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Abstract:

Soy proteins possess a well-balanced amino acid composition, and numerous studies indicate
a positive effect on muscle mass formation and stimulation of muscle growth. The aim of this
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1. UuvOoD

Kultura stanica je proces u kojem se stanice uzgojene in vitro odrzavaju u simuliranim fizolos-
kim uvjetima. Razvoj metoda kulture Zivotinjskih stanica doveo je do razvoja brojnih procesa u
podrucju medicinske biotehnologije koji uklju€uju proizvodnju cjepiva, rekombinantnih prote-

tinjskih stanica je medij za uzgoj buduci da znacajno utje€e na rast i proizvodnost stanica.

Posljednjih godina interes znanstvene javnosti usmjeren je na pripravu i koriStenje biljnih pro-
teinskih hidrolizata kako u podrucju tehnologije zivotinjskih stanica tako i za primjenu kao funk-
cionalnih dodataka prehrani. Dokazano je da proteinski hidrolizati iz razli€itih biljnih izvora po-
sjeduju Sirok raspon razli€itih bioloskih aktivnosti, uklju€ujuci antitumorsko, antihipertenzijsko,

antioksidacijsko i antimikrobno djelovanje.

Soja je bilika koja sadrzi visok udio proteina (37-50 %), a viSe klini¢kih i epidemioloskih istra-
Zivanja je pokazalo da konzumiranje sojinih proteina moze stimulirati nastajanje misicne mase
i potaknuti rast miSi¢a (Paul i Mendelson, 2015). Isto tako poznato je da hidrolizat sojinog
proteina povecava koncentracije aminokiselina u plazmi $to ukazuje da mali peptidi iz hidroli-
zata bolje opskrbljuju tijelo aminokiselinama te time mogu djelovati i na sintezu proteina u mi-

Sicima (Chang i sur., 2022).

S obzirom na prethodno navedeno, cilj ovog rada bio je ispitati djelovanje hidrolizata soje na
vijabilnost i diferencijaciju C2C12 stanica. Isto tako, htjelo se utvrditi posjeduje li hidrolizat pro-
teina soje protektivno djelovanje u C2C12 stanicama pri tretmanu stanica deksametazonom,

glukokortikoidnim spojem koji izaziva atrofiju misica.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kultura stanica

Kultura stanica vazna je laboratorijska tehnika koja ima znacajnu ulogu u biolo$kim istraziva-
njima, procjenama ucinka i toksi¢nosti novih lijekova, proizvodniji cjepiva i biofarmaciji. Kultura
stanica obuhvaca izolaciju stanica iz njihovog prirodnog okruZenja (in vivo) i njihov uzgoj nas-
tavljen in vitro tj. njihovo stavljanje u umjetno okruzenje u kontroliranim uvjetima koje pogoduje
njihovoj proliferaciji (Arora, 2013). StaniCne se kulture dijele na primarne, sekundarne i stani-
¢ne linije.

Primarna kultura stanica sastavljena je od razli€itih tipova stanica izoliranih izravno iz tkiva.
Kada stanice potroSe sve potrebne hranjive tvari za rast, one se prenose u svjezi hranjivi medij,
Sto rezultira stvaranjem sekundarne stani¢ne kulture koja ima ograniceni zivotni vijek. Poslje-
dica daljnjeg precjepljivanja su stanic¢ne linije koje imaju neogranicen zivotni vijek in vitro. Sta-
ni¢ne linije se mogu uzgajati kao stanice u suspenziji ili mogu biti stanice adherentnoga tipa
koje zahtijevaju ¢vrstu povrSinu za rast. Adherentne stanice se izoliraju iz tkiva ili organa gdje
Su nepokretne i za rast zahtijevaju vezanje za podlogu. S druge strane, stanice u suspenziji
ne vezu se za podlogu i mogu se uzgajati slobodno plutajuci u mediju za kulturu (Skaramuca,
2018). Rad sa suspenzijskim stanicama je prakti¢an jer omogucuje lakSu kontrolu i vodenje
uzgoja, zbog ¢ega se vecina komercijalnih terapeutskih rekombinantnih proteina proizvodi u
suspenzijskoj kulturi. Kod adherentnih stani¢nih kultura, broj stanica ovisi o dostupnoj povrsini
za rast. Vazno je paziti da se kultura odrZzava do potpune prekrivenosti povrSine stanicama,
Sto se naziva konfluentnost. Jedna od poznatijih humanih staniénih linija je HeLa dok se u
biotehnoloskim procesima naj¢eS¢e upotrebljava staniCna linija ovarija kineskog hrcka CHO
(engl. Chinese Hamster Ovary) (RadoS$evic, 2020).

Kod in vitro uzgoja Zivotinjskih stanica bitno je uzeti u obzir da razli€ite stani¢ne linije zahtije-
vaju razliCite uvjete uzgoja za optimalan rast i odrZzavanje stanica. Stoga, postoje razli€ite vrste
medija za uzgoj, od kojih su najéesce koristeni: BME (Basal Medium Eagle’s), EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium) , DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium) i IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium). Medij za uzgoj stanica mora osigurati uvjete sto sli¢-
nije uvjetima koji su vladali u in vivo sustavu iz kojeg su i izolirane $to ukljuuje temperaturu,
koncentracija CO i kisika, pH-vrijednost, osmotski tlak te koncentracije ostalih potrebnih nut-
rijenata (glukoza, aminokiseline, vitamini, lipidi i anorganske soli). Mediju za uzgoj moze se
dodati i serum koji je vazan izvor faktora rasta koji poti¢u stani¢nu proliferaciju te izvor adhe-
zijskih faktora koji poti€u prihvac¢anje stanica za uzgojnu povrsinu. Takoder djeluje kao inhibitor

tripsina i izvor minerala, lipida i hormona. NajeS¢e se koristi fetalni govedi serum (Fetal Bovine



