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Sazetak:
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1 UVOD

Stani¢na kultura je tehnika kojom se ljudske, zivotinjske ili stanice kukaca uzgajaju u
odgovaraju¢em hranjivom mediju u kontroliranim uvjetima. Sredinom 20. stolje¢a, kultura
zivotinjskih stanica postala je uobicajena laboratorijska tehnika u biologiji i biotehnologiji.
Medutim, koncept odrzavanja Zivih stanica izdvojenih iz njihovog izvornog okruzenja otkriven
je jos u 19. stolje¢u. Danas se kultura zivotinjskih stanica koristi kao jedan od glavnih “alata*
u prirodnim znanostima odnosno u medicinskim istrazivanjima, biotehnoloskim procesima,
do pojedinacnih stanica te se nacjepljuju u odgovarajuci medij za rast i uzgoj. Mediji za uzgoj
stanica sadrze hranjive tvari, aminokiseline, vitamine, faktore rasta i druge komponente

potrebne za odrzavanje vitalnosti i1 proliferaciju stanica.

Stanic¢na linija C2C12 su mioblastne stanice dobivene iz mi$jeg miSi¢nog tkiva, te predstavljaju
jedan od modela stanica koji se cesto koristi u istraZivanju procesa diferencijacije.
Diferencijacija stanica predstavlja kompleksan proces koji se javlja tijekom razvoja organizma
1 omogucuje stanici da preuzme specifi¢éne morfoloSke i funkcionalne karakteristike odredenog
tkiva ili organa. Ovaj proces ukljucuje brojne promjene u strukturi stanica, ukljucujuéi
promjene u obliku, veli¢ini, organelima i proteinskom sastavu. Tako zamjenom medija za uzgoj
C2C12 stanica medijem za diferencijaciju dolazi do prekida stani¢nog ciklusa i pocCetka faze
diferencijacije, pri ¢emu stanice mijenjaju svoj oblik, iz jednostavnih mioblasta u duguljaste,
viSejezgrene miotube. Razumijevanje morfoloskih promjena koje se dogadaju tijekom

diferencijacije stanica klju¢no je u otkrivanju mehanizama koji reguliraju ovaj proces.

Na osnovu svega navedenog, cilj ovog rada bio je istraziti i utvrditi morfoloske promjene u C2

C12 stanica tijekom procesa diferencijacije mioblasta u miotube.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 Kultura stanica

Kultura stanica je laboratorijska tehnika koja se koristi za in vitro uzgoj Zivih stanica u
kontroliranim uvjetima uz dodatak razli¢itih hranjivih tvari i faktora rasta, te drugih potrebnih
nutrijenata. Stani¢na kultura se odnosi na izdvajanje stanica iz Zivotinja ili biljaka te njihov
daljnji rast u povoljnom umjetnom tj. kontroliranom okruZenju. Kultura stanica ima sli¢nosti s
tehnikama mikrobnih procesa, ali uzgoj Zivotinjskih 1 biljnih stanica zahtijeva posebnu paznju
i slozenije medije za uzgoj zbog njihove osjetljivosti na kontaminaciju i mehanicka ostecenja.
Medu kulturama Zivotinjskih stanica razlikujemo:

Primarne kulture izoliraju se izravno iz zZivotinjskih organa ili tkiva, obi¢no su heterogene,
imaju ogranicen zivotni vijek odnosno ograni¢en broj generacija i nize specifi¢ne brzine rasta
(Castilho i sur., 2008) . Kako bi se stvorila dugotrajnija kultura stanica, primarne stanice se
mogu uspostaviti pomoc¢u mehanicke, kemijske ili enzimske razgradnje tkiva, te se time
omogucava da svaka stanica funkcionira kao zasebna jedinica. Primarna kultura se odnosi na
fazu u kojoj se kultura nalazi nakon izolacije iz tkiva, te proliferacije u odgovaraju¢im uvjetima
sve dok stanice ne ispune cijelu dostupnu podlogu odnosno dosegnu konfluenciju. U ovoj fazi,
stanice se moraju subkultivirati, prebacivanjem na novu podlogu s hranjivim medijem, kako bi
se osigurao veci prostor za rast. Subkultivacija se provodi kako bi se stvorile stani¢ne linije
koje imaju veci kapacitet rasta i dulji Zivotni vijek u usporedbi s primarnim stanicama.
Stani¢ne linije izvedene iz primarnih kultura imaju ogranicen Zivotni vijek, te njihovim
umnozavanjem stanice s najve¢om sposobnoscu rasta prevladavaju, rezultiraju¢i odredenom
genotipskom i fenotipskom uniformnos§¢u u populaciji (Khanal, 2017) . Stanice se obicno dijele
ograni¢en broj puta prije gubitka sposobnosti za proliferaciju ¢ime dolazi do starenja stanice.
Takve stani¢ne linije nazivaju se kona¢nim, one imaju odreden broj ciklusa reprodukcije nakon
cega se viSe ne mogu dijeliti 1 odumiru. Medutim, neke stani¢ne linije mogu postati besmrtne
procesom transformacije, koji se moZe dogoditi spontano ili se inducirati virusom i kemijski.
Kada se konacna stani¢na linija transformira, ona posjeduje sposobnost beskonac¢ne diobe i
postaje kontinuirana stani¢na linija. Kontinuirane stani¢ne linije mogu rasti pri veéim
gustocama, brze rastu, imaju sposobnost rasta u suspenziji i nemaju ogranic¢en broj stani¢nih

