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1. Uvod

1.1. Medustani¢ne interakcije

Medustanicne interakcije omogucavaju rast i razvoj viSestani¢nih organizama i bitne su za postizanje
homeostaze. Kod slozenijih visestani¢nih organizama odgovorne su za skladan rad organa i organskih
sustava. Imaju bitnu ulogu u radu ziv¢éanog sustava, gdje omogucéavaju prijenos akcijskog potencijala. U
imunosnom sustavu komunikacija limfocita klju¢na je za stvaranje imunosnog odgovora (Cooper i Hausman

2004).

Medustanic¢ne interakcije u kraljeznjaka mogu se podijeliti na direktne i indirektne. Direktne interakcije
podijeljene su na Cetiri tipa ovisno o gradi i ulozi; adherentne spojeve (engl. adherens junctions),
dezmosome (engl. desmosomes), spojeve s pukotinom (engl. gap junctions) i ¢vrste spojeve (engl. tight
junctions) (Slika 1) (Wei i Huang 2013). Adherentni spojevi gradeni su od skupine proteina kadherina koji
tvore homodimere s proteinima kadherinima susjednih stanica. Privlace aktinski citoskelet prema stani¢noj
membrani i sluZze za povezivanje susjednih stanica. Funkcija dezmosoma je stvaranje medustani¢nih
interakcija koje su bitne za razvoj i u¢vrs¢ivanje tkiva. Dezmosomi umanjuju utjecaj mehanickog stresa na
tkivo. Na njima su usidreni intermedijarni filamenti. Spojevi s pukotinama su medustani¢ni kanali gradeni
od proteina koneksina. Na kraju svake stanice formira se konekson (engl. connexon), polukanal (engl.
hemichannel) koji je graden od Sest proteina koneksina. Spajanjem dva koneksona susjednih stanica nastaje
spoj s pukotinom (Cooper i Hausman 2004). Cvrsti spojevi gradeni su od proteina okludina i tvore selektivno
propusnu barijeru izmedu susjednih stanica te reguliraju polarnost stanica. Kao i adherentni spojevi, privlace

aktinski citoskelet na stani¢cnu membranu (Wei i Huang 2013).
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Slika 1. Shematski prikaz medustani¢nih interakcija. Interakcije na lateralnoj stani¢noj membrani; adherentni spojevi,
dezmosomi, ¢vrsti spojevi, spojevi s pukotinom. Adherentni spojevi i ¢vrsti spojevi privlace aktin na stani¢nu
membranu, a dezmosomi privlace intermedijarne filamente. Bazalna membrana u kontaktu je s izvanstani¢nim
matriksom, ECM (engl. extracellular matrix), a apikalna membrana je u kontaktu s okolinom. (Preuzeto: Wei i Huang
2013).

Stanice koje nisu u direktnom kontaktu komuniciraju hormonima i neurotransmiterima. Hormoni se mogu
izlu¢ivati lokalno, odnosno parakrino, tako da stanica izlucuje signalne molekule prema ciljanoj susjednoj
stanici ili endokrino, na vece udaljenosti gdje se hormoni prenose putem krvozilnog sustava (Cooper i

Hausman 2004).

Stanice u tkivima uronjene su u izvanstani¢ni matriks. Tvore ga sekretirani proteini, polisaharidi i faktori
rasta (Cooper i Hausman 2004). Najzastupljeniji proteini su iz obitelji proteina kolagena. Kolageni tvore
trostruke uzvojnice od tri polipeptidna lanca koje nazivamo kolagena vlakanca. U izvanstani¢nom matriksu
nalaze se i elastiCna vlakna, najCeS¢e gradena od elastina. Vlaknasti proteini uronjeni su u polisaharide
glukozaminoglikane. Zajedno tvore proteoglikane. Uz vlaknaste proteine u izvanstani¢cnom matriksu nalaze
se adhezijski proteini, od kojih je najpoznatiji fibronektin. Oni tvore fibrilarne adhezije kojima povezuju
komponente matriksa i matriks sa stanicama (Cukierman i sur. 2001). Ulogu povezivanja matriksa sa
stanicama imaju i proteini integrini. To su transmembranski proteini koji sluze kao sidro za citoskelet.

Fokalnim adhezijama spajaju aktin s komponentama izvanstani¢nog matriksa (Cooper i Hausman 2004).



Izvanstaniéni matriks utje€e na mnoge stani¢ne procese, kao $to su migracija stanica i adhezija,
diferencijacija, proliferacija i ulazak u apoptozu. U tumorima komponente matriksa mogu utjecati i na

distribuciju lijekova i stvaranje otpornosti na lijekove u vanjskom sloju stanica (Langhans 2014).

1.1.1. Premos¢ujuée strukture

Direktna komunikacija donedavno je bila opisana samo izmedu susjednih stanica koje su u kontaktu, sve
dok nisu opisane premosc¢ujuce strukture, tuneliraju¢e nanocjvecice (engl. tunneling nanotubes, u daljnjem
nastavku teksta: TNT), koje su otkrivene pocetkom stolje¢a (Wei i Huang 2013). Usporeduju ih sa
plazmodezmijima u biljnim stanicama zato $to omogucavaju povezivanje citoplazmi izmedu dvije stanice
(Bloemendal i Kiick 2012, Gerdes i sur. 2007). To su membranske strukture bogate F-aktinom koje mogu
povezivati stanice na udaljenostima do 500 pm. Uz tuneliraju¢e nanocjevéice u premoscujuce strukture
spadaju i tumorske mikrocjevéice (engl. tumor microtubes, u daljnjem nastavku teksta TM) (Osswald i sur.
2015).

1.2. Tunelirajuée nanocjevcice

Tuneliraju¢e nanocjevcCice su heterogene strukture ¢ija je uloga medustani¢éna komunikacija. Prvi su ih
opisali Rustom i sur. (2004) u stanicama feokromocitoma $takora PC12. Definirali su ih kao membranske
strukture koje sadrze F-aktin, ali ne i mikrotubule te omoguéavaju transport izmedu stanica. Siroki su od 50
nm do 200 nm, a mogu biti duljine kao i nekoliko promjera stanica. Nastaju de novo u nekoliko minuta na
najmanjoj udaljenosti izmedu dvije stanice i ne dodiruju podlogu. Zivotni vijek im je od nekoliko minuta
do nekoliko sati. TNT-ovi su osjetljivi na mehani¢ku silu, izloZenost laserima i kemijsku fiksaciju, $to

smanjuje njihov zivotni vijek i otezava istrazivanja.

TNT-ovi su opisani u brojnim stani¢nim linijama u in vitro istrazivanjima te u tkivima. Uoc¢eno je da se
razlikuju u gradi, veli¢ini i tvarima koje prenose, a imaju i razne uloge. Do sada nije pronaden biokemijski
marker specifican za sve tipove TNT-ova (Abounit i sur. 2015). Heterogenost ovih struktura, kao i
osjetljivost na razne mehanicke i kemijske podrazaje predstavlja izazov u istrazivanjima, posebice u

vizualizaciji TNT-ova u modelnim Zivotinjskim organizmima (Rustom i sur. 2004).



1.2.1 Morfologija TNT-ova

Duljina i $irina TNT-ova razlikuje se u stani¢nim linijama (Tablica 1). Promjer TNT-ova snimanih na
elektronskom mikroskopu u stanicama PC12 iznosi od 50 do 200 nm (Rustom i sur. 2004), a u T-stanicama
iznosi od 180 do 380 nm (Sowinski i sur. 2008). Ukoliko se TNT-ovi snimaju svjetlosnim mikroskopom
bitno je uzeti u obzir rezolucijski limit zbog granice difrakcije svjetlosti. Istrazivanjem TNT-0va u raznim
stani¢nim linijama opisane su strukture promjera veéeg od 700 nm u stanicama makrofaga (Onfelt i sur.
2006), a u epitelnim stanicama adenokarcinoma plu¢a A549 opisane su strukture promjera do 1500 nm
(Wang Z. G. i sur. 2012).

TNT-ovi najces¢e povezuju dvije stanice. Mogu biti razgranati i povezivati viSe stanica pa cine
komunikacijsku mrezu izmedu stanica (Onfelt i sur, 2004). Na stvaranje razgranatih struktura moze se
utjecati primjenom sile, odnosno povlacenjem TNT-ova. Pontes i sur. (2008) na TNT-ove izmedu stanica
ljudskog glioblastoma U-87 MG stavili su polistirenske perlice koje su povlacili konstantnom brzinom.
Dobivene strukture opisali su kao V-Y bifurkacije i I-D bifurkacije. V-Y bifurkacije nastaju tako da se ravni
TNT savije u obliku slova V s polistirenskom perlicom na vrhu. 1z vrha nastaje nova grana (engl. branch) i
TNT poprima oblik slova Y. I-D bifurkacija nastaje kada se iz ravnog TNT-a izdvoji zakrivljeni luk i
struktura poprima oblik slova D. Razgranate strukture u literaturi nisu detaljno opisano pa se ne zna zasto

nastaju razgranati TNT-ovi i u kojim sve stani¢nim linijama.

1.2.2. Mikrotubuli u premo$¢ujué¢im strukturama

TNT-ovi su prvotno opisani kao strukture koje ne sadrze mikrotubule, ali Onfelt i sur, 2006. godine opisali
su TNT-ove izmedu stanica makrofaga koji sadrze mikrotubule. Dosli su do rezultata da se mikrotubuli
pojavljuju samo u debljim TNT-ovima ¢iji je promjer veci od otprilike 700 nm. U radu nije naglaseno koji
je maksimalni promjer debljih TNT-ova pa je potrebno uzeti u obzir da bi neke od opisanih struktura mogle
spadati u TM-ove koji tada jos nisu bili opisani. Neovisno o klasifikaciji struktura, opisali su kako protein
EB1 na bazi pojedinih TNT-ova naglo nestaje, dok u neke strukture ulazi i zabiljeZili su njegovo kretanje u
oba smjera strukture. Protein EB1 lokaliziran je na plus-kraju mikrotubula i sudjeluje u procesu nastanka i

elongacije mikrotubula u citoplazmi (Tirnauer i Bierer 2000).

Wang i Gerdes (2015) opisali su da se mikrotubuli nalaze u 76,7 % TNT-ova izmedu apoptotskih i zdravih
stanica PC12 u kokulturi kojima se prenose mitohondriji, dok su mikrotubuli pronadeni u samo 6,7 % TNT-
ova izmedu zdravih stanica. Takoder, pokazali su da tretman nokodazolom (engl. nocodazole), koji inhibira

polimerizaciju mikrotubula, ne utjec¢e na formaciju TNT-ova.



Tablica 1. Duljina i $irina TNT-ova. Prikaz duljine i $irine TNT-ova u odredenim stani¢nim linijama te komponenti

citoskeleta od kojih su TNT-ovi gradeni. ND oznadava ,,nije dokumentirano*

Stani¢na linija Duljina TNT-ova  Sirina TNT-ova Citoskelet Referenca
A549 Maks. 105 pm 400-1500 nm F-aktin Wang Z. G. i sur.
mikrotubuli 2012
HEK293 ND <500 nm F-aktin Abounit i Zurzolo
2012
HelLa 17.7 pm ND F-aktin Hase i sur. 2009
PC12 6 um 50-200 nm F-aktin Rustom i sur. 2004
miozin VA Wang i Gerdes
mikrotubuli 2015
T-stanice 22 um 180-380 nm F-aktin Sowinski i sur.
2008
Makrofazi ND > 700 nm F-aktin Onfelt i sur. 2006
mikrotubuli

1.2.3. Mehanizam nastanka TNT-a

Poznata su dva mehanizma nastanka TNT-a. Prema prvom mehanizmu, stanica stvara membransku izbo¢inu
nalik filopodijima bogatu F-aktinom koja se pruza prema drugoj stanici, dok se membrane obje stanice ne
spoje (Slika 2). Ovaj mehanizam ovisan je o reorganizaciji aktinskog citoskeleta u stanici. Prvi su ga opisali
Rustom i sur. (2004) na stanicama PC12, §to su Bukoreshtliev i sur. (2009) potvrdili. 93 % TNT-ova izmedu
stanica PC12 nastalo je opisanim mehanizmom. Tretiranjem stanica s citohalazinom B, inhibitorom koji
sprje¢ava polimerizaciju aktina, inhibirali su nastanak izboc¢ina nalik filopodijima i broj novonastalih TNT-
ova se smanjio za 80 % (Bukoresthliev i sur. 2009). Hase i sur. (2009) predlazu protein M-Sec kao marker
za dokazivanje TNT-ova. U stanicama HelLa pokazali su da protein M-Sec utjece na stvaranje izbo¢ina nalik
filopodijima iz kojih nastaju TNT-ovi. Nadalje, Wang i sur. (2011) otkrili su da je protein p53 kljucan za
stvaranje TNT-ova u neuronskim stanicama i astrocitima te da u stanicama s inaktivnim proteinom p53

TNT-ovi ne nastaju.

