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Sazetak:

Deksametazon, sa svojim antiupalnim svojstvima, ima Siroku primjenu u medicini a danas se koristi i
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diferencijacija stanica je prac¢ena mikroskopski bojanjem s bojom kristal-ljubicasto te su na kraju podaci
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Abstract:

Dexamethasone, with its anti-inflammatory properties, has a wide range of applications in medicine
and is now used in protocols for differentiation of mesenchymal stromal cells. Its impact on the growth
and differentiation of various cell types has been the subject of research for many years. Due to the
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C2C12 cells treated with dexamethasone appeared narrower and elongated compared to control cells.
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1 UVvOD

Kulturu Zivotinjskih stanica je prvi put uspjesno primijenio biolog Ross G. Harrison 1907.
godine, no tek je otkri¢e i razvoj antibiotika, tehnike tripsinizacije i standardiziranog kemijski
definiranog medija za uzgoj omogucilo njenu $iru primjenu. Danas kultura zivotinjskih stanica
ima Siroku primjenu u proizvodnji antitijela, cjepiva i rekombinantnih proteina, istrazivanjima

o citotoksiCnosti 1 funkciji gena, biologiji mati¢nih stanica te tkivnom inZenjerstvu.

Proizvodnja stanica skeletnih miSi¢a in vitro se sve viSe koristi u podrucju laboratorijski
uzgojenog mesa koje bi se u buduénosti moglo koristiti u prehrambene svrhe. U ovom je radu
koristena C2C12 stani¢na linija mioblasta misa koja je nastala subkloniranjem stani¢ne linije
mioblasta uspostavljene iz miSjeg skeletnog misi¢a. Diferencijacijom mioblasta dolazi do
nastanka miotuba te je ova stani¢na linija je opsezno koristena kao in vitro model u proucavanju

karakteristika rasta progresije metabolicke bolesti 1 miSi¢ne atrofije.

Deksametazon je sintetski glukokortikoid koji se koristi za lijeCenje raznih upalnih stanja
poput astme, endokrinih i reumatskih poremecaja. U istrazivanjima se koristi za proucavanje
apoptoze, stani¢nih signalnih putova, ekspresije gena i stani¢ne diferencijacije. Utjecaj
deksametazona na neke vrste stanica ve¢ je primije¢en u mnogim istrazivanjima no s obzirom
da nema dovoljno istrazivanja koja se bave utjecajem deksametazona na C2C12 stanice, cilj

ovoga rada je utvrditi njegov utjecaj na rast i diferencijaciju tih stanica.



2 TEORIJSKIDIO

2.1 Kultura stanica

Kultura stanica se koristi kao pojam za izuzimanje stanica iz biljnih ili zivotinjskih organizama
te njihov uzgoj u tocno odredenim laboratorijskim uvjetima. U ovom poglavlju biti ¢e rije¢
prvenstveno o kulturi zivotinjskih stanica, s obzirom da se u ovom radu koristila Zivotinjska
stani¢na kultura. Kultura stanica zapocela je s razvojem tehnike visece kapi pri cemu je
najvaznije dostignuce vezano za kulturu zivotinjskih stanica postignuto 1907. godine kada je
Ross Harrison dokazao da se normalne funkcije stanica mogu nastaviti in vitro, prateci rast 1
odrzavanje Ziv€ane stanice tijekom 30 dana. Kulture Zivotinjskih stanica koje su izolirane
neposredno iz tkiva ili organa nazivaju se primarnim kulturama i mogu se subkultivirati,
odnosno precijepiti u novu posudu sa svjezim medijem za uzgoj kako bi imale viSe mjesta za
rast. Nakon prve subkultivacije primarna kultura postaje sekundarna kultura i moze se prevesti
u stani¢nu liniju. Stani¢ne linije imaju odredeni stupanj genotipske 1 fenotipske jednoli¢nosti
stani¢ne populacije zbog opstanka stanica sa najve¢im kapacitetom rasta. Nakon nekoliko
subkultiviranja stanice izvedene iz primarne kulture ulaze u fazu replikativne senesencije
(tijekom uzastopnih dijeljenja stanice ne uspijevaju odrzati duljinu telomera te nastaju kriticno
kratke telomere) koja zavrSava odumiranjem stanica te se takve stanice nazivaju konacnom
stanicnom linijom. Normalne stanice obi¢no se dijele samo ograni¢en broj puta prije nego sto
izgube sposobnost proliferacije i dospiju u fazu replikativne senescencije, no postoje i stani¢ne
linije koje su besmrtne. One postaju besmrtnima kroz postupak imortalizacije koji moze biti
spontan no ve¢inom je kemijski ili izazvan virusima. Vec¢ina stani¢nih linija koje se danas
upotrebljavaju u znanosti 1 industriji su besmrtne, odnosno kontinuirane, i komercijalno su
dostupne u bankama stanica. Takoder, ve¢ina stanica se mora uzgajati pri¢vrs¢ena na ¢vrsti ili
polucvrsti supstrat (adherentna kultura) dok se ostale mogu uzgajati suspenzijski u mediju za
uzgoj kulture. Danas su tri tipa stanica najzastupljenije kao kulture Zivotinjskih stanica na
temelju morfoloskih i1 funkcionalnih karakteristika: epitelne, fibroblastne i limfoblastne
stanice. Uvjeti uzgoja kulture variraju za svaki tip stanica, ali medij za uzgoj kulture stanica
uvijek treba sadrZavati esencijalne hranjive tvari, odnosno aminokiseline, ugljikohidrate,
vitamine 1 minerale koje su stanicama potrebne za normalan rast a kasnije i diferencijaciju.
Prilikom uzgoja potrebno je regulirati fizikalno-kemijske parametre poput temperature, pH,
osmotskog tlaka i sastava atmosfere. Danas se pomoc¢u kulture Zivotinjskih stanica proizvode
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monoklonska protutijela, rekombinantni proteini, cjepiva za ljudsku i veterinarsku upotrebu a

kultura Zivotinjskih stanica se primjenjuje u raznim podrucjima biomedicine i biotehnologije.