dijeljenja (Freshney, 2010) . Jednom uspostavljena kultura se moze uzgajati sve dok ne postane
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ograni¢ena nekim od parametara uzgoja. Uvjeti za rast kultura znatno se razlikuju za svaki tip
stanica, ali umjetno okruzenje u kojem se stanice uzgajaju ukljucuje prikladnu posudu koja
sadrzi podlogu ili medij koji sadrZi osnovne hranjive tvari (aminokiseline, ugljikohidrate,
vitamine, minerale) , faktore rasta, hormone i plinove (02, CO») , te regulira fizikalno-kemijsko
okruZenje (pH, osmotski tlak, temperatura) . Stanice u kulturi se mogu uzgajati adherentno ili
suspenzijski. Adherentne stanice pri¢vrS§éene su na Cvrstu ili polucvrstu podlogu ¢ime se
omogucava njihov rast i1 proliferacija, dok stanice koje rastu u suspenziji plutaju u
kultivacijskom mediju i nisu ovisne o podlozi (Supriya, 2017) .

Stani¢na kultura je jedan od glavnih alata koji se koriste u stani¢noj i molekularnoj biologiji i
predstavlja odli¢an model za proucavanje fiziologije i biokemije stanice, uc¢inaka lijekova i
toksi¢nih spojeva, te mutageneze i karcinogeneze. Takoder, koriste se u testiranju i razvoju
lijekova, te u industrijskoj proizvodnji biofarmaceutika. Tako npr. prednosti koriStenja u
istrazivanjima ucinaka razli¢itih tvari ukljuuju dostupnost razli¢itih medija za uzgoj,
jednostavno odredivanje DNA profila, manja koli¢ina potrebnih reagensa, manja potreba za
pokusnim Zivotinjama te visoka reproducibilnost rezultata. Medutim, dugotrajni 1 kontinuirani
in vitro uzgoj moze dovesti do neizbjeznih promjena u genetickoj i1 fenotipskoj stabilnosti.
Takoder, kao posljedica nedostatka odredenih nutrijenata u hranjivom mediju ili nakupljanja
odredenih nusproizvoda, moguée su promjene biokemijskih karakteristika 1 enzimske

aktivnosti stanice.

2.1.1 Medij za uzgoj zivotinjskih stanica

Medij za uzgoj je najvaznija komponenta kultivacijskog okruzenja jer pruza potrebne hranjive
tvari, faktore rasta i hormone za rast stanice, te regulira pH i osmotski tlak u kulturi. Prilikom
in vitro uzgoja zivotinjskih stanica, klju¢no je osigurati uvjete $to sli¢nije onima u
odgovaraju¢em in vivo sustavu. To podrazumijeva manipulaciju fizikalno-kemijskim
parametrima (pH vrijednost, koncentracija kisika i CO2, optimalna temperatura, osmotski tlak,
viskoznost) te osiguravanje dovoljnih koli¢ina svih nutrijenata neophodnih za normalan rast,

proliferaciju 1 odrzavanje stanica kroz vise generacija (Slika 1) .



topljive komponente:

hranjive tvari
faktori rasta i hormoni

Ca?*, Mg**
0,/ CO;
l staniéna arhitektura
stanica-stanica i
interakcije: o I polaritet stanice:
gustoca stanica -} (] epitelno tkivo
povezanost 1 10 11 opskrbljenost

stanica hranjivim tvarima

!

stanica-ekstracelularni
matriks interakcije:

kemija prihvacanja stanica
vrsta naboja
sastav ekstracelularnog
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Slika 1. Parametri koji utjeCu na rast, proliferaciju i ekspresiju funkcija in vitro kultura

stanica (Lindl i Gstraunthaler, 2008) .