U drugom mehanizmu opisano je da TNT-ovi nastaju od membranskih mostova kada se dvije spojene
stanice po¢nu udaljavati jedna od druge (Onfelt i sur. 2004) (Slika 2). Nastanak TNT-ova iz membranskih
mostova opazen je tijekom odvajanja citotoksi¢nih T limfocita od ciljnih stanica (engl. target cells) pri cemu
stanice ostaju povezane kontinuiranom membranskom strukturom promjera izmedu 50 nm i 95 nm

(Stinchcombe i sur. 2001).



U stanicama makrofaga TNT-ovi nastaju udaljavanjem dvije prvotno spojene stanice. MozZe do¢i do
njihovog pucanja. Novi, tanji TNT-ovi nastaju tako da se preostali dio strukture iz jedne stanice pruza prema
drugoj (Onfelt i sur. 2006).

A Izbo¢ina nalik filopodijima
->
O O O
B Udaljavanje stanica
< -

Slika 2. Shematski prikaz mehanizma nastanka TNT-ova. A TNT nastaje pruzanjem membranske izbo¢ine nalik

filopodijima bogate F-aktinom iz jedne stanice prema drugoj. B TNT nastaje udaljavanjem dvije spojene stanice.

(Preuzeto i prilagodeno prema Abounit i sur. 2015)

Otkriveno je da se TNT-ovi razlikuju prema na¢inu na koji se kraj TNT-a spaja s membranom stanice. TNT
moze biti otvoren na oba kraja (engl. open-ended), zatvoren na jednom kraju (engl. close-ended) ili povezan
putem spojeva s pukotinom (engl. electrically coupled to gap junctions) kao $to je prikazano na slici 3
(Abounit i Zurzolo 2012). Prvotno se smatralo da postoje samo TNT-ovi otvoreni na oba kraja, kod kojih je

membrana TNT-a i stanice spojena, §to omogucava protok citoplazme spojenih stanica kroz TNT.

Sowinski i sur. (2008) pronasli su TNT-ove zatvorene na jednom kraju izmedu T-stanica, $to znaci da
stani¢na membrana stanice i TNT-a nisu kontinuirane i transport se odvija prijenosom putem membranskih
receptora. Spoj izmedu dvije stanice nalazio se na razli¢itim dijelovima TNT-a i micao se duz strukture.
Uocili su da se kroz TNT-ove izmedu T-stanica kalcijevi ioni ne prenose difuzijom. Takoder, zabiljezili su
prijenos Cestica HIV-1 ovisan o receptorima putem TNT-ova izmedu zaraZenih i nezaraZzenih T-Stanica.
Ovakav naéin transporta kroz TNT-ove ukazuje na drugaciju gradu od TNT-ova otvorenih na oba kraja.
TNT-ovi zatvoreni na jednom kraju morfoloski su slicni citonemama, tankim membranskim strukturama
bogatim F-aktinom kojima se tvari prenose izmedu stanica putem interakcije signalnih molekula koje se

luce na krajevima citonema i receptora stanica (Abounit i Zurzolo 2012). Za formaciju citonema potreban
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je virusni protein Env, koji omoguéava vezanje virusnih Cestica na stani¢nu membranu. U strukturama
izmedu T-stanica taj protein nije pronaden na temelju ¢ega su zakljucili da se radi o TNT-ovima, a ne 0

citonemama.

TNT-ovi povezani putem spojeva s pukotinama prenose elektri¢ne signale (Wang i Gerdes 2012). Spojevi
s pukotinama gradeni su od proteina koneksina. Otkriveno je da TNT-ovi koji prenose elektri¢ne signale
imaju protein koneksin-43, dok TNT-ovi s otvorenim ili zatvorenim krajevima nemaju, Sto ih razlikuje.
Vecina TNT-ova imala je spojeve s pukotinama samo na jednom kraju, no u nekim slu¢ajevima imali su na
oba (Wang i Gerdes 2012). Ovaj tip TNT-ova nastaje udaljavanjem stanica i smatra se da spoj proteina
koneksina i N-kadherina sprecava pucanje TNT-a prilikom udaljavanja stanica (Abounit i Zurzolo 2012).

Open-ended

Key
Close-ended

@® F-actin

A Hemichannel (connexons)

Gap junction

Electrically coupled to gap junctions

Slika 3. Shematski prikaz tipova TNT-ova ovisno o tome kako je kraj strukture spojen sa stanicom. TNT-ovi mogu
biti otvoreni na oba kraja (engl. open-ended) — membrana TNT-a i stanice su spojene i omogucavaju protok citoplazme,
zatvoreni na oba kraja (engl. close-ended) — membrana TNT-a i stanice nije spojena ili mogu biti povezani putem
spojeva s pukotinom (engl. electrically coupled to gap junctions) kroz koje se prenosi elektri¢ni naboj. Svi tipovi TNT-
ova gradeni su od F-aktina. Spojevi s pukotinama nastaju spajanjem dva koneksona (engl. connexons) (Preuzeto i

prilagodeno prema Abounit i Zurzolo 2012.)



1.2.4. Uloga TNT-ova i transport kroz TNT-ove

Prijenos tvari izmedu stanica i komunikacija udaljenih stanica opisani su kao glavna uloga TNT-ova
(Abounit i Zurzolo 2012). Do sada je u TNT-ovima zabiljezen transport organela kao $to su mitohondriji
(Yasuda i sur. 2010), lizosomi (Yasuda i sur. 2010), endosomi (Onfelt i sur. 2006), Golgijevo tijelo i
endoplazmatski retikulum (Wang i sur. 2011), razli¢itih vezikula (Onfelt i sur. 2006) i makromolekula kao
§to je mRNA (Haimovich i sur. 2017).

Otkriveno je da se putem TNT-ova patogeni mogu prenositi sa inficiranih stanica na zdrave. Zabiljezen je
transport Cestica HIV-a izmedu T-stanica i Jurkatovih stanica (Sowinski i sur. 2008), kao i izmedu
makrofaga (Eugenin i sur. 2009) te transport virusa gripe A izmedu stanica A549 (Kumar i sur. 2017).
Bakterije Mycobacterium bovis mogu se samostalno ili u nakupinama kretati po povr$ini TNT-ova i tako se

$iriti na zdrave stanice (Onfelt i sur. 2006).

U embrionalnim epitelnim stanicama bubrega HEK293 (engl. human embrionic kidney cells) TNT-ovi
povezani putem spojeva s pukotinom prenose kalcijeve ione (Wang i Gerdes 2012). Isto je opisano i u
mijeloidnim stanicama medu kojima su se prenosili ioni kao odgovor na mehanic¢ki podrazaj (Watkins 1
Salter 2015). Kalcijevi ioni izmedu stanica prenose se kroz spojeve s pukotinama. Prijenos kalcijevih iona
putem TNT-ova omogucava prijenos signala na vece udaljenosti, §to moZe utjecati na brzi prijenos signala,

odgovor stanica na podrazaje i na migraciju stanica (Wang i Gerdes 2012).

Transport je opisan u brojnim stani¢nim linijama i kokulturama (Tablica 2). Koliko je poznato, do sada nije
objasnjeno zasto se u nekoj stani¢noj liniji prenose odredeni organeli i tvari. Transport se moze odvijati u
jednom smjeru ili u oba smjera izmedu dvije stanice (Marzo i sur. 2012). TNT-ovi kod kojih je transport
jednosmjeran gradeni su od F-aktina i mikrotubula, dok su TNT-ovi s dvosmjernim transportom gradeni

samo od F-aktina (Marzo i sur. 2012).

Arkwright i sur (2010) opisali su TNT-ove kao mehanizam za preZivljavanje tumorskih stanica. IstraZivanje
su radili na T-stanicama i Jurkatovim stanicama, koje su nastale od akutne leukemije T-stanica. Pokazali su
da je za formaciju TNT-ova u T-stanicama potreban Fas signalni put, koji sudjeluje u apoptozi. FasL, Fas
ligand koji vezanjem na receptor Fas potice apoptozu i kaspaze-3 (engl. caspase-3), koje sudjeluju u
degradaciji stanicnih komponenti, prenose se u stanice u kojima nije aktivan Fas signalni put, odnosno nisu
usle u apoptozu. Gen FasL je pojacano eksprimiran u tumorskim stanicama, §to znaci da se TNT-ovima
prenose signali koji uzrokuju apoptozu zdravih T-stanica, dok prijenos izmedu tumorskih stanica potic¢e

njihovo prezivljavanje, tako $to im omogucava komunikaciju i izmjenu tvari.



1.2.5. Odgovor stanica na stresne podrazaje

Znanstvenici su pokazali da TNT-ovi izmedu nekih stani¢nih linija nastaju kao odgovor stanica na stresne
podrazaje. Smatra se da je to mehanizam kojim zdrave stanice spasavaju apoptotske stanice i stresirane
stanice (Wang i sur. 2011). Izradene su kokulture (engl. cocultures) zdravih stanica i stanica izloZenih stresu.
Pokusi su radeni na astrocitima i neuronskim stanicama koje su tretirane vodikovim peroksidom ili su bile
u mediju s nedostatkom seruma. Uoceno je da stresirane stanice stvaraju TNT-ove prema zdravim
stanicama. U stanicama PC12 zabiljeZen je prijenos mitohondrija kroz TNT-ove izmedu zdravih stanica i
stanica u ranom stadiju apoptoze u kokulturi (Wang i Gerdes 2015). TNT-ove su stvarale stanice tretirane
UV zraCenjem 1 prijenos mitohondrija spasio ih je od apoptoze. Yasuda i sur. (2010, 2011) takoder su
zabiljezili prijenos mitohondrija kroz TNT-ove u kokulturi tretiranih i zdravih stanica. Endotelne
progenitorske stanice EPC (engl. endothelial progenitor cells) tretirali su s Adriamycinom, poznatijim kao
doksorubicin (engl. doxorubicin) koji je kemoterapijski lijek i napravili kokulturu sa netretiranim humanim
endotelnim stanicama pupcane vrpce HUVEC (engl. human umbilical vein endothelial cells) stanicama. U
ovom slucaju tretirane stanice $alju signale koji poti¢u formaciju TNT-ova iz zdravih stanica. Zabiljezili su
1 prijenos lizosoma koji je dvosmjeran izmedu zdravih stanica i postaje jednosmjeran izmedu zdravih i

tretiranih stanica u kokulturi.

Tablica 2. Transport kroz TNT-ove. Prikaz organela, molekula i tvari koje se transportiraju kroz TNT-ove u pojedinoj

stani¢noj liniji.