2.2 Medij za uzgoj zivotinjskih stanica

Za uspjesan uzgoj kulture zivotinjskih stanica izrazito je bitan odabir odgovaraju¢eg medija za
uzgoj in vitro. Medij za uzgoj je tekucina ili gel dizajniran za optimalan rast mikroorganizama,
zivotinjskih 1 biljnih stanica. Takav medij opCenito sadrzi odgovarajuci izvor energije i spojeve
koji reguliraju stani¢ni ciklus a uglavnom se sastoji od skupa aminokiselina, vitamina,
anorganskih soli, glukoze 1 seruma kao izvora faktora rasta, hormona 1 faktora pricvrséivanja.
Osim sadrzavanja hranjivih tvari, medij za uzgoj takoder pomaze i u odrzavanju pH 1
osmolalnosti. U kulturi zivotinjskih stanica koriste se dvije vrste medija, prirodni 1 umjetni
(Yao 1 Asayama, 2017). Prirodni mediji sastoje se isklju¢ivo od prirodnih bioloSkih tekucina, a
glavni nedostatak im je slaba reproducibilnost zbog nepozavanja njihovog tocnog sastava. S
druge strane, umjetni ili sintetski mediji pripremaju se dodatkom organskih i anorganskih
hranjivih tvari, vitamina, soli, plinovitih faza O> i CO,, serumskih proteina, ugljikohidrata 1
kofaktora. Danas postoji viSe vrsta sintetskih medija, ovisno o vrsti dodanih suplemenata

(Tablica 1).

Tablica 1. Kategorije medija za uzgoj kultura animalnih stanica (Yao i Asayama, 2017)

Kategorija | Definicija Vrsta Primjer
Sadrzi prirodne | Koagulant | Plazma odvojena od heparinizirane
bioloske tekucine | ili ugrusci | krvi, seruma i fibrinogena
Prirodni poput plazme, | Tkivni Ekstrakti pilecih embrija, jetre i
medij krvnog seruma i | ekstrakti ekstrakt slezene i koStane moZdine
embrionalnog Bioloske Plazma, serum, limfa, amniotska
ekstrakta tekucine tekucina, pleuralna tekucina
Medlv]. koji Kao suplementi se koriste ljudski,
sadrzi . R . .
Sadrsi bazalni | serum govedi, konjski ili drugi serumi
Sintetski medij i suplemente | Medij koji | Kao suplementi se koriste sirove
. poput seruma, | ne sadrzi | frakcije proteina poput govedeg
medij : . .
hormona i faktora | serum albumina ili a- ili B-globulin
rasta Medij koji | Kao  suplementi se  koriste
ne sadrzi | nedefinirane komponente poput
proteine proteinskih hidrolizata




Kao suplementi nisu prikladne

Kemijski nedefinirane komponente nego se
definiran umjesto  njih  koriste  visoko
medjij procis¢enekomponente poput

rekombinantnih proteina

Najprije su otkriveni prirodni mediji te je 1909. godine krvna plazma postala glavni medij za
uzgoj raznih zivotinjskih stanica. Montrose T. Burrows je uspjesno kultivirao stanice kokosjih
embrija koriStenjem kokoS§je krvne plazme kao medija za uzgoj, a kasnije 1 stanice sisavaca.
Alexis Carrel je 1912. pokazao da je dugotrajno uzgajanje stanica dobivenih iz vezivnog tkiva
pile¢ih fetusa moguce uz povremenu izmjenu medija za uzgoj. Nadalje, 1913. godine otkrio je
da dodavanje embrionalnog ekstrakta u krvnu plazmu moZe izrazito povecati stani¢nu
proliferaciju 1 produljiti Zivotni vijek fibroblasta iz srca pile¢ih embrija. U to vrijeme je sastav
krvne plazme, limfe i embrionalnog ekstrakta bio nepoznat te su se vrSila mnoga istrazivanja o
tome koje komponente navedenih prirodnih tekuc¢ina utjecu na rast i preZivljavanje zivotinjskih
stanica 1 tkiva. Dijalizom krvne plazme kasnije se otkrila niskomolekulska frakcija koja je
imala nuznu wulogu u prezivljavanju stanica. Proucavanjem minimalnih koli¢ina
niskomolekulskih komponenata potrebnih za rast misjih L 1 HeLa stanica, Harry Eagle je 1955.
otkrio kako su 13 aminokiselina i 8 vitamina nuzni za njihov uzgoj, no takav medij nije bio
odgovaraju¢ za kulture stanica kojima je potrebno mnogo komponenti za uzgoj. Par godina
kasnije, daljnjim istrazivanjem potreba razli¢itih stanica za aminokiselinama, Eagle je kreirao
minimalni esencijalni medij (MEM) koji se sastoji od glukoze, Sest anorganskih soli (kalcijev
klorid, kalijev klorid, magnezijev sulfat, natrijev klorid, natrijev fosfat 1 natrijev
hidrogenkarbonat), 13 esencijalnih aminokiselina (arginin, cistein, glutamin, histidin,
izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, treonin, triptofan, valin i tirozin), 8 vodotopljivih
vitamina (tiamin, riboflavin, nikotinamid, pantotenska kiselina, piridoksin, folna kiselina, kolin
1 mioinozitol) i dijaliziranog seruma. Iste godine Dulbecco i Freeman su modificirali Eagleov
medij 1 kreirali DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium), koji sadrzi Cetiri puta
viSu koncentraciju aminokiselina te barem dva puta viSu koncentraciju vitamina. Njegova je
originalna formulacija sadrZavala nisku koncentraciju glukoze (1 g/L) i natrijevog piruvata no
danas postoji viSe varijacija DMEM medija sa razli¢itim koncentracijama glukoze 1 natrijevog
piruvata kao 1 drugih dodataka. DMEM se uspje$no koristi za uzgoj primarnih fibroblasta,