Kvaliteta hranjivog medija, ¢iji sastav je jedan od najvaznijih faktora za uspjeSan uzgoj
zivotinjskih stanica u kulturi, ima klju¢nu ulogu u tom procesu. Najvaznije komponente
hranjivog medija su: ugljikohidrati, aminokiseline, anorganske soli, antibiotici, vitamini i
minerali, te serum. Glavni izvor energije 1 preteCa za biosintezu stani¢nih komponenti je
glukoza (izvor ugljika) , a obicno se pocetna koncentracija glukoze u mediju krece oko 10-25
mM. Aminokiseline su sirovina koju stanica koristi za sintezu proteina, u hranjivi medij se
uvijek dodaju esencijalne aminokiseline (arginin, cistein, glutamin, histidin, izoleucin, leucin,
lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan, tirozin i valin) , a ovisno o potrebama stani¢ne
linije i neesencijalne aminokiseline. Glutamin ima vaznu ulogu u procesu metabolizma stanica
, osim §to predstavlja izvor purina i pirimidina, bitan je za sintezu mono- , di- i trifosfatnih
glikozida. Anorganske soli imaju vaznu ulogu u odrzavanju ionske ravnoteze i osmotskog tlaka
u mediju, a takoder djeluju kao koenzimi u enzimskim reakcijama. Medu najceSéim
anorganskim solima koje se dodaju u medij su: Na*, K*, Mg?*, Ca*", CI', SO4*, PO4*, i HCO:.
Vitamini se dodaju u relativno malim koli¢inama i djeluju kao koenzimi ili proteoliticke
skupine u procesima stani¢nog metabolizma, vec¢ina vitamina se dobiva iz seruma, dok se u
mediju uglavnom nalaze vitamini iz B skupine (nikotinamid, pantotenska kiselina, piridoksin,

riboflavin, folna kiselina 1 biotin) . Takoder, dodatkom seruma zadovoljena je potreba stanica
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za mineralima, a ako koncentracija seruma nije dovoljna, dodaju se elementi u tragovima kao
Sto su Fe, Zn i Se. Kako bi se sprije¢ila kontaminacija, u medij se po potrebi dodaju antibiotici
poput penicilina i streptomicina.

Tri osnovne vrste medija su bazalni medij, medij sa smanjenom koli¢inom seruma i medij bez
seruma. Serum je iznimno vaZan izvor faktora rasta 1 adhezije, hormona, lipida i minerala za
uzgoj stanica u bazalnim medijima. Osim toga, serum takoder regulira propusnost stani¢ne
membrane 1 sluzi kao nosac lipida, enzima, mikronutrijenata i elemenata u tragovima u stanicu.
Upotreba seruma ima i odredene nedostatke kao §to su visoki troSkovi, problemi sa
standardizacijom, specifi¢nost, varijabilnost i nepozeljne ucinke poput poticanja ili inhibicije
rasta 1/ili funkcije stanica u odredenim kulturama stanica. Ako serum ne potjece iz pouzdanih
izvora, moze doc¢i do kontaminacije (Thermo Fisher Scientific, 2020) . Ve¢ina stani¢nih linija
dobro raste u bazalnim medijima, medutim kako bi se izbjegli nepoZzeljni u€inci seruma koriste
se mediji sa smanjenom koli¢inom seruma. Oni su obogaceni hranjivim tvarima i faktorima
rasta zivotinjskog podrijetla, §to smanjuje koli¢inu seruma koju je potrebno dodati u medij.
KoriStenjem medija bez seruma izbjegavaju se problemi povezani s upotrebom zivotinjskih
seruma. Jedna od glavnih prednosti koriStenja medija bez seruma je moguénost selektivnosti
medija za odredene stanicne vrste odabirom odgovaraju¢e kombinacije faktora rasta (Thermo
Fisher Scientific, 2020) . Najcesce se primjenjuje govedi serum, a za uzgoj odredenih stanica
mogu se koristiti ljudski serum 1 konjski serum. Prilikom uzgoja stanica potrebno je osigurati
optimalnu pH vrijednost medija kako bi se osiguralo odrZavanje i normalan rast stanica.
Tijekom rasta stanica moze do¢i do pada pH vrijednosti $to obi¢no ukazuje na nakupljanje
mlijecne kiseline, koja je nusproizvod stani¢énog metabolizma i moZe biti toksi¢na za stanice.
Brzina promjene pH vrijednosti uglavnom ovisi o koncentraciji stanica, pri ¢emu kulture s
visokom koncentracijom stanica brze iscrpljuju medij od kultura s nizom koncentracijom
stanica.

Kod in vitro uzgoja zivotinjskih stanica, vazno je imati na umu da razli¢ite stanice zahtijevaju
razlicite uvjete uzgoja kako bi se osigurao optimalan rast i odrzavanje stanica. Stoga, postoje
razliCite vrste medija za uzgoj, od kojih su najcesce koristeni: BME (Basal Medium Eagle’s) ,
EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) , DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle’s
Medium) 1 IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) . BME medij koji je razvio Harry
Eagle, najjednostavniji je od osnovnih medija i sadrzi sve esencijalne komponente potrebne za
rast stanica. EMEM u odnosu na BME sadrzi ve¢u koncentraciju aminokiselina, a zbog toga

Sto ne sadrzi proteine, lipide i faktore rasta, Cesto je potreban dodatak fetalnog govedeg seruma.
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DMEM je varijacija EMEM-a, te sadrzi priblizno Cetiri puta viSe vitamina i aminokiselina u
odnosu na originalnu formulu, kao i nekoliko puta vise glukoze. Originalna formulacija
DMEM-a sadrzi nisku koncentraciju glukoze i natrijev piruvat, a danas je dostupan u razli¢itim
formulacijama, ukljuc¢ujuéi one sa ve¢om koncentracijom glukoze i sa ili bez natrijeva piruvata

(Barnes i sur., 1984) .

