD)

- Svjetlosni mikroskop (Zeiss, Njemacka)

- Tresilica (Biosan, Latvija)

3.1.4. Stani¢na linija C2C12

U ovome radu koriStena je stani¢na linija C2C12, predstavlja stanice miSjih
skeletnih mioblasta dobavljenih iz banke stanica American Type Cell Collection. Osnovni
medij za uzgoj je DMEM uz dodatak FBS-a $to omogucuje kompletnu hranjivu okolinu.

Stani¢na linija je sposobna diferencirati u uvjetima niskog sadrzaja seruma (HS) $to je ¢ini
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pogodnom za istrazivanja miSi¢a. Adherentna je stanic¢na linija Sto znaci da zahtjeva ¢vrstu

povrsinu za rast i razvoj.

3.2. Metode rada

3.2.1. Uzgoj C2C12 stanica i tretman taurinom

Stanice se prije uporabe Cuvaju na temperaturi nizoj od -130 °C. Prilikom
korisStenja stanica najprije ih je potrebno odmrznuti u vodenoj kupelji tijekom 2 minute na
temperaturi od 37 °C na kojoj se poslije 1 uzgajaju pri kontroliranom atmosferom CO?2.
Sadrzaj ampule se inokulira u 9 mL kompletnog hranjivog medija za uzgoj C2C12 stanica.
Centrifugiranjem 5-7 minuta pri 125 x g uklanja se medij za zamrzavanje, uklanja se
supernatant, a talog se resuspendira u mediju za uzgoj. Takva suspenzija se zatim
prebacuje u T-bocu i stavlja u inkubator. Tijekom narednog perioda uzgoja stanice se
pri¢vrste za podlogu posude pri ¢emu stanice gube ovalni oblik §to se na mikroskopu vidi
kao izduzivanje stanica. Potrebno je dovoljno ¢esto mijenjati medij stanicama koje koriste
hranjive tvari kojih ponestaje, takoder, redovito kontrolirati 1 nadgledati promjene koje
mogu ukazivati na kontaminacije.

Proces precjepljivanja zapoc€inje uklanjanjem medija iz T-boce. Posuda i stanice se
ispiru PBS-om od ostataka hranjivog medija. Zatim se uklanja PBS i dodaje se tripsin koji
proteolitickom aktivnos¢u odvaja stanice od povrSine posude i1 vraca im ovalan i okrugao
oblik. Posuda sa stanicama se stavlja na 5-7 minuta u inkubator pri 37 °C $to je optimalna
temperatura za aktivnost tripsina. UspjeSnost tripsinizacije provjerava se pod inverznim
mikroskopom. Ako su stanice uspjeSno odvojene dodaje se medij koji zaustavlja
djelovanje tripsina kako ne bi krenuo razgradivati stanicne membrane 1 time lizirati
stanice. Zatim, stanice se broje u Neubauerovoj komorici te se priprema suspenzija stanica
koncentracije 5x10* st/mL kojom se nacjepljuju 2 ploce sa 24 jazice prikazane na Slici 2.
Medij je potrebno mijenjati svakih 48h. Nakon 72h, kada su stanice dovoljno prerasle dno
jazice, medij fetalnog govedeg seruma za rast stanica je zamijenjen medijem za
diferencijaciju sa 2 % konjskog seruma u obliku kontrole, sa 0,75 mM i 7,5 mM
koncentracije taurina.

Svakih 48h stanicama je mijenjan medij te se pratio utjecaj taurina na
diferencijaciju i broj stanica tijekom 72, 120, 168, 216 i 264 sata.
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Slika 2. Prikaz dvaju ploca sa 24 jazice nacijepljenih C2C12 stanicama u svrhu

istraZivanja utjecaja taurina na rast i diferencijaciju istih (vlastita fotografija)