neurona, glija stanica, glatkih misi¢nih stanica te nekih stani¢nih linija poput HeLa, 293, Cos-
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71PC-12.

Osim prethodno navedenih MEM i DMEM medija, danas na trzistu postoji mnogo medija za
razli¢ite vrste stanica, a neki od njih su o-MEM (Stanners i sur., 1971), IMDM (Iscove i
Melchers, 1978), NCTC109 (McQuilkin i sur., 1957) , RPMI 1640 (Moore i sur., 1966) te
Fischerov medij (Fischer i Sartorelli, 1964). Bazalne medije poput MEM i DMEM-a potrebno
je nadopuniti sa serumima, odnosno kompleksnom mjesavinom albumina, faktora i inhibitora
rasta. Najces¢e koristeni serum je fetalni govedi serum (FBS) a koriste se i druge vrste,
primjerice konjski serum (HS). Animalni serumi dodatkom u bazalni medij poticu
diferencijaciju stanica, opskrbljuju stanice hormonima nuZznim za proliferaciju 1 rast,
osiguravaju hranjive tvari, elemente u tragovima 1 proteine te imaju stabilizirajuéi i
detoksikacijski u¢inak tijekom uzgoja stani¢ne kulture (Thermo Fisher Scientific, 2023). Kod
pripreme fetalnog govedeg seruma najprije se uklanjaju faktori zgrusavanja zajedno s krvnim
tjeleScima i1z zgrusane krvi. Na sastav krvi takoder uvelike utjecu prehrana i1 okolina gravidne
zenke. S obzirom da je zbog toga jako tesko odrediti toCan sastav seruma provedena su mnoga
istrazivanja o faktorima rasta, hormonima, proteinima, kofaktorima i mineralima koje serum
sadrzi 1 koji mogu utjecati na kulturu stanica. Do sada je utvrdeno da komercijalno dostupni
fetalni govedi serumi sadrze proteinske komponente, koje ¢ine transportni proteini, serumski
proteini 1 enzimi, hormone, faktore rasta i citokine, masne kiseline i lipide, ugljikohidrate,
spojeve sa duSikom (aminokiseline, kreatinin, poliamini, purini 1 pirimidini, urea i mokra¢na
kiselina), vitamine, minerale, anorganske komponente (fosfat), bilirubin, ugljikov dioksid i
ugljikov monoksid (Lee 1 sur., 2022). Fetalni govedi serum opcenito je bogat faktorima rasta 1
sadrzi niske razine y-globulina koji inhibiraju stanicni rast, stoga je prikladan za stanice koje
tesko proliferiraju u kulturi te se koristi i za kloniranje stanica. Sa druge strane, konjski serum
sadrzi viSe imunoglobulina i1 proteina od fetalnog govedeg seruma 1 koristi se kod
dijagnostickih analiza, sluzi za suplementaciju tijekom rasta mikoplazme i ima Siroku primjenu
kod uzgoja hematopoetskih mati¢nih stanica i neuronskih stanica. Izmedu ostaloga, konjski
serum u niskoj koncentraciji esto se koristi prilikom induciranja diferencijacije razlicitih vrsta
stanica. Njegove karakteristike ukljucuju 1 nisku koncentraciju poliamin oksidaze, koja stvara
poliamine koji imaju pozitivan ucinak na proliferaciju stanica i teZe se metabolicki razgraduju.
Unato¢ njihove Siroke upotrebe, mnogi znanstvenici danas pokuSavaju smanjiti upotrebu
zivotinjskih seruma u medijima za uzgoj kultura stanica zbog etickih razloga, velikih troskova,

varijabilnosti sastava Sarza i1 potencijalnog sadrzavanja infektivnih agenasa.