2.2 MiSicne stanice

Misiéne stanice su osnovne strukturne jedinice misi¢nog tkiva, te se prema njihovoj ulozi dijele
na: kardiomiocite, miSi¢ne stanice skeletnih misi¢a 1 miSi¢ne stanice glatkog misi¢nog tkiva.
Njihova funkcija je osiguravanje stabilnosti 1 sposobnosti kontrakcije, sto nam omogucava
pokretanje tijela.

Kardiomiociti su osnovne stanice sréanog misic¢a i odgovorne su za kontraktilna svojstva srca,
odnosno pumpanje krvi kroz tijelo. Za razliku od skeletnog misi¢a, sr¢ani misi¢ se ne moze
voljno kontrolirati, te sam stimulira kontrakcije, dok signali iz mozga samo utje¢u na brzinu
kontrakcija.

Skeletni misi¢i ¢ine najve¢i dio mase ljudskog tijela, to su popre¢no-prugasti miSici
organizirani u sarkomere povezane s kostima putem tetiva. Kontrakcija skeletnih misica je pod
nasom svjesnom kontrolom, a pokrecu ju signali koji dolaze iz mozga. Glatko miSi¢no tkivo
se nalazi u stijenkama Supljih organa kao Sto su zeludac, crijeva, mokraé¢ni mjehur i krvne Zile.
Njegovauloga je kontrakcija tih organa §to omogucuje pokretanje hrane kroz gastrointestinalni
trakt, vracanje krvi do srca i obavljanje mnogih drugih funkcija bez utjecaja volje.

MiSi¢ne stanice nastaju u procesu miogeneze odnosno formiraju se fuzioniranjem i
elongacijom brojnih prekursorskih stanica koje se nazivaju mioblasti. Daljnjim spajanjem
miocita nastaju viSejezgreni miotubuli koji sazrijevaju u zrela miSiéna vlakna. Do ovog procesa
dolazi tijekom embrionalnog razvoja organizma, kao 1 tijekom popravka i regeneracije miSica
kod odraslog organizma. MiSi¢no tkivo ima sposobnost regeneracije, iako se sastoji od visoko
diferenciranih miSi¢nih vlakana s periferno smjeStenim postmitotskim jezgrama. Jezgre
postojec¢ih miSi¢nih stanica nemaju mogucénost diobe kojom bi nastali novi mionukleusi, a
zatim i novi segmenti miSi¢nog vlakna. Stanice smjeStene izmedu sarkoleme i1 bazalne
membrane miSi¢nog vlakna mogu se regenerirati, a zbog takvog perifernog polozaja nazivaju

se satelitske stanice. One jo$ sudjeluju u rastu skeletnog misi¢nog tkiva, u njegovom
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remodeliranju i odrZzavanju, te imaju sposobnost samoobnavljanja ¢ime odrzavaju vlastitu
populaciju. Satelitska stanica je mitotski mirna stanica, a moze biti aktivirana traumom, boles¢u
ili nekim promijenjenim stanjem. Nakon aktivacije dolazi do proliferacije kojom nastaju
mononuklearne miSi¢ne prekursorne stanice. ZavrSetkom proliferacije nastupa diferencijacija
mioblasta 1 njihovo medusobno spajanje, ¢ime nastaje novo miSi¢no vlakno koje postupno
postaje zrelo te sadrzi periferne postmitoticke jezgre. Gotovo sve mirne satelitske stanice
eksprimiraju transkripcijski faktor Pax7 koji se koristi kao i njihov marker. Nakon aktivacije
satelitskih stanica pokrece se proces miogeneze aktivacijom miogenih transkripcijskih
¢imbenika koji se pojavljuju i tijekom razvojne miogeneze. Miogenetski regulacijski ¢cimbenici
klju¢ni su u determinaciji i diferencijaciji skeletnog miSi¢a, to su proteini koji se
heterodimenzioniraju s E proteinima i u obliku kompleksa se vezu na odredenu sekvencu DNA.
Na taj na¢in dolazi do aktivacije transkripcije gena specifi¢nih za misice. Ovoj grupi Cimbenika
pripadaju myf5 (engl. myogenic factor 5) , myoD (engl. myogenic differentiation) , miogenin 1
MRF4 (engl. myogenic regulatory factor) . Istrazivanja provedena na genetski modificiranim
miSevima i na mi§i¢nim stani¢nim linijama pokazale su da su transkripcijski ¢imbenici myf5 1
myoD determinacijski ¢imbenici koji odreduju razvoj stanica u smjeru misi¢ne stanice, dok
preostala dva regulacijska ¢imbenika, miogenin i MRF4, sudjeluju u procesu diferencijacije
mioblasta i aktivaciji gena za formiranje miotuba i miofibrila. (Slika 2) . Brojni signali iz
neposredne okoline satelitske stanice kao i intrinzi¢ni regulatori odreduju hoce li satelitska

stanica ostati u mirnom stanju, krenuti u samoobnavljanje ili u stvaranje mioblasta.