Stani¢na linija Transport Referenca

Ab49 Virus gripe A Kumar i sur. 2017

EPC Mitohondriji, lizosomi Yasuda i sur. 2010, 2011

HEK?293 Ca* Wang i Gerdes 2012

HUVEC Mitohondriji, lizosomi Yasuda i sur. 2010, 2011

Jurkatove stanice FasL, kaspaze-3 Arkwright i sur. 2010

Makrofazi Mycobacterium bovis Onfelt i sur. 2006

Mijeloidne stanice Ca** Watkins i Salter 2005

PC Mitohondriji, lizosomi, Kretschmer i sur. 2019
protein SHSP27

PC12 Mitohondriji Wang i Gerdes 2015

T-stanice Cestice ~ HIV-1, FasL, Abouniti Zurzolo 2012, Sowinski
kaspaze-3 i sur. 2008, Arkwright i sur. 2010




1.3. Tumorske mikrocjevcice (TM)

Tumorske mikrocjevéice su strukture nalik TN'T-ovima, prvi puta su opisane u gliomu astrocitomu (Osswald
i sur. 2015). TM-ovi su dulji, $iri i Zivotni vijek im je dulji nego TNT-ovima. Zbog tih razlika Osswald i
sur. (2015) TM-ove su odvojili kao zasebne strukture. TM-ovi izmedu stanica astrocitoma nastaju od
mitotskog mosta nakon stani¢ne diobe ili razdvajanjem dvije stanice koje su bile u kontaktu. U TM-ovima
pronasli su mitohondrije, $to ukazuje na lokalnu opskrbu TM-ova s ATP-om i mikrovezikule. Nadalje,
pronasli su dvosmjeran promet kalcijevih iona, koji prolaze kroz TM-ove kroz spojeve s pukotinom koje
gradi protein koneksin 43. Takoder, pronasli su protein koneksin 43 na mjestima gdje su se dva TM-a

krizala.

U mati¢nim stanicama glioblastoma GBMSC (engl. glioblastoma multiforme stem cells) otkriveno je da
stanice stvaraju ve¢i broj TM-ova kao odgovor na izloZenost laserskim zrakama te da je veca stopa
preZivljavanja terapije zratenjem medu stanicama koje su spojene TM-ovima (Osswald i sur. 2015). Stanice

GBMSC umrezene TM-ovima pokazale su i vecu otpornost na kemoterapiju (Weil i sur. 2017).

1.4. Usporedba TNT-ova i TM-ova

Glavna razlika izmedu TNT-ova i TM-ova je u dimenzijama struktura. TNT-ovi su promjera manjeg od 1
um, a TM-ovi imaju promjer ve¢i od 1 pm. Oba tipa struktura gradena su od F-aktina. TM-ovi imaju
mikrotubule, dok se kod TNT-ova nalaze samo u nekima. Zivotni vijek TNT-ova je od nekoliko minuta do
nekoliko sati (Rustom i sur. 2004), a zivotni vijek TM-ova moze doseci i 100 dana (Osswald i sur 2015).
Zabiljezen je transport organela i stani¢nih komponenti, kao i kalcijevih iona $to znaci da im je jedna od
uloga komunikacija izmedu stanica (Roehlecke i Schmidt 2020). Takoder, imaju ulogu u odgovoru stanica

na stres i u rezistenciji tumora na lijeenje.

S obzirom na to da izmedu TNT-ova i TM-ova ima brojnih sli¢nosti ove strukture se tesko razlikuje. Latario
i sur. (2020) u stani¢noj liniji raka gusterate DHPC-018 (engl. Dartmouth-Hitchcock Pancreatic Cancer)
pronasli su strukture ¢iji promjer varira od 0,39 um do 5,85 pm. Stukture su imale karakteristike TNT-ova

i TM-ova pa su ih definirali kao TMT.

1.5. Premos$éujuce strukture In vivo

Jedan od najveéih izazova u podrucju premoséujuéih struktura je njihovo promatranje u tkivima i zivim
organizmima. Vecina istrazivanja TNT-ova napravljena je in vitro. Snimanje TNT-ova otezava njihova

osjetljivost na lasersko zracenje, a uz to Zivotni vijek im je od nekoliko minuta do nekoliko sati (Rustom i
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sur. 2004). TM-ovi su otporniji i s obzirom na to da su vece strukture od TNT-ova na nekim mikroskopima
ih je lakSe snimati. Osswald i sur. (2015) snimali su TM-ove u modelu misa tijekom godinu dana pomocu

multifotonskog pretraznog mikroskopa.

Drugi izazov u istrazivanjima premos¢ujucih struktura je da do sada nije otkriven biokemijski marker
specifican za TNT-ove ili TM-ove. Osim toga, premos§cujuée strukture su heterogene, morfoloski se
razlikuju i mogu biti gradene od razliCitih stanicnih komponenti te su opisane razliCite funkcije

premoscujucih struktura (Matejka i Reindl 2019, Roehlecke i Schmidt 2020).

1.6. Odgovor stanica na stresne podraZaje

Na stanice u tkivima ili stani¢noj kulturi razliciti ¢imbenici i uvjeti mikrookoliSa mogu negativno utjecati.
Stres mogu stvarati mehanicki podrazaji, izlozenost zracenju i kemijskim supstancama. U tumorskim
stanicama to su Cesto antitumorski lijekovi i kemoterapija. Stres uzrokuju i razni oksidansi koji uzrokuju
pojavu slobodnih Kisikovih radikala ili ROS-ova (engl. reactive oxygen species) (Pizzino i sur. 2017).
Njihovo nakupljanje uzrokuje oksidativni stres. Neki od uvjeta mikrookoliSa koji mogu uzrokovati stres su

temperatura, metabolicki plinovi, dostupnost hranjivih tvari i pH vrijednost medija.

Postoje razliciti nacini odgovora na stresne podrazaje koji ovise o tipu stresnog podrazaja. Na stres utjece
stani¢no okruzenje. Ovisno jesu li stanice u 2D ili 3D okruZenju mogu razli¢ito reagirati na stresne podrazaje
i stanice u 2D kulturama manje gustoce loSije reagiraju na stresne podrazaje (Fujita i sur. 2001).
Medustani¢ne interakcije imaju vaznu ulogu u odgovoru na stres (Wei i Huang 2013). Stanice putem TNT-
ova i TM-ova prenose organele, kalcijeve ione i staniéne komponente i pomaZu o$te¢enim stanicama, kao
§to je ve¢ opisano. Stanice uinak oksidativnog stresa umanjuju proteinima Saperonima i razliitim

enzimima (Santra i sur. 2018).

1.6.1. Stres stanica uzrokovan temperaturom

Previsoka ili preniska temperatura dovode stanice u stanje stresa. Optimalna temperatura za uzgoj ljudskih
stanica u stani¢noj kulturi iznosi 37 °C. Tretman hladno¢om (engl. cold shock) uzrokuje ekspresiju CSP
proteina (engl. cold shock proteins) za koje je karakteristi¢na evolucijski o¢uvana domena koja se veze na
nukleinske kiseline (Al-Fageeh i Smales 2006). Tijekom izloZenosti niskim temperaturama povecava se
rigidnost stani¢ne membrane i smanjuje stopa difuzije. Usporava se sinteza proteina i nastaju granule stresa,

koje su nakupine proteina i molekula RNA, §to poticu CSP proteini. Zabiljezeno je da tretman hladnoc¢om
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u stanicama CAD uzrokuje povecanje broja TNT-0va, kao odgovor stanica na stresni podrazaj (Abounit i
sur 2015).

1.6.2. Oksidativni stres

Oksidativni stres nastaje prekomjernim nakupljanjem ROS-ova u stanicama (Pizzino i sur. 2017). ROS-ovi
nastaju u stanicama tijekom metabolickih procesa i postoje razliciti antioksidansi koji ih transformiraju u
manje reaktivne kemijske vrste. Ukoliko se radikali ne uklone postaju Stetni za stanicu. Na povecéanje
koli¢ine ROS-ova u stanicama mogu utjecati UV zracenje, ionizirajuée zraCenje i razne kemikalije.
Najzastupljeniji radikali su superoksidni radikal Oz+~, vodikov peroksid H,O,, hidroksilni radikal *OH i
singletni Kisik 1O, (Shankar i Mehendale 2014). Slobodni radikali mogu izazvati oSte¢enja molekula DNA,
koja mogu uzrokovati nekontrolirane stani¢ne diobe i1 nastanak kancerogenih stanica. Takoder, djeluju i na
proteine koji nisu smotani (engl. unfolded) i uzrokuju nastanak agregacija proteina koji su povezani sa

neurodegenerativnim bolestima (Pizzino i sur. 2017).

Postoje brojne metode detekcije razine oksidativnog stresa. U mikroskopiji je mogucéa detekcija
oksidativnog stresa koriStenjem fluorescentnih boja, kao $to je CellROX™ Deep Red Reagent koje
fluoresciraju u reakciji sa ROS-ovima (Celeghini 2019).

1.6.3. Uloga proteina SHSP27 u odgovoru stanice na stres

Protein sHSP27 (engl. small heat shock protein 27) spada u skupinu malih $aperona, veli¢ine 27 kDa. To je
citoprotektivni protein, koji ima vise razlicitih uloga kojima §titi stanice i omogucava njihovo prezivljavanje
(Kretschmer i sur 2019). Zajedno sa Saperonom HSP70 sudjeluje u sprecavanju nastanka nespecifi¢nih
agregacija proteina djelovanjem ROS-ova i vraca proteine u nativnu konformaciju (Concannon i sur. 2003).

Sudjeluje u procesu apoptoze tako da inhibira aktivaciju kaspaza.

Protein sSHSP27 ima ulogu u rezistenciji na tretmane i lijekove u neoplazijama, raku dojke i debelog crijeva
(Rocchi i sur. 2004). Tijekom lije¢enja raka prostate, ekspresija proteina sHSP27 se pojacava i blokira
apoptotske signale (Rocchi i sur. 2004). Jedan od nacina lije¢enja raka prostate je blokiranje androgenih
receptora. U stanicama PC (engl. pancreatic cancer cells) primijeceno je da stanice mogu razviti otpornost
na tretman stvaranjem proteina Saperona i TNT-ova. Protein SHSP27 je jedan od $aperona pronaden u TNT-
ovima stanica PC (Kretschmer i sur 2019). UtiSavanje proteina sHSP27 u stanicama PC nije sprijecilo
formaciju TNT-ova, kao $to je utiSavanje Saperona CLU (engl. clusterin) i Saperona YB-1 (engl. Y-box
binding protein 1) koji nastaju kao odgovor stanica na stres. CLU i YB-1 povezani su sa signalnim putem

PI3K/ATK koji je pokazan da sudjeluje u formaciji TNT-ova u nekim stani¢nim linijama (Pinto i sur. 2020).

12



Doshi i sur. (2009) pokazali su povezanost proteina SHSP27 i F-aktina u stanicama karcinoma debelog
crijeva SW480. Istrazili su kako protein sHSP27 utjee na migraciju stanica, tako da su u stani¢noj kulturi
in vitro mehanicki uklonili sloj stanica i promatrali kolonizaciju novonastalog slobodnog prostora. Pokazali
su da u stanicama s utiSanim proteinom sHSP27 sposobnost stanica da koloniziraju slobodni prostor je
znatno manja, odnosno manja je sposobnost kretanja stanica koja je regulirana polimerizacijom F-aktina.
Imunoprecipitacijskom metodom pokazali su da se protein sHSP27 nalazi u kompleksu sa F-aktinom.
Pokazano je da se protein SHSP27 nalazi na krajevima mikrofilamenata F-aktina te ima ulogu u regulaciji

njegove polimerizacije.

S obzirom na to da protein SHSP27 ima ulogu u polimerizaciji mikrofilamenata F-aktina, a njegovo
utiavanje nije utjecalo na formaciju TNT-ova, ulogu proteina SHSP27 u formaciji TNT-ova treba dodatno
istraziti (Kretschmer i sur 2019).

1.7. Stani¢no okruZenje

Uzgoj adherentnih stani¢nih linija u 2D kulturama je Siroko rasprostranjena metoda koristena u medicini,
stani¢noj i molekularnoj biologiji. Prva stani¢na kultura uzgojena 1950-ih in vitro je linija stanica raka vrata
grli¢a maternice, poznatijih kao stanice HelLa, nazvane po pacijentici Henrietti Lacks od koje su dobivene
(Cooper i Hausman 2004). Od tada se brojne stani¢ne linije uzgajaju in vitro. IstraZivanja na stani¢nim

kulturama jednostavnija su i eticki prihvatljivija od istrazivanja na Zivotinjskim modelnim organizmima.