2.3 Diferencijacija miSi¢nih stanica

Sisavci posjeduju tri vrste miSiénih stanica, skeletne (poprecno-prugaste), srcane i glatke, a
osim njih za kontrakciju su sposobne i mioepitelne stanice koje se nalaze u zljezdanom epitelu
i svojom kontrakcijom olaksavaju istjecanje sekreta. lako sve one imaju sposobnost kontrakcije
pomocu organiziranih sustava filamenata koji se temelje na aktinu i miozinu (proteinima
odgovornima za kontrakciju), navedene stanice se razlikuju u funkciji, strukturi i razvoju.
Stanice skeletnih miSi¢a odgovorne su prakticki za sve svjesne pokrete i1 kontrakcijama
skeletnog miSi¢nog tkiva upravlja srediSnji ziv€ani sustav. Razlikuju se od ostalih miSi¢nih
stanica po tome S§to stvaraju snopove i mnoga miSi¢na vlakna tako sadrZe i preko tisucu jezgri
unutar zajednicke citoplazme, dok druge vrste miSi¢nih stanica opéenito imaju samo jednu
jezgru. Stanice sréanog miSic¢a nalikuju skeletnim miSi¢nim vlaknima po tome §to imaju
pravilan raspored miofilamenata u sarkoplazmi i time pokazuju poprecnu ispruganost pod
mikroskopom. Glatke miSi¢ne stanice su vretenasta oblika i stvaraju naslage koje oblazu
stijenku Supljih organa. Mioepitelne stanice takoder nisu prugaste no za razliku od ostalih
miSi¢nih stanica nalaze se u epitelu Zlijezda znojnica, mlije¢nih 1 suznih Zlijezda 1 zlijezda
slinovnica. S obzirom da se u ovom radu koristi stani¢na linija C2C12, ovdje ¢e biti
prvenstveno objasnjena diferencijacija skeletnih misiénih stanica (Slika 1.). Pojam stani¢ne
diferencijacije podrazumijeva slijed strukturnih i funkcionalnih promjena pojedinih stanica,
tkiva 1 organa tijekom razvoja organizma. Diferencijacija misi¢nih stanica zapocinje
konverzijom mezodermalnih prekursorskih stanica u jednostanicne mioblaste u ¢emu ulogu
imaju miogenetski regulacijski ¢cimbenici MyoD (engl. myogenic differentiation) i Myt5 (engl.
myogenic factor 5). Nakon perioda proliferacije mioblasta dolazi do promijene fenotipa
uzrokovane koordiniranom aktivacijom gena specifi¢nih za njihovu diferencijaciju. MiSi¢no
specificni transkripcijski faktori miogenin i Mrf4 (engl. muscle-specific regulatory factor 4)
imaju ulogu u inicijaciji diferencijacije mioblasta. Za indukciju diferencijacije mioblasta u
kulturi stanica potrebno je ukloniti faktor rasta fibroblasta (FGF) ili mitogen (peptid koji potice
stani¢nu diobu) iz kulture mioblasta, pri ¢emu stanice izlaze iz stanicnog ciklusa te se pocinju
diferencirati. Tada se mioblasti produZuju i time nastaju miocite, koje se redaju u lance te je taj
korak posredovan glikoproteinima stanicne membrane. Zatim se takve stanice fuzioniraju, za
Sto su potrebni kalcijevi ioni, a fuzija je posredovana setom metaloproteinaza nazvanih
meltrinima. Fuzijom miocita nastaju viSejezgrene miotube. Takve miotube eksprimiraju

miSi¢no specifi¢ne proteine, primjerice MHC (engl. myosin heavy chain), MCK (engl. muscle
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creatine kinase), a-aktin i druge. Zreli oblik miotuba kasnije ¢ini miSi¢no vlakno. Kada su se
stanice pocele diferencirati viSe se ne dijele i ne dolazi do replikacije DNA a diferencirajuci

mioblasti izlucuju faktore koji poticu druge mioblaste na diferencijaciju (Alberts i sur., 2002).

przli%aciia ﬂ F
@) = m% SN i) SN f

MyoD, Myf5 Miogenin, MIRF4

MHC, MCK, ¢-aktin

Mioblasti Miocite Miotube Miofibrili

Slika 1. Koraci diferencijacije miSi¢nih stanica; MyoD — miogena diferencijacija, Myf5 —
miogeni faktor 5, MRF4 — miSi¢no-specifi¢ni regulacijski faktor 4, MHC — teski lanac miozina,

MCK — miSi¢na kreatin kinaza (Jang i Baik, 2013)

Za regulaciju miogenske diferencijacije izrazito su bitne dvije grupe transkripcijskih faktora,
miogenetski regulacijski ¢cimbenici (MRFs; engl. myogenic regulation factors) 1 MEF2 (engl.
myocyte enhancer factor-2). Myf5, MyoD, MRF4 i1 miogenin pripadaju miogenetskim
regulacijskim ¢imbenicima, koji su dio bHLH (engl. basic helix-loop-helix) obitelji proteina.
Ovi proteini su sposobni za konverziju nemiSi¢nih stanica u skeletne miSiéne stanice.
Miogenetski regulacijski ¢imbenici su proteini koji se heterodimeriziraju s nekim od ¢lanova
obitelji E proteina 1 vezu se kao kompleks na sekvenciju DNA-a nazvanu E box koja se nalazi
na pojacivacima i promotorima miSi¢nih gena te na taj nacin dolazi do aktivacije transkripcije
gena specifi¢nih za miSi¢e (Bajek i sur., 2015). MyoD 1 Myf5 su prvenstveno determinacijski
¢imbenici koji odreduju razvoj stanica u pravcu misiéne stanice no utvrdeno je i da Myf5
deficijencija smanjuje miogenetsku diferencijaciju, Sto dokazuje da Myf5 regulira ratu
proliferacije mioblasta a MyoD je potreban za njihovu diferencijaciju (Jang i Baik, 2013). Sa

druge strane, miogenin i MRF4 aktiviraju gene za formiranje miutuba i time imaju vaznu ulogu
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u procesu diferencijacije mioblasta. Iako je slabije istrazena, MEF2 grupa transkripcijskih
faktora takoder ima znac¢ajnu ulogu u kontroli ekspresije miSi¢nih gena. U kulturi stanica MEF2
sinergizira s miogenetskim regulacijskim ¢imbenicima MyoD pri aktivaciji ekspresije gena i

kod konverzije fibroblasta u mioblaste.