Satelitske stanice Mioblasti Miociti Miotubi Miofibrili
Pax3 Pax7 MRF4
MyoD
Miogenin
MHC

Slika 2. Proces diferencijacije skeletnih misi¢a (Cervelli i sur., 2018.)



2.3 Stanic¢na linija C2C12

C2C12 stanice su mononuklearni mioblasti odnosno odrasle misje mati¢ne stanice misi¢a koje
se izoliraju nakon ozljede kako bi se potaknula regeneracija misi¢a. Ova stani¢na linija se
primjenjuje u farmaceutskim i bioloskim istrazivanjima, te za proucavanje miogeneze in vitro.
Stanice su vretenastog oblika i potjecu iz linije C2 primarnih stani¢nih kultura miSeva C-3H
starosti 2 mjeseca. Prije postupka izdvajanja mioblasta, stvaraju se ozljede na miSi¢ima pomocu
pinceta kako bi se potaknula njihova regeneracija (Yaffe i Saxel, 1977) . C2C12 mioblasti
eksponencijalno proliferiraju u odgovaraju¢im uvjetima rasta pri nizoj gustoci stanica (Slika
3a), a nakon konfluencije, stanice mogu diferencirati u miocite i viSejezgrene miotubule, te taj
proces moze biti ubrzan inkubacijom u uvjetima niske koncentracije seruma (Cheng i sur.,

2014) .

A I
Low Density Scale Bar = 100pm

a) b)

Slika 3. C2C12 stani¢na linija pod inverznim mikroskopom; a) niska gustoca rasta, b) visoka
gustoca rasta (ATCC, 2023)

Stanice je potrebno drzati u prikladnim uvjetima kako ne bi izgubile svoje mioblasti¢ne
karakteristike. Pri visokoj gusto¢i stanica i prekomjernoj konfluenciji, stanice mogu smanjiti
sposobnost proliferacije te postupno poticati diferencijaciju u miocite, rezultirajuci
heterogenom populacijom koja moZe dalje utjecati na uvjete kulture tijekom bioloskih

istrazivanja (Cornelison, 2008) . Promjenom uvjeta uzgoja C2C12 stanica, iz medija s 10 %
8



fetalnog govedeg seruma u medij s 2 % konjskog seruma, dolazi do zavrSetka stani¢nog ciklusa

i pocetka faze diferencijacije te fuzije mioblasta u visejezgrene miotube (Yaffe i Saxel, 1977) .



3

3.1

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijali

3.1.1 Kemikalije

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) , Sigma, St. Louis, SAD
FBS (Fetal Bovine Serum) , Gibco BRL, SAD

HS ( Horse Serum) , Capricorn Scientific, Njemacka

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Kristal-ljubi¢asto, Kemika, Zagreb, RH

Tripan-plavo, Sigma, St. Louis, SAD

- Tripsin-EDTA, Sigma, St. Louis, SAD

3.1.2

Otopine i puferi

e PBS pufer (pH=7.4)

Natr

ijev klorid

Kalijev klorid

Dinatrijev hidrogenfosfat

Kalij dihidrogenfosfat

Destilirana voda

3.1.3

Uredaji i oprema

Hladnjak (4 °C i -20 °C) , Gorenje, Slovenija
Hladnjak (-80 °C) , DirectFREEZE -86 °C, ULTRA LOW, Nuve, Turska
Inkubator s kontroliranom atmosferom CO3, Iskra P1O, Slovenija

Komora za sterilni rad (laminar flow cabinet) , Kambi¢, Slovenija

8,09

0,29

1,4318 g
0,2372 g

Do 1000 mL
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- Laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, laboratorijske ¢aSe, menzure, odmjerne

tikvice, kivete, epruvete)

- Neubauerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright - Line, Njemacka
- Petrijeve zdjelice, Thermo Scientific BioLite, SAD
- Ploce s jazicama, Corning, SAD

- Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

3.14 C2C12 stanicna linija

U izradi ovog rada koriStena je C2C12 stani¢na linija koja je adherentna, tj. tijekom rasta se
prihvaca za podlogu. Stani¢na linija nabavljena je iz banke stanica American Type Cell
Collection (ATCC) 1 ima sposobnost diferencijacije u misiéne stanice in vitro. Prema uputama
dobavljaca, stanice je potrebno Cuvati smrznute na temperaturi nizoj od -130 °C, a prilikom
primjene u istraZivanjima, potrebno ih je drzati u komplethom DMEM mediju sa govedim
serumom (FBS) za §to vecu vijabilnost stanica, koji se takoder priprema prema uputama
dobavljaca. Nakon §to stanice postignu konfluenciju od 60-70 %, medij za uzgoj se zamjenjuje

medijem koji sadrzi 2 % konjskog seruma ¢ime se zapocinje diferencijacija stanica.
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3.2 Metode rada