Iako je manipulacija 2D kulturama jednostavnija, postoje razlike izmedu in vitro i in vivo istrazivanja, koja
utjeCu na relevantnost in vitro istrazivanja i njihovu klini¢ku primjenu (Zhang 2004). U tkivima stanice su
okruzene drugim stanicama i komponentama izvanstani¢nog matriksa i nalaze se u 3D strukturi. Susjedne
stanice utjecu na oblik stanica, zato §to im je prostor ogranicen, kao i na polarnost. Takoder, u tkivima
stanice imaju konstantan protok metaboli¢kih plinova, hranjivih i otpadnih tvari. U 2D kulturama stanice
rastu horizontalno i prostor im je relativno neogranicen, ovisno o gustoéi stanica u kulturi (Zhang 2004).

Moze do¢i do nakupljanja otpadnih tvari i manjka hranjivih tvari, kao i do hipoksije.

2D stani¢no okruzenje utjeCe na medustani¢ne interakcije. U 2D kulturama stanice luce fibronektin i
integrine kojima se pri¢vrséuju za podlogu, no to je samo dio komponenti koje ¢ine izvanstani¢ni matriks u
tkivima i 3D kulturama (Cooper i Hausman 2004). Cukierman i sur. (2001) pokazali su da se fokalna i
fibrilarna adhezija razlikuju u 2D i 3D kulturama. Stanice fibroblasta nasadili su na pojedine komponente
izvanstani¢nog matriksa, kolagen, laminin i fibronektin i na izvanstani¢ni matriks stvoren u tkivima iz kojeg
su uklonjene stanice. Primijetili su da se stanice u matriksu dobivenom iz tkiva brze prihvacaju za podlogu

1 imaju vecu stopu migracije.
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Medustanicne interakcije utjeCu na odgovor stanica na stresne podrazaje i stopu prezivljavanja. Kortikalni
neuroni izolirani iz stakora i nasadeni u medij bez seruma imali su niZu stopu preZivljavanja u kulturama s

manjom gusto¢om stanica te su proizvodili manje ATP-a (Fujita i sur. 2001).

TNT-ovi su opisani in vitro i u pocetnim istraZivanjima postavljalo se pitanje postoje li u tkivima i koja je
njihova uloga (Gurke i sur. 2008). Od tada, TNT-ovi su pronadeni in vivo u stanicama pacijenata s
karcinomom plocastih stanica, mezoteliomom i razli¢itim leukemijama, §to ukazuje na potrebu razvoja 3D
modela za proucavanje ovih struktura (Pinto i sur. 2020). S druge strane, TM-ovi su prvotno opisani in vivo

izmedu stanica ljudskog glioblastoma u modelu misa (Osswald i sur. 2015).

1.7.1. Rast stanica u kulturama s ograni¢enim prostorom — mikropaternirane kulture

Mikropaternirane kulture su jedna od metoda za istrazivanje utjecaja stani¢énog okruzenja na fenotip stanice.
OkruZenost susjednim stanicama utje¢e na prezivljavanje stanica i pobolj$ava odgovor stanica na stresne
podrazaje, a uz to utjece i na kretanje i polarnost stanica (Zhang 2004). Ova metoda omogucava istraZivanje
stanica koje rastu samostalno ili u manjim skupinama na ograni¢enom podrucju i u definiranom
mikrookoli$u. Pretezno se Koristi za istraZivanja utjecaja ograni¢ene povrSine na pokretljivost i polarnost
stanica (Segerer i sur 2016). You i sur. (2008) otkrili su da su stanice osteoblasta u mikropaterniranim
kulturama osjetljivije na mehanicki stres, $to znaci da se ova metoda moze koristiti za istrazivanje stresa i

vaznosti medustani¢nih interakcija.

Jedan od nacina izrade mikropaterniranih kultura je metoda fotolitografije (Segerer i sur. 2016). Na podlogu
za rast stanica stavi se polimer koji odbija stanice. Koristenjem UV zracenja i fotomaske dijelovi polimera

se uniste i dobije se podloga s ,,oto¢i¢ima‘ definirane veli¢ine na kojoj stanice mogu rasti.

1.7.2. 3D kulture

Potreba za 3D stani¢nim kulturama nastala je zbog istrazivanja ucinkovitosti novih lijekova. Rezultati
dobiveni u klasi¢énim 2D kulturama nisu se poklapali sa rezultatima dobivenima in vivo. Kao jedna od
najvaznijih nedostataka u 2D kulturama pokazao se nedostatak izvanstanicnog matriksa, kao §to je vec
objaSnjeno. Jedna od karakteristika tumora je to Sto je okruzene zdravim stanicama, s kojima takoder
komunicira. U tumorima postoje razlike u rezistenciji na lijekove i dostupnosti hranjivih tvari i kisika. U

2D kulturama ove se znacajke zanemaruju u istrazivanjima (Langhans 2018).
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Postoje razlicite metode izrade 3D kultura, a mogu se podijeliti na metode u kojima se koristi okvir ili nosac
(engl. scaffold) i metode bez okvira (Langhans 2018). Kao okvir se mogu koristiti komponente kao kolagen,
matrigel ili sintetski dobiveni polimeri kao PLL-PEG polimer (poli-L-lizin s bo¢nim lancima polietilen
glikola). U metodama bez okvira cilj je potaknuti stanice da se samostalno organiziraju u sferoidnu strukturu
1 pocnu luciti komponente izvanstanicnog matriksa, §to se najeS¢e postize ogranicavanjem volumena
posude za uzgoj i podlogama koje sprecavaju adheziju stanica (Langhans 2018). S razvojem medicine i
operativnih postupaka, razvile su se nove metode izrade 3D kultura koje se temelje na 3D bioprintanju koje

omogucuje izradu tkiva i organa pomocu 3D printera.

1.7.3. Metoda magnetske levitacije za uzgoj 3D stani¢nih kultura

Metoda magnetske levitacije je metoda izrade 3D kultura bez uporabe kalupa (Souza i sur. 2010). U klasi¢nu
2D kulturu dodaju se nanocestice koje ulaze u stanice. NanocCestice se sastoje od Zeljezova(lll) oksida,
nanodestica zlata i hidrogela sastavljenog od filamentoznih niti bakteriofaga ili poli-L-lizina. Za postizanje
levitacije stanica bitno je da se nanocestice sastoje od svih navedenih komponenti, kako bi se formirala
povezana smjesa (Souza i sur. 2010). Izlaganjem magnetu stanice pocinju levitirati u stupcu medija i
formiraju sferoidnu strukturu. Prednost ove metode je Sto izlu¢ene komponente izvanstani¢nog matriksa
nisu fiksnog, predodredenog sastava, kao $to je slucaj kod 3D kultura s okvirom, koji se s viemenom moze

degradirati.

Souza i sur. (2010). proucavali su efikasnost metode usporedbom lokalizacije proteina N-kadherina u
stanicama glioblastoma u 2D kulturama, 3D kulturama i u ksenograftu ljudskih tumora implantiranih u
miseve. N-kadherin je u stanicama 2D kultura bio lokaliziran u citoplazmi i jezgri, a u 3D kulturama i
ksenograftima tumora u citoplazmi, na stani¢noj membrani i na mjestima adherentnih spojeva. N-kadherin
sudjeluje u formaciji adherentnih spojeva pri ¢emu je kljuéna njegova interakcija s proteinima
izvanstanicnog matriksa, fibronektinom, integrinima i tenzinom (Lefort i sur. 2010), Sto ukazuje na

prisutnost komponenti izvanstani¢nog matriksa u 3D kulturama.

Haisler i sur. (2013) potvrdili su lokalizaciju N-kadherina na stani¢noj membrani u 3D kulturama stanica
Ab49. Uz to su pokazali i prisutnost E-kadherina, mucina-5AC i citokeratina-19 kojima su dokazali da su

stanice zadrzale funkciju i fenotip karakteristi¢an tim stanicama.
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1.8. Fluorescencijska mikroskopija

Fluorescencijska mikroskopija je metoda sa Sirokom primjenom u stani¢noj i molekularnoj biologiji. Koristi
se u istrazivanjima mikroskopskih jednostani¢nih i viSestaniénih organizama, tkiva, stanica i proteina.
Omogucava proucavanje kretanja i interakcija izmedu stanica, kao 1 dinamiku stani¢nih komponenti.

Moguca su dugotrajna snimanja i pracenje stani¢nih procesa kao $to je mitoza.

Fluorescencija je emisija svjetlosti do koje dolazi nekoliko nanosekundi nakon apsorpcije. Zbog gubitka
dijela energije emitirano zracenje je vece valne duljine od apsorbiranog, §to se naziva Stokesov pomak.
Emitirana svjetlost ima pomak prema crvenom dijelu spektra zracenja, koje ima vece valne duljine i manju

energiju (Sanderson i sur. 2014).

Za mikroskopiranje potrebni su fluorescentno oznaceni uzorci. Danas su komercijalno dostupne razli¢ite
fluorescentne boje koje se specificno vezu za pojedine stanicne komponente. To su Cesto organske molekule
koje u svojoj strukturi imaju aromatske prstene s delokaliziranim elektronima, koji se pobuduju apsorpcijom
energije. Te funkcionalne skupine nazivaju se fluorofori (Lichtman i Conchello 2005). Fluorescentne boje
su brza i jednostavna metoda, no treba uzeti u obzir da mogu imati toksi¢an u¢inak na stanice. Cesto su
otopljene u aproticnom otapalu dimetil sulfoksidu, DMSO, ¢iju su toksi¢nost u ganglijskim stanicama
mreznice RGC-5 (engl. retinal ganglion cells) pokazali Galvao i sur. (2014). Metodom rekombinantne DNA
moguce je vezanje fluorescentnih proteina kao $to su GFP (engl. green fluorescent protein), YFP (engl.
yellow fluorescent protein), mCherry, RFP (engl. red fluorescent protein) i sli¢ni na Zeljeni protein, ¢ime se

dobiju stani¢ne linije sa stabilnom ekspresijom fluorescentnih proteina.

1.8.1. Konfokalna mikroskopija

Jedna od metoda fluorescencijske mikroskopije je konfokalna laserska pretrazna mikroskopija CLSM (engl.
confocal laser scanning microscopy) (Sanderson i sur. 2014). Omogucuje detekciju svjetlosti iz tankog sloja
u uzorku. Karakteristika konfokalne mikroskopije je da osvjetljava dio po dio uzorka. Emitirana svjetlost
pobudenih fluorofora biljezi se detektorom i cjelovita slika uzorka prikazuje se na racunalu. Ispred detektora
nalazi se konfokalna apertura, koja omogucava da u detektor dode samo svjetlost sa promatranog sloja
uzorka, dok se svjetlost iz ostalih slojeva uzorka blokira, ¢ime se dobiva ostrija slika (Slika 4). Konfokalna
apertura nalazi se u optickoj ravnini konjugiranoj fokalnoj ravnini objektiva, po ¢emu je ova metoda

fluorescencijske mikroskopije dobila naziv.
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Slika 4. Shematski prikaz dijelova konfokalnog mikroskopa i prolaska zraka svjetlosti kroz uredaj. Zraka svjetlosti iz
izvora, lasera, prolazi kroz ulaznu aperturu. Zrake se odbijaju od dikroitskog zrcala i dolaze do uzorka. Fluorofori
apsorbiraju svjetlosti 1 emitiraju zraenje vece valne duljine koje prolazi kroz aperturu detektora, konfokalnu aperturu
i dolazi do fotodetektora, gdje se zrake pretvaraju u elektriéne impulse koji omogucavaju stvaranje slike na racunalu.

(Preuzeto: https://www2.irb.hr/korisnici/iweber/fluovis/konfokalna.htm).