Serum - FBS) koji ima visok sadrzaj embrionalnih faktora rasta (Thermo Fisher Scientific,
2020). Od presudne je vaznosti prilikom uzgoja kultura zivotinjskih stanica odrzavati asepti¢ne
uvjete rada kako bi zastitili stanice od kontaminacije. |z tog razloga u medij se dodaju antibio-
tici, a bitno je da se svako rukovanje stanicama provodi u komori za sterilni rad tj. u laminaru.
Osoba koja rukuje laboratorijskim sterilnim priborom, posudama i stanicama mora dezinficirati
svoje ruke.

Danas se mnoga istrazivacka podrucja temelje na primjeni kultura zivotinjskih stanica poput
istrazivanja biologije stanica raka, proizvodnje i ispitivanja cjepiva, dobivanje rekombinantnih
proteina i monoklonskih protutijela, genske terapije i mnogih drugih podrudja. Koristenje kultura
stanica potice se kao alternativa in vivo testiranju za procjenu toksic¢nosti i bioloSke aktivnosti

prirodnih i sintetskih spojeva €ime se smanjuje i potreba za pokusnim Zivotinjama.

2.2. Biljni hidrolizati kao dodatak mediju za uzgoj Zivotinjskih stanica

Hidrolizati su proizvodi biljnih ili Zivotinjskih proteina dobiveni hidrolizom pomocu kKiselina,
baza, enzima ili procesa fermentacije (Ho i sur., 2021). Proteinski hidrolizati mogu podrzati rast
stanica i smanijiti potrebu za upotrebom seruma (Hou i sur., 2017). Fetalni govedi serum (FBS)
je 8iroko koristen dodatak za in vitro rast Zivotinjskih i ljudskih stanica, tkiva i organa, prven-
stveno zbog obilja mikro- i makronutrijenata i faktora rasta. Medutim, tijekom godina, sve veca
potraznja, visoka cijena, varijabilnost kvalitete i sastava izmedu razli€itih serija te rastuce eticke
zabrinutosti doveli su do potrebe za alternativom FBS-u (Chelladurai i sur., 2021). Buduci da
rizici upotrebe hidrolizata Zivotinjskog porijekla nadmasuju koristi, popularnost su stekli hidro-
lizati biljnog porijekla poput hidrolizata dobivenih iz proteina soje, rize i siemenki pamuka. Pre-
dnosti upotrebe biljnih hidrolizata kao dodatak mediju za uzgoj obuhvacéaju smanjenje rizika
od mogucéih kontaminacija prilikom koridtenja hidrolizata Zivotinjskog podrijetla, a ujedno pru-
Zaju i faktore prisutne u serumu uz eliminaciju i vecine rizika vezanih uz njegovu upotrebu.
Njihova niza cijena u odnosu na zivotinjske hidrolizate dodatno je potaknula i njihovo koristenje

kao zamjene za serum u biotehnolo$koj proizvodnji proteina (Ho i sur., 2021).

Sastav hidrolizata jako ovisi 0 koristenom pocetnom materijalu, metodama hidrolize te stupnju
hidrolize (Zhang i sur., 2019). Hidrolizati predstavljaju vrlo slozene smjese aminokiselina, pep-
tida, slobodnih kiselina, lipida, minerala i ugljikohidrata koji nastaju djelomi¢nom ili potpunom
hidrolizom proteina. Veli€ina molekula peptida u hidrolizatima ponekad se navodi kao potenci-
jalni parametar koji utje€e na ponaSanje stanica. Peptidi nize molekulske tezine (1-3 kDa) po-

kazuju bolje bioloSke aktivnosti poput antioksidativnih svojstava od peptida veée molekulske



tezine. Upotreba biljnih peptida moze zahtijevati i procese frakcioniranja s obzirom da nemaju
svi oligopeptidi unutar peptona iste bioloSke aktivnosti. Hidrolizati biljnih proteina mogu biti
izvor kratkih lanaca peptida s bioloSkim svojstvima koja uklju€uju imunomodulatorne, antimik-
robne, antitrombotske, antihipertenzivne i inhibitore proteaza, kao i aktivnosti koje poti¢u rast
stanica sisavaca (Farges-Haddani i sur., 2006). Osim navedenog, biljni peptoni mogu djelovati
ne samo kao nutritivni faktori, ve¢ i kao faktori koji poveéavaju produktivnost stanica ili inhibi-
raju apoptozu stanica. Hidrolizati biljnih proteina proizvode se od razli€itih sirovina, kao $to su

soja, pamuk, riza, pSenica, uljana repica, grasak i kukuruz.

2.2.1. Hidrolizat soje

Soja je biljka mahunarka koja osim visokog udjela proteina (37-50 %) sadrzi i minerale (npr.
soli kalcija, kalija, fosfora, zeljeza), vitamine (npr. tiamin, riboflavin, folnu kiselinu, pantotensku
kiselina, niacin, vitamin Bg, C, E, D i K) vlakna, esencijalne masne kiseline (npr. omega-3 ma-
she kiseline), fitoestrogene poput izoflavona (npr. genistein, daidzein, glicitein) itd. Sojini pro-
teini su visoko kvalitetna hrana jer su odli¢no izbalansirani po sastavu aminokiselina i kao takvi
se lako metaboliziraju. Brojna klini¢ka i epidemiolo$ka istrazivanja su pokazala da konzumira-
nje sojinih proteina moze stimulirati nastajanje miSicne mase i potaknuti rast misi¢a (Paul i
Mendelson, 2015).