3.21 Uzgoj C2C12 stanica

Stanice C2C12 uzgajaju se u inkubatoru pri 37 °C s kontroliranom atmosferom CO,. Cuvaju se
u hladnjaku na temperaturi nizoj od -130 °C, a uzgoj zapocinje njihovim odmrzavanjem.
Ampulu sa stanicama najprije je potrebno odmrznuti u vodenoj kupelji na 37 °C tijekom 2
minute, zatim se odmrznuti sadrzaj ampule sterilno prebacuje u kivetu koja sadrzi 9 mL
kompletnog medija za uzgoj C2C12 stanica . Da bi se uklonio medij za zamrzavanje, suspenzija
se centrifugira 5-7 minuta pri 125 x g. Nakon centrifugiranja, supernatant se ukloni, a talog
stanica se resuspendira u mediju za uzgoj. Takva suspenzija stanica se sterilno prebacuje u T-
boce i stavlja u inkubator. Za vrijeme uzgoja stanice ¢e se prihvatiti za podlogu odnosno dno
T-boce, $to je pod mikroskopom vidljivo kao izduZivanje stanica. Tijekom uzgoja vazno je
kontinirano provjeravati izgled stanica 1 izgled hranjivog medija, koji je ruziCaste boje, a
promjena boje medija moze ukazivati na kontaminaciju. Takoder, potrebno je redovito
mijenjati stari medij, u kojem su potroSene hranjive tvari, za svjezi medij kako bi stanice mogle
normalno rasti. Stanice se uzgajaju sve dok ne prekriju cijelu povrs§inu, a onda se moraju
precijepiti.

Precjepljivanje se vrsi na nacin da se prvo ukloni medij iz T-boce, te se stanice isperu PBS-om
kako bi se uklonili ostatci medija koji sadrzi tripsin inhibitor. Zatim se ukloni PBS i dodaje
tripsin, tako da prekrije cijelu povrsinu boce. T-boca se stavlja u inkubator na 5 do 10 minuta,
nakon Cega se pod inverznim mikroskopom provjerava jesu li se stanice odvojile od povrSine
odnosno zaokruzile se. Ako jesu, u T-bocu se dodaje medij sa serumom kako bi se sprijecilo
daljnje djelovanje tripsina tj. oSteCenje stanica. Nadalje, stanice se izbroje u Neubauervoj
komorici i nacijepe u 2 ploce s 24 jaZice u pocetnoj koncentraciji od 3x10* st/mL. Uzgoj stanica
se provodi u 2 razli¢ita medija, dio se uzgaja u mediju koji sadrzi 10 % fetalnog govedeg
seruma, a dio u mediju za diferencijaciju koji sadrzi 2 % konjskog seruma (Slika 4) . Medij se
mijenja svakih 48 sati, te se tijekom uzgoja prate promjene u broju stanice 1 morfoloske

promjene stanica kroz 48, 96, 168, 216 1 264 sati.
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Oh 48h 96h 168h 216h 264h

= 10% FBS

~— 2% HS

Slika 4. Prikaz ploca s 24 jazice tijekom uzgoja stanica u mediju za proliferaciju 1 mediju za

diferencijaciju (vlastita izrada)

3.2.2 Brojanje stanica metodom tripan-plavo

Metoda brojanja stanica tripan plavo omogucuje razlikovanje zivih 1 mrtvih stanica. Temelji se
na ¢injenici Zive stanice imaju funkcionalnu staniénu membranu kroz koju ne prolazi boja za
razliku od mrtvih stanica ¢ija membrana viSe nije funkcionalna i1 time nije selektivna za
prolazak boje. Prije brojanja stanica potrebno je provesti odvajanje stanica od podloge tj.
tripsinizaciju. Najprije se ukloni medij za uzgoj, zatim se stanice ispiru PBS-om 1 dodaje se
100 pL tripsina. Nakon dodatka tripsina stanice se stave u inkubator na 2-3 minute te se pod
inverznim mikroskopom provijeri jesu li se stanice odvojile od dna ploce. Kada se stanice
odvoje od povrsine, dodaje se 400 nL. medija za uzgoj. Brojanje se provodi na nacin da se
suspenzija stanica prvo dobro resuspendira kako bi broj stanica po cijelom volumenu
suspenzije bio reprezentativan, zatim se uzima uzorak od 20 pL, koji se pomijeSa sa 20 puL boje
tripan plavo. Dobivena obojena suspenzija se nanosi na Neubauerovu komoricu (Slika 5. a) na
koju je ve¢ polozeno pokrovno stakalce te se gledaju stanice kroz svjetlosni mikroskop.
Neubauerova komorica ima Cetiri velika kvadrata koji se nalaze izvan iscrtanog polja u obliku
kriza (Slika 5. b) . Svaki veliki kvadrat sastoji se od Sesnaest malih kvadrata, a kada se stanice
izbroje u sva 4 velika kvadrata zasebno, uzima se srednja vrijednost broja stanica te se

koncentracija stanica u suspenziji racuna prema formuli:
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broj stanica po mL = x » 5000

Stanice se broje u dva paralelna uzorka svakog od uzoraka i uzima se njihova srednja vrijednost

kao konacan broj stanica po mililitru.