1.8.2. Super-rezolucijska mikroskopija

Super-rezolucijska STED (engl. stimulated emission depletion) mikroskopija bazira se na principima rada
konfokalne laserske pretrazne mikroskopije (Sanderson i sur. 2014). Ekscitacijska zraka svjetlosti preklapa
se sa zrakom STED lasera, koja je u popre¢nom presjeku prstenasta (engl. doughnut-shaped). Takav oblik
STED zrake postize se pomocu fazne plo¢e koja urokuje interferenciju svjetlosti. U zoni preklapanja
ekscitacijske i STED zrake, STED laser prigusuje flourescenciju, tako $to depletira fluorofore, a fluorofori
koji se nalaze u regiji u kojoj se ne preklapaju zrake fluoresciraju (Slika 5). Na taj nac¢in se smanjuje mjesto

ekscitacije u uzorku.

Prednost ove metode je §to omogucuje dobivanje veée rezolucije (Jacquemet i sur. 2020). U konfokalnoj

mikroskopiji, kao i klasi¢noj optickoj mikroskopiji, rezolucija je ogranicena Abbeovom granicom difrakcije
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svjetlosti, koja iznosi 250 nm, Sto znaci da se objekti koji se nalaze na manjoj udaljenosti ne mogu razluciti.

Metodom prigusivanja fluorescencije moZze se dobiti rezolucija od 20 nm.

Ekscitacija
Ekscitirani Fluorescencija
Konfokalno fluorofori
Ekscitacija
STED
N Efektivna
Depletirani
STED ﬂuporofori fluorescencija

Slika 5. Shematski prikaz fluorescencije uzoraka u STED mikroskopiji. STED laser na mjestu preklapanja s

ekscitacijskim laserom prigusuje fluorescenciju. (Preuzeto i prilagodeno prema: https:/svi.nl/STED-Microscopy)
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2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je opisati TNT-ove i TM-ove u stanicama U20S. Kvantificirat ¢e se brojnost
TNT-ova i TM-ova i istraziti kako stresni podraZaji utjeCu na brojnost tih struktura uz pretpostavku da ¢e
stanice pod stresom stvarati viSe TNT-ova i TM-ova. Mjerit ¢e se duljina i Sirina TNT-ova i TM-ova i opisat
¢e se razlike u morfologiji. Istrazit ¢e se koliko TNT-ova i TM-ova sadrzi mikrotubule i je i mogu¢ transport

mitohondrija kroz njih.

Nadalje, cilj ovog rada je pogledati kako stanice reagiraju na stresne podrazaje ovisno o 2D i 3D tipu
staniénog okruZenja i vidjeti imaju li TNT-ove i TM-ove ili neke druge promjene izazvane stresnim
podrazajima. U tu svrhu stani¢ne kulture tretirat ¢e se s inhibitorom proteina sHSP27 koji ima funkciju u
stanicnom odgovoru na stres i tretmanom hladnocom. Koli¢ina stresa mjerit ¢e se kao intenzitet
fluorescencije boje za detekciju oksidativnog stresa CellROX™ Deep Red Reagent. Uspostavit ¢e se
protokol za izradu 3D kultura pomoc¢u magnetske levitacije stanica i za provodenje osnovnih postupaka

poput fiksacije, bojanja stanica i mikroskopiranja.
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3. Materijali i metode

3.1. Staniéna kultura

Za provedbu pokusa koristila sam adherentnu tumorsku stani¢nu liniju koStanog osteosarkoma U20S, s
ekspresijom kinetohornog proteina CENP-A, oznacenog GFP proteinom i tubulina oznaenog crvenim
fluorescentnim proteinom mCherry. Kulture stanica uzgajala sam u inkubatoru Galaxy 170S (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) pri stalnim uvjetima od 37 °C i 5 % ugljikovog dioksida. Stanice sam uzgajala u
sterilnoj posudi za uzgajanje, povrsine 75 cm? (Corning, New York, SAD) u mediju DMEM (engl.
Dulbecco s Modified Eagle Medium) (Lonza, Bazel, Svicarska). U medij DMEM dodala sam 10 % otopine
FBS (engl. fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 100 ug / mL penicilina (Biochrom
AG, Berlin, Njemacka), 100 pg / mL streptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) 1 50 pg / mL
geneticina (Life Technologies, Waltham, MA, SAD). Medij sam profiltrirala prije koristenja kroz filter sa
PES (poli(eter-sulfon)) membranom i porama promjera 0,22 um (TPP Techno Plastic Products AG,

Trasadingen, Svicarska).

Stanice sam presadivala svakih 72 do 96 sati kada bi dosegnule 100 %-tnu konfluentnost. Uklonila sam stari
medij iz posude za uzgoj stanica. Isprala sam posudu sa 10 mL 1 %-tne sterilne otopine
ROTI®Cell PBS CELLPURE® (engl. phosphate-buffered saline, u daljnjem tekstu: PBS) (Carl Roth,
Karlsruhe, Njemacka). Stanice sam odlijepila od podloge dodatkom 1 mL 1 %-tne otopine tripsin/EDTA
(Biochrom AG, Berlin, Njemacka) i inkubirala 5 minuta na 37 °C 1 5 % ugljikovog dioksida. U posudu za
uzgoj dodala sam 2 mL medija zagrijanog na 37 °C i pomije$ala sa stanicama kako bi inaktivirao djelovanje
tripsina. 500 pL suspenzije stanica stavila sam u novu posudu za uzgoj i dodala 10 mL zagrijanog medija.

Pojedinu stani¢nu kulturu koristila sam do dvadesete pasaze.

3.2. Priprema 2D kultura

Napomena: Prilikom rada sa uzorcima 2D i 3D kultura, posudice za mikroskopiranje nije preporucljivo
protresati ili mijeSati zato Sto se primjenom mehanicke sile oste¢uju premoscujuce strukture (Koyanagi i

sur. 2005).

Za promatranje premoS$¢ujucih struktura prvenstveno sam trebala odrediti optimalnu konfluentnost stanica
u posudi za mikroskopiranje. U posudice sam stavila 5-10°, 2,5-10%,2-10%1 1,5-10° stanica na 1 mL medija.
Odredila sam da je optimalna koncentracija za promatranje premos§¢ujuéih struktura 2,5-10° stanica na 1

mL. Pri toj koncentraciji stanice su 60 do 70 % konfluentne. Odabrala sam tu koncentraciju, zato $to su
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stanice u kontaktu, ali izmedu njih ima prostora u kojem je moguca formacija premosc¢ujucih struktura, Koji

se lako vizualiziraju tijekom snimanja.

Stanice iz posude za uzgajanje nasadila sam u posudicu za mikroskopiranje. Koristila sam plasti¢ne
posudice promjera 35 mm, sa sredi$njim staklenim dijelom promjera 14 mm i povrsine 9 cm? (MatTek
Corporation, Ashland, SAD). Za nasadivanje stanica prvo sam uklonila stari medij iz posude za uzgajanje,
isprala sa 10 mL 1 %-tne otopine PBS-a i dodala 1 mL otopine tripsin/EDTA. Inkubirala sam stanice 5
minuta u inkubatoru na 37 °C i1 5 % ugljikovog dioksida. Dodala sam 2 mL medija zagrijanog na 37 °C i
pomocu seroloske pipete pomijesala stanice koje su se odvojile od podloge s medijem. 1 do 2 mL suspenzije
stanica, ovisno o konfluentnosti stanica u posudi za uzgajanje, stavila sam u konikalnu tubicu za centrifugu
od 15 mL (Corning, New York, SAD) i dodala medij da ukupni volumen u tubici bude 3 mL. Suspenziju
stanica dobro bih promijesala i 20 pL stavila na hemocitometar Neubauer improved (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD) za brojanje stanice. U posudu za mikroskopiranje stavila sam 250000 stanica na 1 mL
medija. Stanice sam inkubirala u posudicama 24 sata prije mikroskopiranja, zato Sto su Koyanagi i sur.

(2005) pokazali da je broj TNT-a u 2D kulturi najveéi nakon 24 sata.

Za provodenje eksperimenata za promatranje razine induciranog stresa stanice sam nasadivala u posudice
za mikroskopiranje samo na sredisnji stakleni dio posude kako bih smanjila koli¢inu boje koju je potrebno
dodati. Ukupni volumen u srediSnjem staklenom dijelu posude je 400 uL. Stanice sam nasadivala da

postignu konfluentnost 70 %.

3.3. Izrada 3D kultura

Zaizradu 3D kultura koristila sam 6 Well Bio-Assembler™ Kit (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austrija)
koji se sastoji od otopine NanoShuttle™-PL, magneta za levitaciju, magneta za privladenje 3D struktura,
ploce sa 6 jazica sa dnom koje sprecava adheziju stanica i srediSnje ploce koja sprecava direktan kontakt
magneta sa sadrzajem u jazicama. Otopina NanoShuttle™-PL sadrzi nanogestice potrebne za magnetsku
levitaciju. Sastoji se od Zeljezova(Ill) oksida, nanoCestica zlata stabiliziranih s citratnim ionima promjera

manjeg od 100 nm i poli-L-lizina.

Ve¢ 30 minuta nakon izlaganja magnetu, stanice se okupljaju na povrsini medija ispod magneta, a nakon 24
sata formiraju se kohezivne nakupine stanica (Souza i sur. 2010). Kako bih dobila ¢vrséu i kompaktniju

strukturu 3D kulture inkubirala sam minimalno pet dana prije mikroskopiranja.

Prije izrade 3D kultura odredila sam optimalnu koncentraciju otopine NanoShuttle™-PL koju je potrebno

dodati u stanice. Haisler i sur. (2013) u svome protokolu opisali su izradu 3D kultura u posudi za uzgoj
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stanica, povrsine 75 cm? i preporudili da se stavi 8 uL / cm? otopine NanoShuttle™-PL. Souza i sur. (2010)
u uzorke za izradu 3D kultura stavili su 1 pL / cm? hidrogela s Cesticama zlata i zeljezovim magnetitom koji
su sami pripravili. Umjesto u posudi za uzgoj, stanice za izradu 3D kultura uzgajala sam u posudi za
mikroskopiranje povrsine 9 cm? Isprobala sam izradu 3D kultura sa 6,67 puL / cm?, 3,33 uL / cm?, 1,67 uL
/ cm?i 1 pL / cm? otopine NanoShuttle™-PL. 3D strukture formirale su se jednako, neovisno o koli¢ini
otopine. Iz toga razloga odlucila sam da ¢u 3D kulture raditi s najmanjom koncentracijom otopine

NanoShuttle™-PL.

Prvi dan u posudu za mikroskopiranje stavila sam 2,5-10° stanica na 1 mL medija kako bih dobila 70 %
konfluentne stanice, na nacin kao $to sam opisala u protokolu za izradu 2D kultura. Drugi dan u posudu za
mikroskopiranje dodala sam 9 uL otopine NanoShuttle™-PL. Stanice sam inkubirala preko noéi. Treé¢i dan
stanice sam nasadivala na plocu sa 6 jazica. Posudu za mikroskopiranje isprala sam sa 1 mL 1 %-tne otopine
PBS-a. Dodala sam 0,5 mL otopine tripsin/EDTA i inkubirala 5 minuta. U posudu sam dodala 2 mL
zagrijanog medija i pipetom pomijeSala stanice s medijem. Suspenziju stanica stavila sam u konikalnu
tubicu za centrifugu od 15 mL. U posudu sam dodala jo§ dva puta po 1 mL zagrijanog medija kako bih
isprala posudu i sve odlijepljene stanice prebacila u konikalnu tubicu. Suspenziju stanica centrifugirala sam
5 minuta na 15 °C i 800 rpm, kako bih uklonila ostatke otopine tripsin/EDTA. Bacila sam supernatant i
stanice resuspendirala u 2 mL zagrijanog medija. Suspenziju stanica stavila sam u jazicu. Na plocu sa
jaZicama stavila sam sredi$nju plocu za zastitu i poklopila s magnetom za levitaciju. 3D kulture inkubirala

sam u inkubatoru na 37 °C i 5 % ugljikovog dioksida najmanje pet dana.