3.2.2. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

Metoda brojanja stanica tripan-plavo korisna je za razlikovanje zivih i mrtvih stanica
jer dolazi do bojanja samo mrtvih stanica zbog propusnosti i neselektivnosti membrane na
prolazak boje. Postupak je potrebno zapoceti odvajanjem stanica od povrSine
tripsinizacijom. Uklanja se medij iz jazice koja se zatim ispire PBS-om. Uklanjanju PBS-a
slijedi dodatak 150 pL tripsina koji djeluje na stanice tijekom 5-8 minuta u inkubatoru pri
37 °C. Provjera uspjeSnosti tripsinizacije provodi se pod inverznim mikroskopom te se
dodaje 100 pL medija za inaktivaciju tripsina sto ¢ini volumen od 250 pL. Suspenzija se
dobro resuspendira kako bi se postigla $to ujednacenija koncentracija u cjelokupnom
volumenu te se 10 puL suspenzije pomijesa sa 10 uL boje tripan-plavo. Obojena suspenzija
se nanosi na Neubauerovu komoricu s ve¢ postavljenim pokrovnim stakalcem. Brojanje se
provodi na svjetlosnom mikroskopu gdje su vidljiva 4 velika kvadrata komorice od kojih
se svaki sastoji od po 16 kvadrati¢a. Stanice se broje u svakom od velikih kvadrata nakon
¢ega se uzima srednja vrijednost dobivenih brojki. Prevodenje broja stanica u ukupnu
koncentraciju provodi se formulom:

[1]
broj stanica pomL = x * 5000
Brojanje se provodi na obje strane komorice sa dva paralelna uzorka od ¢ijih se rezultata

rac¢una srednja vrijednost.
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3.2.3. Bojanje stanica metodom hematoksilin-eozin

Hematoksilin-eozin metoda bojanja stanica koja se koristi u histologiji i tehnologiji
zivotinjskih stanica za uspjeS$no Vvizualiziranje i lokaliziranje pojedinih dijelova stanice.
Hematoksilin boji jezgru ljubicastim i plavim, dok eozin citoplazmu stanice ruzi¢astim
nijansama S$to olakSava proucavanje procesa diferencijacije. Postupak bojanja stanica
zapocinje uklanjanjem medija iz jazice te ispiranjem PBS-om. Doda se 150 puL eozina koji
se ostavi u inkubator na djelovanje 10 minuta. Kada se utvrdi dovoljno obojenje eozinom
potrebno ga je odstraniti iz jazice 1 isprati koli¢cinom PBS-a koja nece previse obezbojiti
skoro obojene stanice. Potom se dodaje 150 pulL hematoksilina na ponovnu inkubaciju 15
minuta. Slijedi visekratno ispiranje PBS-om pri ¢emu je pozeljno ostaviti odredeni
volumen unutar jazice kako bi se sprijecilo uniStenje preparata suSenjem. Takav preparat
C2C12 stanica je reprezentativan za promatranje diferencijacije pod inverznim

mikroskopom.

3.2.4. Obrada rezultata

Qdredivanje specifi¢ne brzine rasta (W):

Specifi¢na brzina rasta stanica (i) odredena je izrazom:
[2]

_ldx
~xdt

u [A~]
gdje je:
X —masa stanica
dx — povecanje biomase stanica
dt — vremenski interval
u predstavlja konstantu u log fazi koja je priblizna vrijednosti u fazi usporenog rasta, stoga
vrijedi:
3]
Inx =Inxy+ put

Masa je proporcionalna broju stanica, stoga vrijedi:

[4]
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_InN —InN, (1]
a At

N — broj stanica u 0,5 mL na kraju log faze

No — broj stanica u 0,5 mL na pocetku log faze

At — vremenski interval (h)

Udvostruéenje stanica (tp) rauna se prema:

[5]

1 — specifi¢na brzina rasta (h™t)

Prinos stanica raduna se prema:

[6]

Prinos stanica

= broj stanica na kraju log faze — broj stanica na pocCetku uzgoja

Podaci su obradeni statisti¢ki u programu Excel. Prilikom izracuna koriSteni su parametri

srednje vrijednosti i standardne devijacije prema formulama:

[7]

Srednja vrijednost: = ;Zlexi

[8]

Standardna devijacija: o = \/ﬁ N (x; — %)?