Hidrolizat soje dobiva se enzimskom ili kemijskom (pomocu kiselina ili luzina) hidrolizom zrna
soje. Buduci da je kemijska hidroliza agresivna tehnika prilikom koje dolazi do smanjenja nut-
ritivnih vrijednosti hidrolizata i kvalitete proteina (npr. oksidacija cisteina i metionina, razgradnja
serina i treonina, pretvorba glutamina i asparagina u glutamat i aspartat), prednost se daje
enzimskoj hidrolizi. Za razliku od kemijske hidrolize, enzimska hidroliza je blaza tehnika u kojoj
proteolitiCki enzimi kataliziraju hidrolizu peptidnih veza (amidnih veza) i na taj nacin razgraduju
i modificiraju proteine i peptide. Enzimskom hidrolizom moZze se posti¢i zeljeni stupanj hidrolize

i dobiti hidrolizati s razli€itim funkcionalnim svojstvima.

Bududi da hidrolizat soje potjeCe iz prirodne sirovine, njegov sastav nije u potpunosti kemijski
definiran. Hidrolizat soje upotrebljava se u uzgoju Zivotinjskih stanica kao zamjena za serum s
ciliem povecéanja gustoce i trajnosti stanica, sinteze rekombinantnih proteina, sprieavanje a-
poptoze stanica, a sve je veca njegova primjena u biofarmaceutskoj proizvodnji terapijskih
pripravaka (Hartshorn i sur., 2010). Hidrolizati sojinog proteina su najéeSc¢e dodavani kultu-
rama stanica pa je utvrdeno da njegov dodatak zna¢ajno poboljSava rast stanica i proizvodnju

rekombinantnih proteina u stani¢nim kulturama (Gupta i sur., 2013).



2.3. Diferencijacija miSicnih stanica

MiSicne stanice, poznate i kao miociti, su posebne stanice u tijelu koje omogucuju kontrakciju
i opustanje misi¢a. One Cine skeletne miSi¢e koji su potrebni za voljne pokrete poput hodanja
i podizanja, glatke miSice koji kontroliraju funkcije unutarnjih organa poput crijeva i krvnih Zzila
te sréani misi¢ klju€an za konstantnu pumpu krvi kroz tijelo. Buduci da se u ovom istraZivanju
koristi stanicna linijja C2C12 ovdje ¢e biti objasnjena diferencijacija skeletnih misi¢nih stanica.
zahtjevima poput rasta ili treninga. Mati¢ne stanice miSica, takoder poznate kao satelitske
stanice (SCs), neophodne su za regeneraciju skeletnih misica. U mirovanju, satelitske stanice
smjeStene su izmedu sarkoleme i bazalne membrane miSi¢nog vlakna, a zbog takvog
perifernog poloZaja nazvane su satelitskim stanicama . Osim §to stvaraju nove misiéne stanice
(mioblaste) imaju i sposobnost samoobnavljanja i odrzavanja svoje populacije (Bajek i sur.,
2015). Satelitska stanica obi¢no je u stanju mitotskog mirovanja, ali moze biti aktivirana zbog
traume, bolesti ili drugih promijenjenih stanja. Nakon aktivacije, satelitske stanice prolaze kroz
fazu proliferacije, tijekom koje se razmnozavaju i nastaju mononuklearne misiéne prekursorne
stanice ili mioblasti. Kada se zavrsi faza proliferacije, mioblasti po€inju proces diferencijacije.
Tijekom diferencijacije, mioblasti se spajaju medusobno kako bi formirali multinuklearna
miSi¢na vlakna. Ova nova miSiéna vlakna postupno sazrijevaju, a karakteriziraju ih periferno
smijestene postmitotske jezgre. Ovaj kompleksan proces omoguéava obnovu i rast misiénog
tkiva nakon ozljeda ili drugih stanja koja uzrokuju oste¢enje misi¢a (Slika 1).

Transkripcijski faktor Pax7 izrazen je u svim satelitskim stanicama i potreban je za njihovo
postnatalno odrzavanje i regeneraciju skeletnih misi¢a. Nakon aktivacije, pokrece se proces
miogeneze i satelitske stanice koeksprimiraju Pax7 i MyoD i izlaze iz stanja mirovanja i dalje
se diferenciraju u miocite, prije nego &to sazriju u miofibrile. Satelitske stanice imaju veliki
miogeni potencijal koji uglavnom ovisi o ekspresiji Pax7 transkripcijskog faktora i ekspresiji
miogenetskih regulacijskih faktora. Miogenetski regulacijski faktori su proteini koji se
heterodimeriziraju s nekim od ¢lanova Siroke obitelji E proteina i veZzu kao kompleks na
specificnu sekvencu DNA koja se zove E box i nalazi se na pojac€ivacima i promotorima (Bajek
i sur., 2015). Na taj nacin ovi ¢imbenici poti€u transkripciju gena koji su specifi¢ni za misi¢no
tkivo. U miogenetske regulacijske faktore ubrajamo myoD, myf5, MRF4 i miogenin (Slika 1).
Satelitske stanice u mirovanju u normalnim uvjetima uz Pax7 izrazavaju i myf5. Aktivirana
satelitska stanica, ozljedom miSica ili traumom, odlikuje se ekspresijom myoD i dijeli se
stvarajuci miSi¢ne prekursorne stanice tj. mioblaste. Mioblasti se uz povecanje ekspresije

miogenina i regulacijskog faktora MRF4 fuzioniraju. Pojavom miogenina tj. Cimbenika



diferencijacije smanjuje se ekspresija myf5 | Pax7. Uloga myf5 tijekom regeneracije misic¢a je
poticanje proliferacije zajedno sa myoD koji u koordinaciji s miogeninom potie diferencijaciju
mioblasta. Morfoloski, mioblasti postaju izduzeni miociti, koji se potom spajaju kako bi formirali
multinukleirane miotube. Novoformirane miotube karakteriziraju centralno smjestene jezgre.