Za mikroskopiranje i provodenje tretmana na 3D kulturama, strukture sam laganim pipetiranjem prebacila
na stakleni dio posudice za mikroskopiranje u 400 uL zagrijanog medija i ispod posudica stavila magnet za

privlacenje kako bi drzao strukture na podlozi tijekom mijenjanja otopina u posudici.

3.4. Izrada mikropaterniranih kultura metodom fotolitografije

Za izradu mikropaterniranih kultura koristila sam sljedece kemikalije:

e 10 mmol / dm= otopinu HEPES-a, (zwitterion sulfonske kiseline) (Carl Roth, Karlsruhe,
Njemacka), pH =7,4

e 0,1 mg/mL otopinu PLL-PEG polimera (poli-L-lizin s bo¢nim lancima polietilen glikola) (SuSoS
AG, Diibendorf, Svicarska) u 10 mmol / dm~2 otopini HEPES-a, pH = 7,4

e 100 mmol / dm~ otopina NaHCO3 (Merck, Darmstadt, Njemacka), pH = 8,4
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e 10 pg/ mL otopinu fibronektina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u 100 mmol / dm~2 otopini
NaHCOs, pH = 8,4

Mikropaternirane kulture radila sam na okruglim pokrovnim stakalcima promjera 25 mm. Stakalca sam
prvo oprala u 100 %-tnom acetonu, da ih o€istim od organskih neCisto¢a, a potom u 100 %-tnom

izopropanolu, da ih ocistim od anorganskih necistoca. Stakalca sam do koriStenja drzala u izopropanolu.

Suha stakalca stavila sam u UV ozonski Cistac (Ossila Ltd, Sheffield, Velika Britanija). Uredaj ima kvarcnu
UV lampu koja emitira UVC zracenje s emisijskim maksimumom pri valnoj duljini 185 nm i1 254 nm.
Zracenje valne duljine 185 nm apsorbira kisik iz zraka i nastaje ozon koji reagira s povrsinskim molekulama
na stakalcu, a zraCenje valne duljine 254 nm apsorbiraju organske molekule na stakalcu pri ¢emu dolazi do
njihovog isparavanja. Stakalca sam izlagala UV zragenju pet minuta. Gornja strana stakalca, okrenuta prema
UV lampi, se oksidira i ta strana je aktivirana.

Na aktiviranu stranu stavila sam 100 pL PLL-PEG polimera tako da sam otopinu stavila na parafilm i
prekrila stakalcem. PLL-PEG polimer inkubirala sam 30 minuta na sobnoj temperaturi. Stakalca sam
odlijepila s 1 mL otopine HEPES-a, tako da sam ju pipetom dodala izmedu stakalca i parafilma. Nakon $to
se stakalca osuSe stavila sam ih u fotomasku (4Dcell, Montreuil, Francuska). Fotomaska ima kromnu i
kvarcnu stranu te iscrtan uzorak kao $to je vidljivo na slici 6 kroz koji UV zrake prolaze i na tim mjestima
stvaraju ,,oto¢i¢e” u PLL-PEG polimeru. Prije koristenja fotomasku sam ocistila obi¢nim deterdzentom,
isprala sam je s redestiliranom vodom da se ne stvori kamenac i osusila mlazom komprimiranog zraka.
Aktiviranu stranu stakalca sam zalijepila na kromnu stranu fotomaske s 5 uL redestilirane vode. Fotomasku
sa stakalcima sam izlozila UV zracenju 15 minuta na nacin da je kvarcna strana okrenuta prema UV lampi.
Stakalca sam odlijepila pomoc¢u 1 mL redestilirane vode. Aktiviranu stranu inkubirala sam 30 minuta na
100 uL fibronektina na parafilmu. Stakalca sam odvojila s 1 mL otopine NaHCOs. Do koristenja sam ih

¢uvala na 4 °C.

Mikropaternirana stakalca stavila sam u posudu za mikroskopiranje i nasadila stanice na isti na¢in kao i za
pripremu 2D kultura. Za mikroskopiranje zivih uzoraka koristila sam Chamlide komoru za okrugla stakalca,

a fiksirani uzorci stavila sam na predmetno stakalce.
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Slika 6. Shematski prikaz uzorka koji nastaje na stakalcu nakon izlaganja PLL-PEG polimera prekrivenog fotomaskom

UV zraenju (Preuzeto: https://www.4dcell.com/)

3.5. Tretiranje uzoraka

Za inhibiciju proteina SHSP27 stanice sam tretirala tri sata s inhibitorom J2 (MedChem Express, Monmouth
Junction, SAD) koncentracije 50 nmol / dm™3. Pri koncentraciji 100 nmol / dm™2 stanice u 2D kulturama su
umirale pa sam izabrala manju koncentraciju. Stanice sam izlagala hladno¢i tako da sam u uzorke stavila
hladan medij i 15 minuta ih drzala na —20 °C. Uzorke sam vratila u inkubator gdje su se tri sata oporavljali.
U pokusu gdje sam stanice tretirala inhibitorom J2 i izlagala hladno¢i prvo sam dodala inhibitor J2,

inkubirala sam stanice 15 minuta, stavila ih 15 minuta na —20 °C i nakon toga vratila u inkubator 3 sata.

3.6. Fiksacija uzoraka

Stanice sam fiksirala s 4 %-tnom otopinom formaldehida (BioGnost Ltd, Zagreb, Hrvatska). Uzorke za
promatranje premoscujucih struktura fiksirala sam tako da sam iz posude za mikroskopiranje pipetom
uklonila medij. Dodala sam 1 mL formaldehida i inkubirala 20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga
pipetom sam uklonila otopinu formaldehida i dodala 1 mL otopine 1 %-tnog PBS-a kako bih isprala ostatke
formaldehida s uzorka. Inkubirala sam pet minuta na sobnoj temperaturi. Postupak ispiranja ponovila sam

tri puta.

Uzorke za mjerenje razine induciranog stresa fiksirala sam na nacin da bih nakon bojanja s CellROX™

Deep Red Reagent (u daljnjem tekstu: CellROX) (Invitrogen, Waltham, MA, SAD) dodala 400 pL 4 %-tne
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otopine formaldehida, inkubirala 10 minuta i jednom isprala sa 400 uL 1 %-tnog PBS-a. U 2D kulture
stavila sam 50 pL medija Abberior Mount LIQUID (Abberior Instruments GmbH, Géttingen, Njemacka),
a u 3D kulture stavila sam 5 pL medija i pokrila ih pokrovnim stakalcem promjera 9 mm kako bih ih

fiksirala, jer kulture nisu vezane za podlogu.

3.7. Bojanje uzoraka

Za Kklasifikaciju i analizu premosc¢ujucih struktura trebala sam fluorescentno oznaciti stanicnu membranu te
uz nju F-aktin, a-tubulin, protein sHSP27 ili mitohondrije. a-tubulin i protein SHSP27 sam oznacila
imunohistokemijskom metodom bojanja. Razinu stresa mjerila sam pomocu boje koja reagira sa reaktivnim

kisikovim radikalima, ROS-ovima u stanicama pri ¢emu fluorescira.

Stani¢nu membranu u zivim i fiksiranim stanicama oznacila sam bojom Wheat Germ Agglutinin, Alexa
Fluor™ 594 Conjugate (u daljnjem tekstu: WGA) (Invitrogen, Waltham, MA, SAD), koncentracije 5 ug /
mL. F-aktin u fiksiranim stanicama oznacila sam bojom SiR-Actin (engl. silicon rhodamine) (Spirochrome
AG, Stein am Rhein, Svicarska) koncentracije 100 nmol / dm™3. Mitohondrije u Zivim stanicama obojala
sam sa MitoTracker™ Green FM (Invitrogen, Waltham, MA, SAD) koncentracije 100 nmol / dm=.
CellROX™ Deep Red Reagent (Invitrogen, Waltham, MA, SAD) za mjerenje razine induciranog stresa
koncentracije 2,5 pmol / dm 3 koristila sam prije fiksacije uzoraka. Svi uzorci inkubirani su 30 minuta nakon
dodatka boja.

3.7.1. Imunohistokemijska metoda bojanja stanica

Imunohistokemijsku metodu bojanja stanica koristila sam za bojanje a-tubulina i proteina sHSP27 u
stanicama u 2D kulturi. Fiksirala sam stanice 4 %-tnom otopinom formaldehida i isprala tri puta s 1 %-tnom
otopinom PBS-a, kao §to sam ve¢ opisala. Dodala sam 1 mL blokiraju¢eg pufera i inkubirala 30 minuta na
sobnoj temperaturi. Blokirajuc¢i pufer sadrzi nespecifi¢ne proteine koji se vezu na razna mjesta u uzorku i
na taj nadin smanjuju vjerojatnost da ¢e se antitijela vezati na nespecificna mjesta. Time se smanjuje
pozadinska fluorescencija. Blokiraju¢i pufer sastoji se od 1 %-tne otopine PBS-a, 0,4 % Tritona X-100i 1
% NGS-a (engl. normal goat serum) (Termo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Dodala sam otopinu
primarnog antitijela i blokiraju¢eg pufera. Uzorke sam inkubirala 24 sata u mraku na 4 °C. Isprala sam
primarno antitijelo sa 1 mL 1 %-tne otopine PBS-a. Postupak sam ponovila tri puta. Dodala sam otopinu
sekundarnog antitijela i blokiraju¢eg pufera i inkubirala uzorke sat vremena u mraku na sobnoj temperaturi.

Isprala sam uzorke tri puta sa 1 mL 1 %-tne otopine PBS-a. Uzorke sam ¢uvala u mraku na 4 °C do upotrebe.
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Za oznacavanje a-tubulina koristila sam primarno antitijelo Conjugated rabbit anti-a-tubulin ab18251
(Abcam, Cambridge, Velika Britanija) i sekundarno antitijelo Alexa Fluor 488 conjugated donkey anti-
rabbit ab150061 (Abcam, Cambridge, Velika Britanija), a za snimanje na super-rezolucijskom mikroskopu
STED koristila sam sekundarno antitijelo STAR RED anti-rabbit (Abberior Instruments GmbH, Géttingen,
Njemacka). Za oznacavanje proteina sHSP27 koristila sam primarno antitijelo Recombinant mouse anti-
sHSP27 ab2790 (Abcam, Cambridge, Velika Britanija) i sekundarno antitijelo Donkey anti-mouse Alexa
Fluor 488 ab150109 (Abcam, Cambridge, Velika Britanija).

3.8. Mikroskopiranje

3.8.1. Konfokalna mikroskopija

Premos¢ujuce strukture snimala sam laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom Bruker Opterra
Multipoint Scanning (Bruker, Nano Surfaces, Middleton, WI, SAD). Sustav je postavljen na Nikonov
preokretni mikroskop Ti-E s uljnim objektivom Nikon CFI Plan Apo VC x 100/ 1,4 (Nikon, Tokio, Japan).
Stanice sam snimala pri stalnim uvjetima od 37 °C i 5 % ugljikovog dioksida u inkubatoru Okolab Cage
(Okolab, Pozzuoli, NA, Italija). Slike sam snimila kamerom Evolve 512 Delta EMCCD (Photometrics,
Tucson, AZ, SAD). Postavke mikroskopa i rad sustava namjestila sam pomocu programa Prairie View
Imaging Software (Bruker, Nano Surfaces, Middleton, WI, SAD). Za laserski pretrazni konfokalni
mikroskop karakteristi¢na je toCkasta izlazna apertura (engl. pinhole), koja se moze podesavati, a ovaj sustav
nudi i odabir proreza (engl. slits) koji se takoder mogu podesavati. U mjerenjima sam izabrala prorez od 22
um. Mitohondrije, mikrotubule i protein SHSP27 snimala sam s laserom pobudne valne duljine 488 nm,
stani¢nu membranu s pobudnom valnom duljinom 561 nm i aktin s pobudnom valnom duljinom 640 nm.
Premos¢ujuce strukture snimala sam u 2D kulturama, tako da snimam 2,5 um iznad sredista strukture i ispod
s 0,5 um razmaka izmedu Z-ravnina. Za svaku strukturu snimila sam 11 ravnina. Za snimanje cijele
premos$c¢ujuce strukture najéesc¢e su dovoljne 3 do 4 ravnine, ali snimala sam vise ravnina da vidim jesu li

strukture vezane za podlogu.