2.4  Deksametazon

Deksametazon pripada skupini sintetskih glukokortikoida te ima Siroku primjenu u medicini,
primarno zbog svojih antiupalnih svojstava. Kao antiupalni agens inhibira ekspresiju
posrednika inflamacije poput citokina, prostaglandina i leukotriena. Mehanizam djelovanja mu
je takav da se s visokim afinitetom veZe na specifi¢ni citoplazmatski glukokortikoidni receptor
(GR/NR3C1) i translocira u stani¢nu jezgru gdje se tada veze za DNA na promotorske regije
gena koje reagiraju na glukokortikoide, tj. GRE (engl. glucocorticoid response elements).
Glukokortikoidni receptor moze djelovati 1 kao faktor transkripcije i kao regulator drugih
faktora transkripcije. On regulira ekspresiju velikog broja ciljnih gena koji utjeCu na upalne
odgovore, stanicnu proliferaciju 1 diferencijaciju u ciljnim tkivima. U kulturi stanica
deksametazon se koristi u istrazivanjima genske ekspresije, apoptoze, stanicnih signalnih
putova te stani¢ne diferencijacije. Mnoga istrazivanja bavila su se njegovim utjecajem na
proliferaciju i diferencijaciju razli¢itih vrsta stanica. U jednom od isrrazivanja primije¢eno je
kako deksametazon smanjuje proliferaciju osteogenih prekursora no nema utjecaj na njihovu
diferencijaciju (Walsh 1 sur., 2001). Kasnije je dokazano kako klasi¢ni medij za osteogene
stanice suplementiran sa 100 nM deksametazona potice diferencijaciju adipocita i osteoblasta
u misjim stromalnim stanicama koStane srzi (Ghali i sur., 2015). U istrazivanju sa C2C12
stanicama otkriveno je kako tretman deksametazonom u fazi mioblasta pojacava diferencijaciju
miocita. U tom je istrazivanju je takoder primije¢eno kako tretman deksametazonom nakon
diferencijacije ima atrofi¢ni u€inak u fazi miotuba. Miotube su bile tanje i otkrivena je pojacana
ekspresija atrogin-1 proteina i smanjenje sadrzaja proteina u MHC-u (engl. myosin heavy
chain). Sa druge strane, tretman deksametazonom prije pocetka diferencijacije doveo je do
povecanja promjera miotuba i nivoa MHC-a i smanjenje ekspresije proteina atrogin-1 (Han i
sur., 2017). Park i sur. (2017) su takoder utvrdili kako tretman potpuno diferenciranih miotuba

deksametazonom dovodi do smanjenja promjera miotuba. U tom istraZivanju je utvrden i
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negativan utjecaj deksametazona na rast C2C12 mioblasta. [ako je deksametazon Cesto koristen
in vitro u protokolima diferencijacije za mezenhimalne stromalne stanice (MSC), potrebna su
daljnja istrazivanja kako bi se sa sigurnosc¢u potvrdio njegov utjecaj na rast i diferencijaciju
C2C12 stanica.



3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 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
- Deksametazon, Sigma, St. Louis, SAD

- Tripan-plavo, Sigma, St. Louis, SAD

- Kristal-ljubicasto, Kemika, Zagreb, RH

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

- Natrijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

- Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

- Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

- Kalij dihidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

3.1.2 Otopine i puferi

e PBS pufer (pH=7,4)

Natrijev klorid 8,0¢g
Kalijev klorid 0,2¢g
Dinatrijev hidrogenfosfat 1,4318 ¢
Kalij dihidrogenfosfat 0,2372 g
Destilirana voda Do 1000 mL
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e Otopina deksametazona (10 mM)

Deksametazon 11,78 mg

Destilirana voda 3mL

3.1.3 Uredaji i oprema

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

- Hladnjak DirectFREEZE -86°C, ULTRA LOW, Nuve, Turska

- Inkubator s kontroliranom atmosferom CO3, Iskra PIO, Slovenija

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

- Laboratorijski pribor (pipete, nastavci za pipete, laboratorijske ¢ase, menzure, odmjerne
tikvice, kivete, epruvete)

- Neubauer-ova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright - Line, Njemacka

- Ploce s 24 jazice, Corning, SAD

- Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

3.1.4 C2C12 stani¢na linija

Tijekom izrade ovog rada koriStena je stani¢na linija C2C12 koja je dobavljena iz banke stanica
American Type Culture Collection (ATCC). C2C12 je besmrtna stani¢na linija misjih skeletnih
mioblasta izvorno dobivena iz satelitnih stanica bedrenog miSi¢a Zenke C3H misa 70 h nakon
oSte¢enja izazvanog nagnjecenjem (Yaffe 1 Saxel, 1977). Iz C2 stanica selektirana je besmrtna
podlinija C2C12 (Blau i sur., 1985). Stani¢na linija C2C12 (Slika 2.) brzo diferencira stvarajuci
kontraktilne miotube uz nastajanje karakteristicnih proteina misi¢a. Navedena stani¢na linija
je adherentna, §to znaci da Ce stanice rasti samo ako su prihvacene za povrSinu. Prema uputama
dobavljaca, nakon §to se stanice izvade iz pakiranja sa suhim ledom, stanice je potrebno Cuvati
na temperaturi nizoj od -130°C do uporabe. Osnovni medij za ovu stani¢nu liniju je DMEM
kojem se prilikom uzgoja stanica dodaje fetalni govedi serum kako bi se dobio kompletni medij
za rast. Diferencijacija stanica zapoc€inje nakon §to stanice dosegnu konfluntnost od oko 80%

te se mediju za uzgoj doda 2% konjskog serum umjesto fetalnog govedeg seruma.
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Slika 2. C2C12 stani¢na linija pod inverznim mikroskopom; a) niska gustoca rasta, b) visoka

gustoca rasta (ATCC, 2023)