L 11 |
I , 1
] Lk B
= 34— = ;~ -+ — |
0 |
[ | |
il L
[T Wl J
a) by b

Slika 5. a) Neubauerova komorica, b) mreza komorice (KEFO Croatia, 2022)

3.2.3 Bojanje stanica bojom kristal-ljubi¢asto

Kristal-ljubiCasto je boja koja je po sastavu organska kloridna sol, te ima Siroku primjenu u
bioloskim 1 industrijskim podrucjima, ukljuuju¢i vizualizaciju otisaka prstiju, kao
antifungalno 1 antibakterijsko sredstvo, te za bojanje histoloSkih preparata. Prilikom smrti
adherentnih stanica dolazi do njihovog odvajanja od povrSine ploce za uzgoj, te se na temelju
ove karakteristike moze neizravno kvantificirati smrt stanica i1 utvrditi razlika u proliferaciji
nakon tretiranja agensima koji induciraju smrt. Boja kristal-ljubiasto se veZe na proteine i
DNA adherentnih stanica, ¢ime se omogucava njihova vizualizacija. Prilikom bojanja C2C12
stanica bojom kristal-ljubi¢asto, najprije je potrebno ukloniti medij za uzgoj, zatim isprati
stanice PBS-om 1 dodati boju. Stanice se stave u inkubator 5 minuta, a nakon inkubacije se
ponovno ispiru PBS puferom kako bi se uklonio visak boje. Kad smo isprali boju, stanice je

moguce promatrati pod inverznim mikroskopom.
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3.2.4 Obrada rezultata

Odredivanje specifi¢ne brzine rasta ()

Specifi¢na brzina rasta stanica (|) opisana je izrazom:

1dx

H=- [h™]

X — masa stanica

dx — povecanje biomase stanica

dt — vremenski interval

u je konstantna u log fazi, a priblizno vrijedi i za fazu usporenog rasta pa vrijedi jednadzba:
Inx = Inxy + ut

S obzirom da je masa proporcionalna broju stanica, onda je:

InN — InN,

u= T [

N — broj stanica u 1 mL na kraju log faze

h—l

No — broj stanica u 1 mL na pocetku log faze

At — vremenski interval (h)

Odredivanje vremena udvostucenja stanica (tp)

Vrijeme udvostrucenja stanica (tp) racuna se prema izrazu:
. In2 [h]
D=
U

1L — specifi¢na brzina rasta (h™!)

Odredivanje prinosa stanica

Prinos stanica = broj stanica na kraju log faze — broj stanica na pocetku uzgoja

Podaci su obradeni statisticki u Excelu i prikazani su kao standardna devijacija i srednja

vrijednost, koji se raCunaju prema sljede¢im formulama:

Srednja vrijednost : X ==Xi=1%;

Standardna devijacija: o= N (x; —x)2

N-1
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4 REZULTATI | RASPRAVA

C2C12 stani¢na linija se lako uzgaja i diferencira u kulturi stanica, te se zbog toga koristi kao
modelni sustav za proucavanje rasta i diferencijacije misi¢a. U procesu razvoja stanica postoje
dvije faze — proliferacija i diferencijacija. Tijekom uzgoja C2C12 stanica u prisutnosti fetalnog
govedeg seruma (FBS) , stanice su visoko proliferativne jer FBS sadrzi faktore za proliferaciju.
Da bi C2C12 stanice diferencirale, potrebno je usporiti njihovu proliferaciju 1 prebaciti ih u
stanje diferencijacije. To zahtijeva prelazak iz serumom bogatog medija na manje bogati medij
nakon §to stanice dosegnu 60-70 % konfluencije. Medij za diferencijaciju C2C12 stanica sadrzi
2 % konjskog seruma, te najprije dolazi do diobe mioblasta koji se potom izduzuju i1 fuzioniraju.
Cilj ovog rada bio je pracenje rasta i usporedba morfoloskih promjena C2CI12 stanica u

medijima za proliferaciju i diferencijaciju.

4.1 Dinamika rasta C2C12 stanica u mediju za proliferaciju i diferencijaciju

Tijekom ovog eksperimenta, pracena je dinamika rasta C2C12 stanica u mediju za proliferaciju
1 diferencijaciju tijekom 264 sati brojanjem stanica metodom tripan plavo. Stanice su brojane

u dva paralelna uzorka svakih 48 sati (Slika 6) .

=)
Es
1
24
=
S 3 —&—10% FBS
o
g —0— 2%HS
.§ 2
o

1

0

0 48 9% 144 192 240 288

vrijeme (h)

Slika 6. Krivulje rasta C2C12 stanica u mediju za proliferaciju i diferencijaciju tijekom 264
sati uzgoja
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Na temelju krivulja rasta C2C12 stanica u mediju za proliferaciju i diferencijaciju izracunati

su specifi¢na brzina rasta, vrijeme udvostrucenja te prinos stanica (Tablica 1.) .