Miotube sazrijevaju u kontraktilne jedinice skeletnih misi¢a, miofibrile.

a
samoobnavljanje
Eja’ﬂiwmia’ y PmliferaCija) "jifelencijaciia } fuzija ) sazrijevanje
satelitska stanica aktivirana miogene i
u mirovanju satelitska stanica progenitorske miociti miotube injofibre
stanice
(mioblasti)
max:
©
£
[0
2
=]
a
5
‘B
o
a
)
-
©
0

Sprouty1 Pax Miogenin

Slika 1. a) Shematski prikaz tijeka miogeneze; b) Profil ekspresije klju¢nih miogenih
regulacijskih faktora (prema Schmidt i sur., 2019)

Za identifikaciju satelitskih stanica koriste se razni molekularni markeri. Markeri su mjerljivi
pokazatelji bioloSkih procesa, fizioloSkih stanja ili patoloSkih promjena u organizmu. Oni se
koriste za identifikaciju, pracenje ili dijagnosticiranje odredenih stanja ili bolesti. Markeri mogu
biti razliCite vrste tvari ili struktura, uklju€ujuéi proteine, enzime, genetske materijale (npr. DNA
ili RNA), stanice, metaboliCke produkte ili druge bioloSke komponente koje se mogu
kvantitativno ili kvalitativno analizirati. Jedan od prvih primijenjenih markera je adhezijska
molekula M-cadherin koja mirne satelitske stanice odrzava u svom polozaju. Transkripcijski
faktor Pax7 kojeg eksprimiraju satelitske stanice takoder se koristi kao njihov marker.
Meduostalom, kao markeri koriste se i a7-Integrin i B1-Integrin, Syndecan-4, Kalcitonin-
Receptor (CALCR), C-X-C kemokinski receptor tipa 4 (CXCR4) i CD34 (engl. Cluster od



differentiation 34). Razli¢ite signalne molekule unutar niSe satelitskih stanica reguliraju njihovo
stanje. Regulatori procesa tijekom razvojne miogeneze, poput Notch i Wnt proteina, takoder
sudjeluju i u regenerativhoj miogenezi. Notch signalizacija pospjeSuje samoobnavljanje
inhibirajuci ekspresiju myoD i inducirajuci ekspresiju Pax7. Dok kanonska Wnt-B-katenin
signalizacija poti¢e diferencijaciju mioblasta.

Pretpostavlja se da postoji analogija izmedu misjih i ljudskih satelitskih stanica, koje su mnogo
teze proucavati i izolirati. Nazalost, postoji vrlo malo markera kojima se ljudske satelitske

stanice mogu identificirati.



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

- MTS reagens (The CellTiter 96 ® AQ ueous One Solution Reagent), Promega, Madison,
SAD

- Hidrolizat soje UF Solution 50x, Sigma, St. Louis, SAD

- Deksametazon, Sigma, St. Louis, SAD

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

- Kristal-ljubi¢asto, Kemika, Zagreb, RH

- Etanol, 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

PBS pufer(pH=7.,4)

Natrijev klorid 8,0¢g
Kalijev klorid 0,2g
Dinatrijev hidrogenfosfat 1,4318 g
Kalij dihidrogenfosfat 0,2372 g
Destlirana voda Do 1000 mL

Otopina deksametazona(10mM)

Deksametazon 11,78 g

Destilirana voda 3mL



Otopina kristal-ljubi¢asto

Boja kristal-ljubi¢asto 0,2g
2% etanol 10 mL

3.1.3. Uredaji i oprema

- Hladnjak (4°C i -20°C), Gorenje, Slovenija
- Hladnjak DirectFREEZE -86°C, ULTRA LOW, Nuve, Turska
- Komora za sterilan rad (stolni laminar), LFV 12, Iskra PIO, Slovenija

- Inkubator s kontroliranom atmosferom CO 2 , tip | CO 2 -185, Kambi¢ laboratorijska
oprema, Slovenija

- Citag mikrotitarskih plo¢a, TECAN, Mannedorf, Svicarska

- Svjetlosni mikroskop, Axiostar, Zeiss, Njemacka

- Laboratorijski pribor (menzura, pipete, nastavci za pipete, epruvete, odmjerne

- tikvice, ploCe za uzgoj stanica)

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

3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj C2C12 stanica i tretman hidrolizatima

Stani¢na linija C2C12 koriStena u ovom radu nabavljena je iz American Type Culture Collection
(ATTC) banke stanica. C2C12 stanice su mati¢ne stanice miSjeg misi¢a izolirane nakon
ozljede kako bi potaknule regeneraciju misi¢a (Wiji i sur.,, 2021). Stanice se uzgajaju u
inkubatoru s 5 % CO, na 37 °C u mediju za proliferaciju Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) koji je obogacen s 10 % (v/v) govedeg fetalnog seruma. Mati¢ne stanice miSica
proliferiraju kao mioblasti i diferenciraju se u miotube spajanjem stanica, tvoreéi vise misi¢nih
vlakana. C2C12 mioblasti proliferiraju eksponencijalno u odgovarajuéim uvjetima rasta pri nizoj
gustodéi stanica (Tanaka i sur., 2011). Medutim, kada stanice dosegnu konfluenciju od oko 80
%, mogu smanijiti sposobnost proliferacije i postupno poticati diferencijaciju u miocite.
Diferencijacija stanica se poti¢e mijenjanjem medija koji sadrzi govedi serum sa DMEM

medijem koji sadrzi 2 % konjskog seruma.