3.2 Metode rada

3.2.1 Uzgoj C2C12 stanica i tretman deksametazonom

C2C12 stanice uzgajaju se u inkubatoru pri temperaturi od 37°C te u atmosferi s 5% COx.
Najprije je potrebno ampulu sa dobivenim stanicama odmrznuti u vodenoj kupelji pri 37°C.
Odmrzavanje traje otprilike 2 minute, nakon ¢ega se ampula dezinficira sa 70% etanolom.
Sadrzaj ampule se zatim sterilno prebacuje u kivetu koja sadrzi 9 mL kompletnog medija za
uzgoj C2C12 stanica te se suspenzija centrifugira 5-7 minuta pri 125 x g. Nakon centrifugiranja
supernatant se ukloni a talog stanica se resuspendira u mediju za uzgoj i zatim se takva
suspenzija stanica sterilno prebacuje u T-boce i stavlja u inkubator. Stanice se zatim po€inju
prihvacati za dno T-boce i u njoj se uzgajaju dok ne prekriju njenu povrsinu. Kada dode do
potpunog prekrivanja povrSine T-boce stanice je potrebno precijepiti. Prilikom precjepljivanja
potrebno je najprije maknuti medij iz T-boce a zatim se stanice ispiru PBS-om kako bi se

uklonili ostatci medija koji sadrzi tripsin inhibitor. Nakon toga se dodaje tripsin u koli¢ini
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potrebnoj da prekrije dno T-boce te se T-boca stavlja u inkubator. Potrebno je pricekati oko 5
minuta kako bi tripsin djelovao i uspjesno odvojio stanice od podloge. Ako se tripsin ostavi da
djeluje predugo do¢i ¢e do osteCenja stanica te je stoga periodicki potrebno promatrati
odvajanje stanica od povrsine pod inverznim mikroskopom. Uspjesno odvajanje stanica biti ¢e
popraceno njihovim zaokruZenjem te se tada u T-bocu dodaje kompletni medij za rast kako bi
se sprijecilo osteCivanje stanica tripsinom. Nakon toga stanice se izbroje u Neubauerovoj
komorici 1 stanice se nacijepe u 2 ploc¢e sa 24 jazice, pri ¢emu je nacijepljena pocetna
koncentracija stanica 5x10* st/mL. Medij se mijenja svakih 48 sati, a nakon 72 sata stanice su
prebacene u medij za diferencijaciju sa 2% konjskog seruma (koji je dodan umjesto fetalnog
govedeg seruma). Nakon 48 sati uzgoja u mediju za diferencijaciju navedeni medij je uklonjen
te je zamijenjen svjezim medijem koji sadrzi 2 % konjskog seruma, te 100 1 200 pM

deksametazona (Slika 3).

" 9000000

“+ 000000

000000
000

woh| @ @

V V V
100 pM 200 pM
kontrola deksametazon deksametazon

Slika 3. Prikaz ploca s 24 jaZice tijekom provodenje eksperimenta utjecaja deksametazona na

rast 1 diferencijaciju C2C12 stanica (vlastita izrada)

Stanicama je svakih 48 sati mijenjan medij s 1 bez deksametazona kako bi stanice bile
opskrbljene hranjivim tvarima koje troSe tijekom uzgoja. Tijekom istrazivanja prati se utjecaj

deksametazona na rast i diferencijaciju stanica kroz 48, 96 1 168 sati (Slika 4).
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Slika 4. Prikaz eksperimenta utjecaja deksametazona na rast i diferencijaciju C2C12 stanica

3.2.2 Brojanje stanica metodom tripan plavo

Metoda brojanja stanica bojom tripan plavo koristi se za razlikovanje zivih 1 mrtvih stanica.
Zive stanice imaju funkcionalnu staniénu membranu koja je negativno nabijena i time
onemogucava prolaz molekulama boje, dok kod mrtvih stanica boja moze pro¢i kroz stani¢nu
membranu koja viSe nije selektivna i funkcionalna. Tripan plavo se prolaskom kroz stanicnu
membranu mrtvih stanica veze za unutarstanic¢ne proteine Sto dovodi do plavog obojenja mrtvih
stanica. Kako bi se stanice mogle izbrojati najprije je potrebno tripsinizirati stanice ¢ime se
postize njihovo odvajanje od dna ploce sa jazicama. U postupku tripsinizacije se najprije ukloni
medij za uzgoj a zatim se stanice ispiru PBS puferom. Nakon toga se dodaje 100 uL tripsina te
se stanice ostave u inkubatoru 2-3 minute,a njihovo se odvajanje od dna ploce periodicki
promatra inverznim mikroskopom. Kada su se stanice odvojile od povrsine, dodaje se 400 pL
medija za uzgoj i1 tada se moze krenuti sa postupkom brojanja stanica. Brojanje stanica ovom
metodom zapoc€inje resuspendiranjem suspenzije stanica koja se nalazi u jaZicama, nakon ¢ega
se uzima 20 puL suspenzije stanica koja se pomijeSa sa 20 pL boje tripan plavo i nanosi na
Neubauer komoricu za brojanje (slika 5 a). Stanice se u Neubauerovoj komorici broje u etiri
vanjska kvadrata koji se nalaze izvan iscrtanog polja oblika kriza (slika 5 b, oznaka L). Svaki
kvadrat se sastoji od Sesnaest manjih kvadrata, a nakon zbroja izbrojenih stanica u sva cetiri
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velika kvadrata moze se izraCunati koncentracija stanica u suspenziji:

broj stanica po mL = zbroj izbrojenih stanica u 4 kvadrata * 5000

Broji se po dva paralelna uzorka svakog od uzoraka te se njihova srednja vrijednost uzima kao

konacan broj stanica po mililitru.
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Slika 5. a) Neubeuerova komorica (izvor: KEFO Croatia), b) mreza Neubauerove komorice

(izvor: Avantor)

3.2.3 Bojanje stanica bojom kristal-ljubi¢asto

Kristal-ljubicasto je boja koja ima Siroku primjenu u mikrobiologiji 1 histologiji, a najpoznatija
je njezina upotreba kod metode bojanja po Gram-u i kod utvrdivanja preZivljavanja adherentnih
stani¢nih kultura. Boja kristal-ljubicasto se veze na DNA i stani¢ne proteine §to dovodi do
ljubiCastog obojenja adherentnih stanica. Mrtve stanice gube sposobnost adherancije te se
posljedi¢no izgube iz populacije stanica, ¢ime se smanjuje koli¢ina ljubiCastog obojenja
stani¢ne kulture. U ovom istraZivanju boja kristal-ljubiasto se prvenstveno koristi za laksu
vizualizaciju diferencijacije C2C12 stanica. Kako bi se provelo bojanje stanica potrebno je
najprije ukloniti medij za uzgoj, nakon ¢ega je potrebno isprati stanice sa 100 pL PBS pufera.

Tek nakon ispiranja dodaje se 100 pL boje kristal-ljubicasto i stanice se stavljaju u inkubator.
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Nakon inkubacije potrebno je stanice visSekratno isprati PBS puferom kako bi se odbojale, a

nakon Cega se stanice mogu promatrati i snimiti pod inverznim mikroskopom.

3.2.4 Obrada rezultata
Izracunavanje parametara rasta C2C12 stanica

Odredivanje specifi¢ne brzine rasta (u)

Specificna brzina rasta stanica (1) opisana je izrazom:

_ldx
T xdt

u [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,
H= At

N — broj stanica u 1 mL na kraju log faze

h™1]

No — broj stanica u 1 mL na pocetku log faze

At — vremenski interval (h)

Odredivanje vremena udvostucenja stanica (tp)

Vrijeme udvostru¢enja stanica (tp) racuna se prema izrazu:
In2

tp = u [h]

1L — specifi¢na brzina rasta (h')

Odredivanje prinosa stanica

Prinos stanica = broj stanica na kraju log faze — broj stanica na pocetku uzgoja
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4 REZULTATI I RASPRAVA

Deksametazon je glukokortikoid koji se koristi za lijeCenje inflamatornih stanja poput alergija
i koznih problema te artritisa, lupusa, psorijaze i poremecaja disanja. Primjenjuje se i u kulturi
stanica za proucavanje apoptoze, ekspresije gena i stani¢nih signalnih puteva. Takoder, smatra
se da ima utjecaj na atrofiju skeletnih misi¢a buduci da smanjuje sintezu proteina i povecava
njihov katabolizam koji dovodi do atrofije misi¢a (Han 1 sur., 2017).

U istrazivanju biologije miSic¢a, stani¢na linijja C2C12 ima vaznu ulogu buduci da u procesu
diferencijacije stanica dolazi najprije do diobe mioblasta koji se potom izduzuju i fuzioniraju.
Tijekom procesa diferencijacije C2C12 stanica, kortikosteroidi u koje spada i deksametazon
pokazuju razli¢it 1 suprotan uc¢inak ovisno o nacinu primjenu tj. primjenjuju li se prije ili nakon
zapocCinjanja procesa diferencijacije.

S obzirom na sve navedeno, cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj deksametazona na rast i

diferencijaciju C2C12 stanica uz odredivanje broja 1 morfologije stanica.

4,1 Ucinak deksametazona na rast C2C12 stanica

Tijekom eksperimenta pratila se dinamika rasta C2C12 stanica brojanjem stanica koristeci
metodu tripan plavo. Nakon nacjepljivanja u plocu sa jazicama i1 dodatka medija za
diferencijaciju (sa 1 bez dodatka deksametazona) stanice su brojane u dva paralelna uzorka
svakih 48 sati (Slika 6). Kod brojanja uzoraka nakon 168 sati vecina stanica se odvojila od dna
jazica pa rezultati nisu bili vjerodostojni i1 stoga se nisu uzimali u obzir pri prikazu i analizi

podataka.
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Slika 6. Krivulja rasta C2C12 stanica uz dodatak deksametazona tijekom 96 sati

Temeljem dobivenih krivulja rasta C2C12 stanica s i bez dodatka deksametazona izra¢unati su

specifi¢na brzina rasta, vrijeme udvostrucenja te prinos stanica (Tablica 2.).