Stupanj diferencijacije ra¢una se prema formuli:

[0

Ap

——— %100 %
AD +AND Y

stupanj diferencijacije (%) =

gdje je:
Ab - povrsina slike koju zauzimaju diferencirane stanice

Anp - povrsina slike koju zauzimaju nediferencirane stanice

Slike su statisticki obradene u programu ImageJ (National Institute of Health, USA)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

C2C12 stani¢na linija predstavlja mioblaste misi¢nih stanica miSa koja se koristi kao
model za istrazivanje rasta i diferencijacije slozenih miSi¢nih sustava. Stanice u okolini
fetalnog govedeg seruma (FBS) proliferiraju zbog dostatnosti faktora rasta i hranjivih
tvari. Nakon $to stanice dosegnu konfluentnost od 80 % slijedi zamjena medija sa 2 %
konjskim serumom (HS) kada stanice pocinju diferencirati i stvarati miotube miSi¢nih
vlakana. U ovome radu ispitivan je u¢inak aminokiseline taurina pri koncentracijama 0,75

mM i 7,5 mM na proces diferencijacije i ukupan broj stanica.

4.1. Ucé¢inak taurina na rast C2C12 stanica

Za pracenje povecanja broja stanica tijekom eksperimenta koriStena je metoda brojanja
tripan-plavo. Stanice su nacijepljene u jazice dvaju ploca kao kontrola i dvije razliCite
koncentracije taurina te tijekom brojanja su koriStene po dvije paralele. Brojanje je
provodeno svakih 48h kada je i mijenjan medij. Slika 3. prikazuje trend povecanja broja

stranica tijekom vremena.

s K ontrola Taurin (0,75mM) Taurin (7,5mM)

18
— 16
J |
£ 14
7]
wn 12
Ll
= 10
=
m 8
=
S 6
r]
@ 2

0

0 72 120 168 216 264
Vrijeme (h)

Slika 3. Krivulja rasta C2C12 stanica uz dodatak taurina tijekom 264 sata uzgoja
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Na temelju dobivenih podataka za rast C2C12 stanica pri uvjetima kontrole, 0,75 mM
I 7,5 mM koncentracije taurina izracunati su parametri specificne brzine rasta, vremena

udvostrucenja i prinosa stanica.

Tablica 1. Parametri rasta C2C12 stanica tijekom tretmana taurinom

Uzorak n (h?) ta () Prinos x 10* (st)
kontrola 0,00938 73,896 94,04

0,75 mM taurina 0,00802 86,427 63,06

7,5 mM taurina 0,01064 65,145 134,43

Iz rezultata eksperimenta prikazanih u Tablici 1 vidljivo je kako je specifi¢na brzina
rasta pri 0,75 mM taurina neSto manja u odnosu na kontrolu na $to utje¢e pad broja stanica
nakon 168 sati, dok je ista vec¢a kod 7,5 mM taurina gdje je nakon svakog novog brojanja
zabiljeZen rast broja stanica. Vrijeme potrebno za udvostrucenje stanica najveceg je iznosa
pri 0,75 mM koncentraciji taurina, a pri 7,5 mM najmanje. Prinos stanica je znacajno veci
pri 7,5 mM taurina, dok je kod 0,75 mM taurina manji u odnosu na kontrolu ¢emu je,

ponovo, veliki uzrok krajnji pad broja stanica.

Rezultati istraZivanja su u ve¢inskom dijelu pokazali na poticanje rasta C2C12 stanica,
to viSe sa povecanom koncentacijom taurina. Takav rezultat u skladu je sa istraZivanjem
Hao i sur. (2021). Medutim, opre¢ne rezultate daju istrazivanja Deldicque i sur. (2007)
koji govore 0 nepostojanju ucinka taurina na rast, dok Park i sur. (2023) govore o
inhibiciji rasta istim. Provedenim eksperimentom je moguce potkrijepiti i takva ponasanja
stanica. Kako bi se dobio jednoznacan rezultat i konkretniji podaci o ponasanju stanica u
prisustvu taurina u odredenim koncentracijama potrebno je provesti dodatna

eksperimentalna istraZivanja.