Stanice se najprije broje u Neubauerovoj komorici te se zatim pripremi suspenzija stanica

koncentracije 5x10* st mL™ i nacjepljuje se u ploGu s 24 jaZice nakon ¢ega se stanice stavljaju



u inkubator na 37 °C. Nakon 48 sati uzgoja kada se dosegla odgovaraju¢a gusto¢a stanica,
DMEM medij koji sadrzi govedi serum zamijenjen je DMEM medijem koji umjesto govedeg
seruma sadrZi 2 % konjskog seruma kako bi se potaknula diferencijacija stanica te se dodavao
hidrolizat proteina soje u koncentraciji 1 mg mL™" u odredene uzorke u jazicama (Slika 2).
Svakih 48 sati mijenjan je medij s i bez dodatka hidrolizata kako bi stanice bile opskrbljene
hranjivim tvarima koje troSe tijekom uzgoja te se pratio utjecaj hidrolizata soje na diferencijaciju
stanica nakon 48 ,120 i 168 sati pomoc¢u mikroskopa mjerenjem dijametara stanica. Nakon
diferencijacije stanica u trajanju od 192 sata pracen je i u€inak dodatka deksametazona na
morfoloSke promjene na nacin da je u uzorak stanica dodano 100 uM deksametazona, a u
drugi uzorak 100 yM deksametazona i 1 mg mL" hidrolizata soje. Cijeli slijed tijeka
eksperimenta shematski je prikazan na slici 3. Svako nacjepljivanje i rukovanje sa stanicama

provedeno je u komori za sterilni rad tj. u laminaru kako bi se izbjegle kontaminacije.

KONTROLA HIDROLIZAT SOJE

—~t— —~—A—

1 2|3 4|5 &6
48h A
120h B
168h | C
192h D
-

\—-Y'-J \—w———l

100 um 100 um

DEKSAMETAZON DEKSAMETAZON +

1 mg HIDROLIZATA
SOJE

Slika 2. Prikaz ploce s 24 jazice tijekom provodenje eksperimenta utjecaja hidrolizata proteina

soje i deksametazona na rast i diferencijaciju C2C12 stanica (vlastita fotografija)
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Slika 3. Prikaz tijeka eksperimenta pracenja utjecaja hidrolizata proteina soje i deksametazona

na diferencijaciju C2C12 stanica.

3.2.2. Odredivanje broja C2C12 stanica metodom tripan plavo

Metoda bojanja otopinom tripan plavo koristi se za kvantitativno odredivanje stanica tj. za
brojanje stanica. Tripan plavo je vrsta kiselog azo bojila i organosulfonatna sol koja se koristi
za selektivno bojenje mrtvih tkiva ili stanica u plavo. Tripan plavo moZe obojiti samo mrtve
stanice Cija je membrana propusna Sto se rezultira pojavom plave boje dok je u Zivim

stanicama strogo kontroliran prolaz tvari kroz membranu.

C2C12 stani¢na linija je adherentna tj. prilikom rasta prihvaca se na podlogu na kojoj raste te
ju prilikom izoliranja radi daljnje obrade moramo odvojiti od podloge. Najprije je potrebno
ukloniti medij, a pomocéu PBS pufera ispiremo stanice da se ukloni zaostali medij koji sadrzi
tripsin inhibitor. Nakon ispiranja dodajemo tripsin koji svojom proteolitickom aktivno$¢u odvaja
stanice s dna Petrijeve zdjelice koja se zatim stavlja u inkubator na 2-3 minute na 37 °C kako
bi proces tripsinizacije bio brzi i uspje3niji. Tripsin se ne smije ostaviti da djeluje predugo jer bi
mogao ostetiti stanice te je bitno periodi¢ki pratiti sam proces, a uspjeSnost procesa moze se
provjeriti pomocu inverznog mikroskopa. Stanice vezane za podlogu su izduzene, a ponovno
zaokruzenje stanica nakon dodavanja tripsina ukazuje na uspjeSno odvajanje stanica od
podloge te je onda potrebno dodati medij sa serumom kako bi sprijeCilo daljnje djelovanje
tripsina i moguc¢nost ostecenja stanica. Stanice se resuspendiraju te se alikvotu suspenzije

stanica od 20 pL dodaje 20 pL boje tripan plavo koje se mijeSaju pipetiranjem odnosno
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viestrukim povlaéenjem i ispustanjem iz pipete. 20 yL uzorka nanosimo na Neubauerovu
komoricu koja se sastoji od 9 kvadrata te je svaki kvadrat povr§ine 1 mm?. Na komoricu se
stavlja pokrovnica i u uz rub pokrovnice ispustamo uzorak iz pipete dok se ne popuni prostor
ispod pokrovnice. Brojanje se vrSi unutar Cetiri velika kvadrata u kutovima komorice (Slika 4)

pomocu svjetlosnog mikroskopa, a rezultat je aritmetic¢ka sredina broja stanica, prema formuli:

broj stanica/mL suspenzije = (zbroj stanica izbrojenih u 4 kvadrata) x 5 x103

0.
100 Thickneg.