Tablica 2. Parametri rasta C2C12 stanica tijekom tretmana deksametazonom

Uzorak i (h?h ta (h) prinos x 10* (st)
kontrola 0,0146 47,47 5,82

100 uM deksametazona 0,0166 41,75 5,85

200 uM deksametazona 0,0088 78,76 5,0

Iz dobivenih rezultata vidljivo je kako koncentracija od 100 uM deksametazona ima pozitivan
ucinak na rast C2C12 stanica dok koncentracija deksametazona od 200 uM pokazuje blagi
inhibicijski u¢inak u odnosu na kontrolne, netretirane stanice.

Rezultati djelovanja deksametazona na rast C2C1 stanica prikazani su i kao % tretiranih stanica

u odnosu na kontrolne, netretirane stanice (slika 7.).
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Slika 7. Odnos broja C2C12 stanica tretiranih deksametazonom 1 broja kontrolnih, netretiranih

stanica

Iz rezultata prikazanih na slici 6. vidljivo je kako su stanice tretirane sa 100 uM deksametazona
u 48 sati narasle za 10,14 % viSe u odnosu na kontrolne stanice, a nakon 96 sati njihov se broj
povecao za 2,97 % u odnosu na kontrolne stanice. Naspram toga, stanice koje su bile tretirane
s 200 uM deksametazona nakon 48 h imale manji rast od 24,32 % u odnosu na kontrolne
stanice, a nakon 96 sati 5,41 % manji rast u odnosu na kontrolne stanice. Dobiveni rezultati
odstupaju od rezultata koje su objavili Han 1 sur. (2017) te Park 1 sur. (2017) koji su pokazali
kako koncentracije od 50 1 100 uM deksametazona inhibiraju rast C2C12stanica. U naSem
sluc¢aju se pokazalo kako koncentracija od 100 uM deksametazona ne inhibira rast C2C12
stanica, dok je jedino koncentracija od 200 puM deksametazona pokazala inhibicijsko

djelovanje na rast C2C12 stanica.
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4.2 MorfoloSke promjene u C2C12 stanicama pri tretmanu deksametazonom

U cilju prac¢enja u¢inaka deksametazona na morfoloske promjene u C2C12 stanicama tijekom

procesa diferencijacije, stanice su obojane bojom kristal-ljubicasto kako je opisano u poglavlju

3.2.3. te su fotografirane pod inverznim mikroskopom s ugradenom digitalnom kamerom (slika
8).

96 h 168 h

Slika 8. Morfologija C2C12 stanica s 1 bez djelovanja deksametazona

kontrola

100 uM dexa

200 uM dexa

Usporedbom morfologije stanica moZe se uociti da nakon 168 h uzgoja kontrolne stanice
pokazuju guséi monosloj u odnosu na stanice koje su tretirane sa 100 1200 uM deksametazona.
U svim uzorcima mogu se uociti pojedinacni diferencirani miotubi tj. diferencirane stanice,
iako generalno, ¢ak niti u kontrolnim stanicama nije doslo do diferencijacije stanica u miotube.
Uzroci uo¢ene pojave mogu biti u uvjetima uzgojima ili samom diferencijacijskom potencijalu

stanicne linije bez obzira Sto su koriStene opisane metode za uzgoj i diferencijaciju C2C12
20



stanica. Naime, C2C12 stanice se moraju odrzavati na odgovarajuci nacin kako bi se sacuvala
njihova mioblastna svojstva i sposobnost miogeneze za primjenu u farmaceutskim i bioloskim
istrazivanjima. Isto tako, optimiziracija uvjeta uzgoja je prvi korak koji je potrebno napraviti s
obzirom na heterogenost populacije C2C12 stanica (Prasetyaningrum, 2021).

lako se pojava miotuba C2C12 stanica tijekom provedenog eksperimenta nije mogla sa

sigurnos$¢u utvrditi bojanjem stanica bojom kristal-ljubicasto, ipak su primije¢ene odredene

razlike u izgledu diferencijacije C2C12 stanica nakon 96 sati (Slika 9 a-c).

Slika 9. Usporedba morfologije C2C12 stanica nakon 96 h djelovanja deksametazona; a)
kontrola, b) stanice tretirane sa 100 uM deksametazona, c) stanice tretirane sa 200 pM

deksametazona

Stanice koje su tretirane deksametazonom djeluju izduZenije 1 uZe od netretiranih, kontrolnih
stanica 1 izraZzeno je kod stanica tretiranih s 200 pM deksametazona (slika 9¢). Usporedbom
stanica tretiranih sa 100 uM 1 200 uM deksametazona razlike u morfologiji su nesto manje.
Dobiveni rezultati su u skladu s rezultima koje su objavili Han 1 sur. (2017) i Park i sur. (2017)
gdje tretman C2 C12 stanica s 50 1 100 uM deksametazona dovodi do nastajanja tanjih stanica
tj. atrofijskog u€inka na C2C12 stanice.
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5 ZAKLJUCCI

1. U usporedbi s netretiranim stanicama, deksametazon u koncentraciji od 200 pM
smanjuje rast C2C12 stanica za 5,41% dok u koncentraciji od 100 M ne utjece na rast
C2C12 stanica.

2. Deksametazon u koncentracijama od 100 i 200 uM uzrokuje promjene u morfologiji

C2C12 stanica $to se o€ituje U Stanjivanju stanica.
3. Ucinak deksametazona na morfologiju C2C12 stanica potrebno je dodatno istraziti i

ponoviti uz primjenu specifi¢nijith metoda (imunokemijske metode) koje bi bolje

detektirale promjene u tretiranim stanicama.
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