4.2. Utvrdivanje stupnja diferencijacije te morfoloskih promjena uslijed tretmana

C2C12 stanica taurinom
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Diferencijacija stanica tijekom eksperimenta prac¢ena je hematoksilin-eozin metodom

bojanja koja je opisana u poglavlju 3.2.3. Slike su dobivene fotografiranjem na inverznom

mikroskopu opremljenim digitalnom opremom te su statistiCki obradene u programu

ImageJ (NIH).

Slika 4. Morfoloske promjene C2C12 stanica tijekom 264 sata u kontrolnim uvjetima S

prikazanim uvecanjima pri kojim su slike arhivirane (vlastita fotografija)




Slika 5. Morfoloske promjene C2C12 stanica tijekom 264 sata u uvjetima 0,75 mM

taurina s prikazanim uvecanjima pri kojim su slike arhivirane (vlastita fotografija)

Slika 6. Morfoloske promjene C2C12 stanica tijekom 264 sata u uvjetima 7,5 mM taurina

s prikazanim uvecanjima pri kojim su slike arhivirane (vlastita fotografija)

Slike 4, 5, i 6 prikazuju morfoloske promjene C2C12 stanica tijekom 264 sata uzgoja.
Zamjena medija sa HS rezultirala je izduzivanjem stanica i uspostavljanjem tzv.
diferencijskih mostova. Primjecuje se visi stupanj diferencijacije na svakom sljede¢em
vremenskom periodu izgladnjivanja stanica. Diferencijacija se opaza kao snop izduzenih

stanica koje se prepoznaju po nizu uzastopno poredanih jezgri.

Rezultati obrade slika u programu ImageJ prikazani su na Slici 7.
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Slika 7. Graficka usporedba postotka (%) diferenciranih stanica nakon 120 i 264 sata

Statistickom obradom podataka dobiveni su postotci diferenciranih stanica u
odredenom trenutku uzgoja. Nakon 120 sati uzgoja u kontrolnim uvjetima je 28,86 %
stanica diferenciralo. Nakon 96 sati zabiljezen je porast na 65,16% diferenciranih stanica.
Porast od 45,79 % u odnosu na 120 sati zabiljezen je pri 0,75 mM koncentraciji taurina,
Sto daje konacnih 83,03 %. Pri najvecoj koncentraciji taurina zabiljeZeno je konacnih
90,91 % diferenciranih stanica, dok nakon 120 sati njih 41,84 %. Ovakvi rezultati
potvrduju povecanje diferencijacije u uvjetima prisutnosti taurina, medutim, otezavajuca
okolnost ovakve metode je nepostojanost monosloja Sto otezava procjenu diferencijskog
stanja stanica. Ipak, nesumnjivo je kako je doslo do izduZivanja stanica i diferencijacije

Sto je vidljivo 1 na Slici 8.

Slika 8. Diferencijacija stanica nakon 216 h uzgoja prikazana kao; a) stvaranje tzv.
diferencijskog mosta u kontrolnim uvjetima; b) fuzionirane stanice tretirane sa 0,75 mM
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taurina; c) fuzionirane stanice tretirane sa 7,5 mM taurina (vlastita fotografija)

24



5. ZAKLJUCCI

1. Taurin u koncentraciji od 0,75 mM pokazao je blago pozitivan u¢inak na rast
C2C12 stanica, narocito u prvim danima uzgoja, tj. kada nalazimo ispod 50 %
diferenciranih stanica. Pri koncentraciji taurina od 7,5 mM, biljezi se redovito
znacajno veci broj stanica u odnosu na kulturu netretiranu taurinom te

zakljuCujemo da navedena koncentracija potice rast stanica.

2. Taurin pokazuje pozitivan ucinak na diferencijaciju C2C12 stanica u svakoj od
koristenih koncentracija. Medutim, ve¢a koncentracija taurina pokazuje nesto vece
pozitivho djelovanje na diferencijaciju C2C12 stanica u odnosu na 0,75 mM

koncentraciju.
3. Rezultati eksperimenta nisu posve jednoznacni, narocito pri nizoj koncentraciji

taurina. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se utvrdio povoljan

ucinak na rast stanica i diferencijaciju C2C12 stanica.
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