NEUBAUER

Slika 4. Neubauerova komorica za brojanje stanica (Anonymus, 2022.)

3.2.3. Odredivanje vijabilnosti stanica MTS metodom

Vijabilnost C2C12 stanica odredivali smo MTS kolorimetrijskom metodom koja se temelji na
redukciji MTS reagensa do formazana pomocu mitohondrijskih dehidrogenaza prisutnih u
Zivim stanicama. Koncentracija formazana kvantificira se spektrofotometrijski, mjerenjem
apsorbancije na specifi¢noj valnoj duljini od 490 nm. Koli€ina apsorbiranog MTS reagensa .

koncentracija nastalog formazana proporcionalna je broju stanica.

Stanicama koje su uzgajane u DMEM mediju s fetalnim govedim serumom u inkubatoru na 37
°C najprije se ukloni medij te se provodi proces tripsinizacije kako bi se adherentne stanice
odvojile od podloge. Brojanje stanica provedeno je metodom tripan plavo i prema dobivenim
kvantitativnim rezultatima pripremljena je odredena koncentracija stanica koja se koristi u
daljnjim postupcima. Pripremljeno je 8 mL suspenzije stanica i medija koncentracije 2x10° st
mL " iz koje smo uzimali alikvote od 100 pL kako bi u svaku jazZicu nacijepili 2x10* st. Nakon
Sto su se stanice ponovno prihvatile za podlogu u jazicama, tretirane su hidrolizatima proteina
soje razli¢itih koncentracija u rasponu 0,5-5 mg mL™". Osim testiranja utjecaja hidrolizata soje

na vijabilnost stanica, testirali smo i utjecaj deksametazona na njihovu vijabilnost kao i
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kombinaciju djelovanja hidrolizata soje i deksametazona. Nakon inkubacije stanica 48 sati,
dodano je po 10uL MTS reagensa u svaku jazicu. Plo€e se inkubiraju na 37 °C u inkubatoru s
5 % CO, dva sata. Nakon inkubacije apsorbancija se mjeri pomocu CitaCa mikrotitarskih plocica
na specificnoj valnoj duljini od 490 nm. Koli¢ina nastalog formazana, koji je proporcionalan

broju zivih stanica, odreduje se na temelju apsorbancije.

3.2.4. Bojanje stanica bojom kristal-ljubi¢asto

Jednostavna metoda za odredivanje adherentnih stanica je bojenje stanica kristal ljubicastim
bojilom koje se veZe za proteine i DNA. Osim za odredivanje adherentnih stanica , poznata je
upotreba ove tehnike prilikom bojanja po Gramu. Adherentne stanice koje prolaze kroz
stani¢énu smrt odvajaju se od podloge odnosno gube sposobnost adherencije i posljediéno
nestaju iz populacije stanica, smanjujuéi koli¢inu kristal ljubi¢astog bojenja u kulturi. Bojanje
bojom kristal-ljubi¢asto koriSteno je i u ovom eksperimentu kako bi se pratila diferencija C2C12

adherentnih stanica.

Prethodno uzgojenim C2C12 stanicama necijeplienim u plo€u s 24 jazice najprije se ukloni
medij za rast sa govedim fetalnim serumom i stanice se ispiru PBS puferom. Zatim se doda
boja kristal-ljubi¢asto te se kulture stanica s dodanom bojom inkubiraju 10 minuta na 37 °C.
Prije mikroskopiranja obojanih uzoraka, boja se ispire sa PBS puferom kako bi se uklonila

nevezana boja i osigurala bolja vidljivost pri samom mikroskopiranju.

3.2.5. Obrada podataka

Svi eksperimentalni rezultati izrazeni su kao srednje vrijednosti za koje je izraCunata
standardna devijacija, a znalajnost izmedu grupa odredena je jednosmjernom ANOVA
metodom, pri ¢emu su P-vrijednosti manje od 0,05 smatrane statisti¢ki znaajnima. Statisticka

obrada rezultata provedena je koriste¢i program Microsoft Excel.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Posljednjih godina interes znanstvene javnosti usmjeren je na pripravu i koridtenje biljnih
proteinskih hidrolizata kako u podrucju tehnologije Zivotinjskih stanica tako i za primjenu kao
funkcionalnih dodataka prehrani. Dokazano je da proteinski hidrolizati iz razlicitih biljnih izvora
posjeduju  Sirok raspon razliCitih  bioloSkih  aktivnosti, ukljuCuju¢i  antitumorsko,
antihipertenzijsko, antioksidacijsko i antimikrobno djelovanje.

Soja je bilika koja sadrzi visok udio proteina (37-50 %), a viSe Klinickih i epidemioloskih
istrazivanja je pokazalo da konzumiranje sojinih proteina moze stimulirati nastajanje misicne
mase i potaknuti rast misi¢a (Paul i Mendelson, 2015).

S obzirom na gore navedeno, cilj ovog rada bio je ispitati djelovanje hidrolizata soje na
vijabilnost i diferencijaciju C2C12 stanica te utvrditi pokazuje li i zastitno djelovanje na veli€inu

miotuba C2C12 stanica pri djelovanju deksametazona, spoja koji izaziva atrofiju misica.