Tablica 1. Parametri rasta C2C12 stanica u mediju za proliferaciju i diferencijaciju tijekom

264 sati uzgoja

Uzorak u(h? ta (h) prinos x 10* (st)
Medij za proliferaciju 0,0125 55,4 54,3
Medij za diferencijaciju 0,0173 39,6 21

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da stanice koje su rasle u mediju s 2 % konjskog seruma imaju
vecéu specificnu brzinu rasta u usporedbi sa stanicama koje su rasle u mediju za proliferaciju,
ali u konacnici ostvaruju 2,5x nizi ukupni prinos stanica. Nizi ukupan prinos stanica u mediju
za diferencijaciju je u skladu s karakteristikama C2C12 stanica koje kada se iz medija za
proliferaciju prebace u medij za diferencijaciju zavrsavaju stanicni ciklus rasta i zapocinju

diferencijaciju te fuziju mioblasta u visejezgrene miotube (Yaffe i Saxel, 1977) .
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4.2 MorfoloSke promjene C2C12 stanica u mediju za proliferaciju i diferencijaciju

U svrhu pracenja morfoloSkih promjena C2CI12 stanica tijekom procesa proliferacije 1
diferencijacije, stanice su vizualizirane odnosno obojane bojom kristal-ljubicasto, nakon ¢ega
su fotografirane pod inverznim mikroskopom koji je opremljen digitalnom kamerom (Slike 7

i8).

168 h 216 h 264 h

Slika 7. Morfoloske promjene C2C12 stanica u mediju za proliferaciju tijekom 264 sati uzgoja

Uzgojem stanica u mediju koji sadrzi 10 % fetalnog govedeg seruma dolazi do proliferacije
stanica, odnosno njihovog rasta i diobe, koja rezultira pove¢anjem broja stanica. Na slici 7 t;.
pojedinac¢nim fotografijama vidljiv je kontinuirani porast broja stanica i njihove gusto¢e od
trenutka nacjepljivanja stanica pa do kraja uzgoja koji je iznosio 264 sati. Stanice su
karakteristiéne mioblastne morfologije s pojedina¢nim jezgrama koje su smjeStene centralno

tj. unutar stanice.
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Slika 8. Morfoloske promjene C2C12 stanica u mediju za diferencijaciju tijekom 264 sati

Usporedbom morfologije C2C12 stanica u mediju za diferencijaciju na pocetku uzgoja i nakon
264 sati, vidljivo je da je doSlo do promjene morfologije tj. izduZzivanja stanica i nastanka
diferenciranih miotuba. Veli¢ina i1 duljina miotuba se kontinuirano povecavala, te je
fuzioniranjem do$lo do nastanka viSejezgrenih miotuba karakteristiéne vlaknaste strukture.
Odvijanjem diferencijacije i fuzije stanica, miotubi se izduzuju i postaju strukture bogate
proteinima koje eksprimiraju miozin, o-aktin, troponin i1 druge komponente miSi¢no-

kontraktilnog sustava. (Velica i Bunce, 2011) .

Usporedba morfologija C2C12 stanica koje su rasle u mediju za proliferaciju i mediju za

diferencijaciju nakon 168 sati uzgoja prikazana je na Slici 9.
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10% FBS 2% HS

Slika 9. Usporedba morfologija C2C12 stanica u mediju za proliferaciju i diferencijaciju

tijekom 168 sati uzgoja

Nakon 168 sati uzgoja C2C12 stanica u dva razli¢ita medija vidljive su razlike u strukturi
odnosno morfologiji. Stanice koje su rasle u mediju za proliferaciju tj. mediju koji sadrzi 10 %
FBS mioblastnog su oblika, s pojedinacnim jezgrama 1 produljenim citoplazmatskim
izdancima. Ovaj oblik stanica je tipican za proliferacijsku fazu, jer je medij za uzgoj formuliran
kako bi podrzao brzu diobu stanica. S druge strane, C2C12 stanice koje su rasle u mediju za
diferencijaciju pokazuju promjene u morfologiji. Diferencirane stanice oblikuju se u

viSejezgrene miotube, koje su izduZenije 1 imaju karakteristi¢nu vlaknastu strukturu .

20



5 ZAKLJUCCI

1. Tijekom uzgoja C2C12 stanica u mediju za proliferaciju postignut je prinos stanica od

54,3 x 10* stanica dok je u mediju za diferencijaciju postignut prinos od 21x10* stanica.

2. Uzgojem C2C12 stanica u mediju za proliferaciju koji sadrzi 10 % fetalnog govedeg
seruma dolazi do rasta i diobe stanica koji rezultiraju pove¢anjem broja stanica uz

zadrzavanje mioblastne morfologije.

3. Uzgojem C2C12 stanica u mediju za diferencijaciju koji sadrzi 2 % konjskog seruma
dolazi do diferenciranja stanica i nastajanja viSejezgrenih, izduzenih miotuba

karakteristiéne vlaknaste strukture.
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Izjava o izvornosti

Ja__ Neli Kolar izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni rezultat

mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u

njemu navedeni.

Ml oot

Vlastoru¢ni potpis
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