3.8.2. Super-rezolucijska mikroskopija

3D kulture i uzorke za mjerenje razine induciranog stresa snimala sam na super-rezolucijskom mikroskopu
STED, Expert Line easy3D STED (Abberior Instruments GmbH, Géttingen, Njemacka). Karakteristika
super-rezolucijskog mikroskopa STED je stimulirana deplecija emisije, §to znaci da se tijekom snimanja

pojedini fluorofori selektivno deaktiviraju pri ¢emu se smanjuje iluminacija i moguce je dobiti snimke bolje
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rezolucije. Sustav je opremljen s Olympus 1X83 inverznim mikroskopom, Widefield LED osvjetljenjem na
405nm, 470nm, 590nm i 635nm i Widefield monokromatskom kamerom 1/2" CCD, 1280x960 piksela.
Sustav ima Z-Piezo P-736 skener sa piezo motorima i Olympus Z-drift kompenzaciju za konfokalni i STED
nacin. Mikroskop ima vodeni objektiv Olympus 60x / NA 1,2 i uljni objektiv 100x / NA 1,4. Mikroskop
ima cw laser pobudne valne duljine 405 nm, impulsne lasere pobudne valne duljine 485 nm, 561 nm i 640
nm i impulsni STED laser valne duljine 775 nm. Uzorke sam stavljala na pomi¢nu inkubacijsku komoru s
temperaturom od 37 °C i dovodom ugljikovog dioksida $to omoguéuje snimanje Zivih stanica. Postavke
mikroskopa kontrolirala sam pomocu softwarea Imspector Software Package for Data Acquisition and
Analysis i pomo¢u U-MCZ Olympus kontrolera.

Za mjerenje razine induciranog stresa u svim uzorcima snimala sam Cetiri Z-ravnine sa razmakom 0,5 pm

izmedu ravnina s impulsnim pobudnim laserom valne duljine 640 nm u konfokalnom nacinu.

Na super-rezolucijskom STED snimila sam i premos¢ujuce strukture, da ih usporedim sa snimkama
dobivenim konfokalnom mikrokopijom. Mitohondrije sam snimala s impulsnim pobudnim laserom valne
duljine 485 nm u konfokalnom nacinu, stani¢cnu membranu s impulsnim pobudnim laserom valne duljine
561 nm u konfokalnom i STED nacinu i mikrotubule s impulsnim pobudnim laserom valne duljine 640 nm

u konfokalnom i STED nacinu.

3.9. Analiza snimaka

Mikroskopske snimke analizirala sam pomocu programa ImageJ (National Institute of Health, Bethesda,
MD, SAD). ImageJ je javno dostupan program za obradu snimaka temeljen na programskom jeziku Java
(Oracle Corporation, Redwood, SAD). Program ima traku izbornika, alatnu traku i traku pozicije. Alatha

traka sadrzi alate za oznacavanje i odabir dijelova slike pomocu kojih se moze mjeriti razne strukture.

3.9.1. Mjerenje premoscujucih struktura

Premoscuju¢im strukturama mjerila sam duljinu i Sirinu te sam odredivala broj premosc¢ujucih struktura u
uzorcima. lzabrala sam sve Z-ravnine u kojima se vidi struktura i spojila ih u jednu sliku (Image — Stacks —
Z Project... — Sum Slices). Na taj nacin dobila sam prikaz cijele strukture §to omogucava preciznija mjerenja
od onih na samo jednoj Z-ravnini. Oznacila sam krajeve strukture i pomocu segmentirane linije (engl.
segmented line) izmjerila duljinu strukture (Analyze — Measure). Sirinu struktura mjerila sam tako da na
polovini i ¢etvrtinama strukture ravnom linijom (engl. straight line) povu¢em okomicu na strukturu kao $to

je prikazano na slici 7. ImageJ omogucava prikaz intenziteta flourescencije linije pa se na mjestu gdje linija
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prolazi kroz strukturu vidi porast intenziteta fluorescencije. 1z dvodimenzionalnog grafickog prikaza koji
prikazuje duljinu u mikrometrima na x-osi i intenzitet fluorescencije na y-osi, oduzela sam intenzitet
fluorescencije pozadine na y-osi i izmjerila udaljenost izmedu nultoc¢ki koja odgovara S$irini strukture
(Straight line — Analyze — Plot Profile — Set Range — Analyze — Measure). Mjerila sam na tri mjesta zato §to
Sirina struktura nije jednaka na svim dijelovima. Za Sirinu strukture uzela sam srednju vrijednost dobivenih

vrijednosti.

Slika 7. Prikaz mjerenja duljine i Sirine premos§c¢ujuéih struktura. Na slici A prikazana je neoznacena struktura, a na

slici B oznacene su Cetvrtine i polovina strukture na kojima se mjeri Sirina.

Broj premosc¢ujucih struktura u 2D kulturama odredila sam brojanjem stanica. Za kontrolni uzorak i tretirane
uzorke izbrojala sam 100 stanica po uzorku, na nacin da brojim deset stanica po redu. Svaki pokus ponovila
sam tri puta. Zabiljezila sam broj i vrstu premosc¢ujucih struktura koje pojedina stanica ima i okruzenost
drugim stanicama na relativnoj skali od 1 do 3 kao §to je prikazano na slici 8. Za obiljeZavanje okruzenosti
stanica uzela sam relativnu skalu, zato Sto stanice U20S koje rastu u 2D kulturi poprimaju razne oblike i sa
susjednim stanicama mogu biti povezane tako da im se stanicne membrane dodiruju, a mogu biti i udaljene
nekoliko mikrometara i/ili povezane samo na manjim povrSinama. Kada sam naiSla na stanicu sa

premosc¢uju¢om strukturom, drugu stanicu koja je bila povezana istom tom strukturom nisam brojala.
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Slika 8. Shematski prikaz okruzenosti stanice susjednim stanicama na relativnoj skali od 1 do 3.

3.9.2. Klasifikacija premoS$¢ujuéih struktura

Premoscujuce strukture razvrstala sam na TNT-ove i TM-ove ovisno o Sirini. Ako je prosjecna Sirina
strukture izmedu 0,2 um i 1 um struktura je TNT. Iako se Sirina TNT-a kre¢e od 50 nm (Austefjord i sur.
2013), na koristenom mikroskopu ne moze se dobiti razlu¢ivost manja od 0,2 pm pa sam analizirala samo
strukture Sire od 0,2 um, a ostale strukture u stanicama U20S u sklopu ovog rada nisam opisala. Ako je
struktura Sirine izmedu 1 pm i 3 um svrstala sam je u TM-ove. Strukture Sirine ve¢e od 3 pm nisam
zabiljezila, zato §to nisam sa sigurno$¢u mogla odrediti jesu li te strukture TM-ovi ili je stanica razgranatog
oblika. U klasifikaciji struktura, osim duljine i Sirine, zabiljezila sam jesu li strukture razgranate ili
nerazgranate i imaju li proSirenja. U fiksiranim uzorcima gdje sam imunohistokemijskom metodom bojanja
oznacila a-tubulin zabiljeZila sam ima li u premo$¢ujué¢im strukturama mikrotubula ili nema. U uzorcima

gdje sam snimala Zive stanice zabiljezila sam imaju li strukture mitohondrije.

3.9.3. Mjerenje razine induciranog stresa

Razinu induciranog stresa mjerila sam tako da sam usporedivala intenzitet fluorescencije boje CellROX u
uzorcima. Za 2D 1 3D kulture snimala sam kontrolne uzorke i uzorke tretirane hladno¢om 1 inhibitorom J2.

Za svaki uzorak snimila sam 20 snimki razli¢itih vidnih polja u uzorku. Svaki pokus ponovila sam tri puta.
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Souza i sur. (2010) primjetili su da u ve¢im sferoidnim strukturama u sredistu dolazi do nekroze, a u manjim
sferoidnim strukturama jednaka je vijabilnost stanica u svim dijelovima strukture. U 3D kulturama snimala
sam 10 snimki na rubnim dijelovima kulture i 10 snimki u sredi$tu kulture, da provjerim postoje li razlike
u intenzitetu fluorescencije boje CellROX, koje bi ukazivale na razli€itu razinu stresa. Za svaku snimku
spojila sam Z-ravnine u jednu sliku. Pomocu alata poligonalni odabir (engl. Polygon selections) oznacila
sam sve stanice u vidnom polju, kao $to je prikazano na slici 9 i svakoj izmjerila intenzitet fluorescencije,

od kojeg sam oduzela intenzitet fluorescencije pozadine.

CellROX Deep Red Reagent

Slika 9. Mjerenje razine stresa. Na slici A prikazane su neoznacene stanice obojane bojom za mjerenje razine stresa

CellROX, a na slici B prikazane su stanice oznacene alatom poligonalni odabir u programu Imagel.

3.10. Analiza podataka

Podaci su statisticki analizirani u programu RStudio (R Core Team (2021). R: A language and environment
for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). To je javno dostupan
program za obradu podataka te omoguéuje izradu grafickih prikaza. Podaci su analizirani statistickim testom

ANOVA, Tukey’s testom i Welchovim t-testom.
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4. Rezultati

U sklopu ovog rada istrazene su brojnost i morfologija premoscujucih struktura (TNT-ova i TM-ova) te
promjena u njihovoj brojnosti kao odgovor stanica na stresne podrazaje. Premoscujuce strukture analizirane
su u 2D kulturama ljudskih tumorskih stanica U20S. U 2D kulturama opisani su oblici premos¢ujucih
struktura koji se razlikuju s obzirom na njihovu duljinu Sirinu i razgranatost. Takoder je istrazeno prisustvo
mikrotubula i membranskih stani¢nih komponenti u njima koje upucuje na njihovu ulogu u medustani¢nom
transportu. Uspostavljen je protokol za izradu mikropaternirane 2D stani¢ne kulture i 3D stani¢ne kulture
pomocu magnetske levitacije. Premoscéujuce strukture pronadene su i u mikropaterniranim i u 3D kulturama.
U 2D i 3D kulturama izmjerena je razina induciranog stresa pomoc¢u boje CellROX koja reagira sa

slobodnim radikalima.

4.1. Brojnost premoséujuéih struktura

Kako bismo odredili utjecaj stresa na brojnost premos¢ujucih struktura, perturbirali smo inhibitorom J2
aktivnost proteina sHSP27 koji ima ulogu u odgovoru stanica na oksidativni stres. Takoder smo inducirali
stres u stanicama tretmanom hladnocom. Tretirani uzorci su usporedeni s kontrolnim uzorkom u kojem
stanice nisu bilo podvrgnute nijednom od tretmana. Napravljen je i pokus gdje su uzorci istovremeno
tretirani inhibitorom J2 i hladno¢om. U 2D kulturama stanica U20S opisane su premoscujuce strukture;
TNT-ovi i TM-ovi (Slika 10). Definirane su kao membranske strukture koje povezuju dvije ili viSe stanica.
Ne dodiruju podlogu. Dulje su od 3 um. Sirina TNT-ova je u rasponu od 0,2 um do 1 pm, a §irina TM-ova
jeizmedu 1 umi 3 pm. U uzorcima su pronadene premoscujuce strukture koje su puknule na sredini ili na
jednom kraju (Prilozi, slika 33). Pronadeni su i filopodiji, strukture nalik TNT-ovima koji se pruzaju samo

iz jedne stanice (Prilozi, slika 34) koji nisu ukljuc¢eni u analizu podataka.