4.1. Ucinak hidrolizata soje na vijabilnost C2C12 stanica

C2C12 stanice nacijepliene su u ploce s 96 jaZica u koncentraciji 2x10* st mL™?, tretirane su
hidrolizatom proteina soje u rasponu koncentracija od 0,5-5 mg mL™* te je vijabilnost stanica
odredena MTS metodom. Dobiveni rezultati vijabilnosti prikazani su kao % u odnosu na kon-
trolu tj. stanice koje nisu tretirane hidrolizatima (Slika 5).
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Slika 5. Uc¢inak hidrolizata soje u koncentracija 0,5-5 mg mL™' na vijabilnost C2C12 stanica.

astatisticki zna€ajna razlika u odnosu na kontrolu (p<0,05).
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Dobiveni rezultati ukazuju da se se vijabilnost stanica smanjuje poveéanjem koncentracije hi-
drolizata proteina soje. Najmanja ispitana koncentracija hidrolizata od 0,5 mg mL™ smanijila je
vijabilnost stanica za 9 %, dok je najveca ispitana koncentracija hidrolizata od 5 mg mL* sma-
njila vijabilnost stanica za ¢ak 26,67 % u odnosu na stanice koje nisu tretirane hidrolizatom.
Inhibitorno djelovanje hidrolizata soje na vijabilnost C2C12 stanica koje smo dobili nije u sug-
lasnosti s rezultatima koje su objavili Gupta i sur. (2013) koji su pokazali da hidrolizat soje
poboljSava rast razliCitih stanicnih linija i proizvodnju rekombinantnih proteina. Chun i sur.
(2007) takoder su prilikom testiranja u€inka hidrolizata soje na CHO stanice pokazali stimuli-
rajuce djelovanje hidrolizata proteina soje na rast stanica. U radu koji su objavili Chang i sur.
(2021) ispitano je djelovanije proteinskih hidrolizata iz soje, pSenice i graSka na C2C12 stanice
i pokazano je kako hidrolizat soje ima najbolje protektivno djelovanje pri induciranom oksida-

cijskom stresu.

4.2.  Ucinak deksametazona na vijabilnost C2C12 miSi¢nih stanica
C2C12 stanice, koje smo nacijepili u plo¢e s 96 jaZica u koncentraciji 2x10* st mL™" tretirane su
deksametazonom u rasponu koncentracija 50-300 uM, te im je nakon 48 sati odredena

vijabilnost koristenjem MTS metode. Rezultati vijabilnosti su prikazani kao % Zivih stanica u

odnosu na kontrolne, netretirane stanice (Slika 6).
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Slika 6. Uc€inak razli¢itih koncentracija deksametazona na vijabilnost C2C12 stanica. 2statisti-

¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p<0,05).
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Na temelju dobivenih rezultata mozZemo uociti kako koncentracija od 50 yM deksametazona
ne pokazuije inhibicijski u€inak na vijabilnost stanica dok ostale ispitane koncentracije pokazuju
inhibicijski u€inak na vijabilnost C2C12 stanica u rasponu 6-10 %. Dobiveni rezultati su djelo-
miéno u korelaciji s rezultatima koje su objavili Han i sur. (2017) i koji su utvrdili da koncentra-
cije od 50 i 100 uM deksametazona inhibiraju rast C2C12 stanica. Na temelju dobivenih rezul-
tata odluceno je da ¢e se u daljnjim eksperimentima koristiti koncentracija deskametazona od
100 uM.

4.3. Ucinak hidrolizata soje na diferencijaciju C2C12 stanica

Kako bi se pratio utjecaja dodatka hidrolizata proteina soje na diferencijaciju C2C12 stanica
na stvaranje miotuba i morfoloske promjene, stanice su tretirane hidrolizatom u koncentraciji
od 1 mg mL™. Tijek provodenja eksperimenta prikazan je na slici 2, a morfoloske promjene
tijekom diferencijacije pracene su nakon 48, 120 i 168 sati (Slika 7) kao i mjerenje dijametara

miotuba uzoraka pomoc¢u programa Digicyte (Slika 8).

Dan 5

kontrola

mL hidrolizata

1 mg/

Slika 7. Morfologija kontrolnih C2C12 stanica i stanica tretiranih s 1 mg mL* hidrolizata prote-

ina soje tijekom 7 dana diferencijacije
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Na temelju dobivenih rezultata prikazanih na slici 7. vidljiva je promjena morfologije, odnosno

kako se stanice izduzuju i tvore miotube tj. diferencirane visejezgrine stanice u kontrolnom (7a)

i tretiranom uzorku stanica.

| Slika 7a. Prikaz diferenciranog viSejezgrenog miotuba C2C12 stanica

U istim uzorcima odredeni su dijametri formiranih miotuba te su izraunate srednje vrijednosti

prikazane kao % u odnosu na kontrolne, netretirane stanice (Slika 8) .
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Slika 8. U&inak hidrolizata soje na diferencijaciju C2C12 stanica tijekom vremena. 2statisticki

znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p<0,05).

Dobiveni rezultati pokazuju da se dijametar miotuba povecava s vremenom $to ukazuje na
pozitivno djelovanje hidrolizata proteina soje na samu diferencijaciju C2C12 stanica. Hidrolizat
soje u koncentraciji od 1 mg mL* nakon 168 sati pokazuje da su dijametri miotuba veci za 12
% u odnosu ha netretirane stanice u istom proteklom vremenu. Morifuji i sur. (2010) su objavili
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da hidrolizati sojinog proteina i proteina sirutke poveéavaju koncentracije aminokiselina u pla-
zmi §to sugerira da mali peptidi iz hidrolizata bolje opskrbljuju tijelo aminokiselinama te time
i valin), Ciji se sadrzaj povecava hidrolizom proteina, kljuéno je za sintezu misiénih proteina
(Changisur., 2022; Lee i sur., 2022). Primjena razgranatih aminokiselina poveéava ekspresiju
2022). Istrazivanje koje su proveli Zheng i sur. (2018) o anaboli¢koj aktivnosti sojinog ekstrakta
i njena tri glavna izoflavona pokazali su da ekstrakt soje pokazuje anaboli¢ku aktivnost u
C2C12 miotubama vezanjem na estrogenski receptor i modulacijom ekspresije faktora rasta
inzulina (IGF-1) i proteina teSkog lanca miozina (MHC). Diferencirane miotube C2C12 stanica
pokazuju hipertrofi¢ni odgovor na faktore rasta kao $to su IGF-1 i estrogen (E2), 5to se oCituje
promjenama u promjeru miotuba i aktivacijom sinteze proteina. Zanimljivo je da je u tom istra-
Zivanju dokazano da osim ekstrakta soje koji uzrokuje povec¢anje promjera miotuba i mjeSavina
glavna tri izoflavona sojinog ekstrakta genisteina, daidzeina i gliciteina uzrokovala je znacajno

povecanje promjera miotuba.

4.4. UcCinak hidrolizata soje i deksametazona na diferencijaciju C2C12 stanica

Kako bi se utvrdilo pokazuije li hidrolizat soje protektivni u¢inaka na smanjenje dijametra dife-
renciranih miotuba, osmog dana diferencijacije, C2C12 stanice su tretirane deksametazonom
u koncentraciji 100 uM te kombinacijom 1 mg mL* hidrolizata soje i 100 yM deksametazona.
Ucinci su pra¢eni mjerenjem promjera miotuba pomocu programa Digicyte, a rezultati su izra-

zeni kao postotci u odnosu na kontrolne stanice (Slika 9).
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Slika 9. Utjecaj hidrolizata proteina soje koncentracije 1 mg mL™" i 100 uM deksametazona te
utjecaj 100 uM deksametazona na diferencijaciju C2C12. 2statistiCki zna€ajna razlika u odnosu
na kontrolu (p<0,05). Pstatisticki znacajna razlika u odnosu na 100 uM deksametazona
(p<0,05).

Na temelju dobivenih rezultata utvrdeno je kako je stanicama koje su tretirane
deksametazonom promjer miotuba smanjen 11,6 % u odnosu na kontrolne stanice. Rezultati
ovog eksperimenta u skladu su s dosad objavljenim literaturnim podacima. Deksametazon je
sintetski glukokortikoidni spoj koji se koristi kao protuupalni i imunosupresivni lijek.
Glukokortikoidi imaju razli€ite i tkivno specifi€éne uc€inke na stani¢ni metabolizam, i opc¢enito se
smatra da induciraju atrofiju skeletnih miSi¢a (Han i sur., 2017). Glukokortikoidi smanjuju
sintezu proteina i povec¢avaju stupanj katabolizma proteina, $to dovodi do same atrofije miSica,
odnosno miotubi su u tome slu€aju tanji i imaju manje promjere. Na grafickom prikazu takoder
se moze uoditi da je dodatak 1 mg mL™" hidrolizata soje u kombinaciji s deksametazonom
ublaZio ucinak smanjenja promjera miotuba koji se gotovo vratio na kontrolne vrijednosti.
Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima koje su objavili Hwangbo i sur. (2023) kod
ispitivanja ucinaka hidrolizata proteina dobivenog iz sjemenki konoplje na diferencijaciju
C2C12 stanica kao i rezultatima ucinka hidrolizata soje na sintezu proteina misica u C2C12
stanicama (Hou i sur., 2022).

MorfoloSke promjene tijekom pracenja ucinaka hidrolizata soje u kombinaciji s dodatkom 100

MM deksametazona prikazane su na slici 10 (a i b).
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Slika 10. Morfologija netretiranih C2C12 stanica, stanica tretiranih s 1 mg/mL hidrolizata
proteina soje i 100 uM deksametazona i stanica tretiranih s 100 uM deksametazona. a) nativne
stanice b) stanice obojane bojom kristal-ljubiasto. (8 dan, 192 sata diferencijacije; vlastite

fotografije)

Usporedbom morfologija nativnih i stanica obojanih bojom kristal-ljubi¢asto jasno se uo¢avaju
jezgre stanica (Slika 10 b). Metoda bojanja kristal-ljubic¢asto omogucéila nam je da vidimo
posljedice fuzije mioblasta i nastanak multinuklearnih stanica. Takoder mozemo uog€iti i njihov
centralni polozaj, a sto je u skladu s Cinjenicom da novoformirane miotube karakteriziraju

centralno smjestene jezgre.
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5. ZAKLJUCCI

Dodatak hidrolizata proteina soje u rasponu koncentracija 0,5-5 mg mL? ima negativno,

odnosno inhibiraju¢e djelovanje na vijabilnost C2C12 stanica.

Dodatak deksametazona u koncentracijama 50-100 uM pokazuje inhibirajuce djelovanje

na vijabilnost C2C12 stanica u rasponu 6-10 %.

Dodatak hidrolizata proteina soje u koncentraciji od 1 mg mL* poveéava promjere miotuba

tijekom diferencijacije C2C12 stanica.

Dodatak deksametazona u koncentraciji od 100 yM smanjuje promjere miotuba tijekom
diferencijacije C2C12 stanica. Dodatak 1 mg mL* hidrolizata proteina soje pove¢ava prom-
jer miotuba gotovo do kontrolne vrijednosti te time ukazuje na svoj potencijal protektivhog

ucinka u atrofiji miotuba C2C12 stanica.
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