Brojnost premos§c¢ujucih struktura odredena je tako da je za 273 stanice zabiljezeno koliko imaju TNT-ova,
odnosno TM-ova. Slika 11 A prikazuje udio stanica s odredenim brojem TNT-ova u pojedinoj skupini. U
kontrolnoj skupini 19,4 % stanica ima jedan ili vise TNT-ova. U uzorcima tretiranima inhibitorom J2 udio
stanica s TNT-ovima je manji, 10,3 %. Nakon tretmana hladno¢om zabiljeZen je veéi udio stanica s TNT-
ovima, 34,8 %. U uzorcima tretiranim inhibitorom J2 i tretmanom hladno¢om istovremeno 20,9 % stanica
ima TNT-ove. Najucestalije su stanice s jednim TNT-om, a stanice s ve¢im brojem TNT-ova (Prilozi, slika
35) manje su zastupljene. Zabiljezene su dvije stanice sa Sest TNT-ova, jedna stanica sa osam TNT-ova i

jedna sa devet TNT-ova.

Broj stanica s odredenim brojem TM-ova prikazan je na slici 11 B. 11,8 % stanica ima TM-ove u kontrolnoj

skupini, 8,1 % u skupini tretiranoj inhibitorom J2, 19,1 % u skupini tretiranoj hladno¢om i 15 % u skupini
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istovremeno tretiranoj inhibitorom J2 i sa tretmanom hladno¢om. Najudestalije su stanice s jednim TM-om.
U uzorcima tretiranima inhibitorom J2 pronadena je jedna stanica sa dva TM-a, ostale stanice su imali jedan

TM. U ostalim skupinama pronadene su stanice sa maksimalno tri TM-a.

U kontrolnim uzorcima izmjereno je 120 premoséujucih struktura u 273 stanice, od ¢ega 77 TNT-a i 43
TM-a. U uzorcima tretiranim inhibitorom J2 izmjereno je 64 premoscujuce strukture u 273 stanice, od Cega
41 TNT i 23 TM-a. U uzorcima tretiranima hladno¢om izmjereno je 253 premoscéujucih struktura u 273
stanice, od kojih je 187 TNT-a i 66 TM-a, a u uzorcima istovremeno tretiranima inhibitorom J2 i s
hladnocom izmjereno je 158 struktura u 273 stanice, od kojih je 103 TNT-a i 55 TM-a (Slika 12). U
uzorcima ima otprilike 64 % TNT-ova i 36 % TM-ova, osim u uzorcima tretiranima hladno¢om gdje ima
74 % TNT-ova i 26 % TM-ova.
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Slika 10. Prikaz premos$éujuce strukture u stanicam U20S. A-C. TNT u fiksiranim stanicama U20S. Stani¢na
membrana je oznacena bojom WGA i mikrotubuli su oznaceni antitijelom STAR RED anti-rabbit. Snimljeno u STED
rezoluciji. Strelice pokazuju mikrotubule na pocetku TNT-a i u prosirenju. Oznaka veli¢ine je 10 um. D-F. TM u
fiksiranim stanicama U20S. Stani¢na membrana je ozna¢ena bojom WGA i F-aktin je oznacen bojom SiR-actin.

Oznaka veli¢ine je 5 um.
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Slika 11. Udio stanica s odredenim brojem premos$¢uju¢ih struktura. Premo$¢ujue strukture analizirane su u
fiksiranim stanicama U20S. Udio stanica bez premo$c¢ujucih struktura, s 1, 2, 3 ili vise premo§¢ujuce strukture u
kontrolnom uzorku i tretiranim uzorcima s inhibitorom J2, tretmanom hladno¢om i inhibitorom J2 i tretmanom
hladno¢om. U svakoj skupini zabiljeZen je broj premo$¢ujucéih struktura u 273 stanica. A. Udio stanica s odredenim
brojem TNT-ova. B. Udio stanica s odredenim brojem TM-ova.
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Slika 12. Analiza broja premosc¢ujucih struktura. Premo$c¢ujuce strukture analizirane su u fiksiranim stanicama U20S
Broj TNT-ova i TM-ova u kontrolnoj skupini i skupinama tretiranim s inhibitorom J2, tretmanom hladno¢om i
inhibitorom J2 i tretmanom hladno¢om. N oznaéava ukupan broj premo$c¢ujucih struktura zabiljezenih u pojedinoj

skupini.
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4.1.1. Duljina i Sirina premos¢ujucih struktura

Usporedene su duljina i Sirina premosc¢ujuéih struktura u pojedinoj skupini (Slika 13 i Prilozi, tablica 3).
Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost (engl. mean) uz standardnu pogresku, s.e.m. (engl. standard
error of the mean). Duljina TNT-ova u uzorcima tretiranima inhibitorom J2, 4,559 + 0,162 um, manja je od
duljine TNT-ova u kontrolnoj skupini, 6,059 + 0,404 um. Duljina TNT-ova u uzorcima tretiranima s
hladnoc¢om statisticki se ne razlikuje od duljine TNT-ova u kontrolnim stanicama. Najdulji TNT izmjeren
je u skupini tretiranoj hladnoéom, a duljina mu iznosi 24,539 pm. Sirina TNT-ova ne razlikuje se izmedu

kontrolnih i tretiranih stanica.

Nema znacajnih razlika u duljini i Sirini TM-ova u razli¢itim skupinama. Najveca duljina TM-a, 88,890 pm

izmjerena je u uzorcima istovremeno tretiranim inhibitorom J2 i sa tretmanom hladno¢om.
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Slika 13. Analiza duljine i Sirine premos§¢ujucih struktura. Premos$cujuce strukture analizirane su u fiksiranim
stanicama U20S. A, B. Duljina i Sirina TNT-ova u kontrolnoj skupini i tretiranim skupinama. C, D. Duljina i $irina
TM-ova u kontrolnoj skupini i tretiranim skupinama. N oznacava broj premos¢ujucih struktura izmjerenih u pojedinoj
skupini. Traka pogreske je s.e.m.. Podatci su usporedeni ANOVA testom i Tukey’s testom i dobivene su p-vrijednosti:

**p < 0,01 in.s., nije zna¢ajno (engl. not significant).
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4.2. Morfologija premosé¢ujuéih struktura

U stanicama U20S osim ravnih, nerazgranatih premoscujucih struktura pronadene su i razgranate strukture
i strukture s proSirenjima. Takve strukture pronadene su i medu TNT-ovima i TM-ovima, no u TNT-ovima

je pronaden manji broj takvih struktura.

4.2.1. Razgranate premosc¢ujuce strukture

Razgranate premos¢ujuce strukture mogu se granati na jednom ili vise mjesta i povezuju dvije ili vise
stanica. Na mjestu grananja moze se nalaziti i proSirenje strukture (Slika 14). Razgranate strukture su
nepravilne i mogu ¢initi mrezu premosc¢ujucih struktura. Zabiljezene su i strukture gdje TNT-ovi povezuju

TM-ove sa stanicama (Prilozi, slika 36).

U kontrolnoj skupini nisu pronadeni razgranati TNT-ovi, a od 43 TM-a, dva su bila razgranata. U skupini
tretiranoj inhibitorom J2 pronaden je jedan razgranati TNT. U uzorcima tretiranima hladno¢om zabiljezeno
je 17 % razgranatih TM-ova, a u uzorcima istovremeno tretiranima inhibitorom J2 i sa tretmanom
hladno¢om pronadeno je 11 % razgranatih TM-ova. U obje skupine bilo je 4 % razgranatih TNT-ova (Slika
15).
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Slika 14. Prikaz razgranatog TM-a. Razgranati TM u fiksiranim stanicama U20S. Stani¢na membrana je ozna¢ena
bojom WGA i mikrotubuli su oznaceni antitijelom STAR RED anti-rabbit. Snimljeno u STED rezoluciji. A.
Strelica pokazuje mikrotubule. B. Strelica pokazuje mjesto grananja TM-a na prosirenju. Oznaka veli¢ine je 10

pm.
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Slika 15. Analiza razgranatih i nerazgranatih premosc¢ujucih struktura. Udio razgranatih i nerazgranatih premosc¢ujucih
struktura u pojedinoj skupini. Ntnt oznaava broj zabiljezenih TNT-ova u pojedinoj skupini. Ntm 0znacava broj
zabiljezenih TM-ova u pojedinoj skupini.
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4.2.2. TM-ovi s pro§irenjima

Prosirenja u strukturama pronadena su u TNT-ovima (Slika 10) i TM-ovima. Zbog malog broja pronadenih
TNT-ova s prosirenjima (jedan TNT na 100 stanica) prikazani su podatci samo za TM-ove. ProSirenja u
TM-ovima u stanicama U20S mogu biti razli¢itog oblika i nalaziti se na razli¢itim mjestima u strukturi.
Prosirenja mogu biti okrugla ili nepravilnog oblika (Slika 16) i mogu se nalaziti na mjestu grananja TM-a
(Slika 14).

Izmjereno je 146 TM-ova, od kojih su prosirenja pronadena u 21 % TM-ova. 16 % TM-ova imalo je jedno

prosirenje, a 5 % TM-ova imalo je dva ili tri prosirenja (Slika 17 A).

Usporedene su duljina i Sirina TM-ova s pro$irenjima i bez prosirenja (Slika 17). Duljina TM-ova s
prosirenjima, 23,157 + 3,236 pm, veéa je od duljine TM-ova bez prosirenja, 8,388 + 0,610 pm. Sirina TM-

ova s prosirenjima je 1,873 + 0,083 um i $iri su od TM-ova bez prosirenja, 1,420 = 0,033 pum.

Slika 16. Prikaz TM-a s proSirenjima. TM u fiksiranim stanicama U20S s tri proSirenja. Stani¢na membrana je
oznacena bojom WGA i mikrotubuli su oznaceni antitijelom Alexa Fluor 488 conjugated donkey anti-rabbit. Oznacena

veli€ina je 5 pm.
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Slika 17. Analiza prosirenja TM-ova. TM-ovi s pro§irenjima analizirani su u fiksiranim stanicama U20S. A. Udio
TM-ova ovisno o broju prosirenja koja imaju. B, C. Duljina i Sirina TM-ova koji imaju pro$irenja i koji nemaju. N
oznacava broj analiziranih TM-ova. Traka pogreske je s.e.m. Podatci su usporedeni Welchovim t-testom i dobivene su

p-vrijednosti: * p < 0,05.

4.2.3. Mikrotubuli u premos¢ujuéim strukturama

U ovom radu istrazeno je sadrze li premosc¢ujuce strukture u stanicama U20S mikrotubule. Pronadeni su
mikrotubuli u TNT-ovima (Slika 18) i u TM-ovima (Slika 19). Mikrotubuli se mogu pruzati cijelom
duljinom strukture ili samo jednim njenim dijelom. Ako se mikrotubuli samo djelomi¢no nalaze u strukturi,
mogu biti na pocetku strukture ili u proSirenju (Slika 10 A-C), a kod razgranatih struktura grane mogu biti
bez mikrotubula ili ih imati samo u dijelu grane (Slika 14). U mjerenjima je zabiljezeno imaju li strukture

mikrotubule ili ne, neovisno jesu li mikrotubuli u cijeloj strukturi ili samo u dijelu strukture.

Izmjereno je 67 TNT-ova, od kojih 22,4 % ima mikrotubule, a 77,6 % nema. Od 107 izmjerenih TM-ova
61,7 % ima mikrotubule, a 38,3 % TM-ova nema mikrotubule (Slika 20 A).

Usporedene su duljina i Sirina premos¢ujuéih struktura (Slika 20). Duljina TNT-ova s mikrotubulima, 5,
795 + 0,811 um ne razlikuje se od duljine TNT-ova bez mikrotubula, 5,257 + 0,275 um. Sirina TNT-ova s
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mikrotubulima 0,807 + 0,427 um takoder se ne razlikuje od Sirine TNT-ova bez mikrotubula, 0,770 + 0,022
um. Duljina i Sirina TM-ova sa i bez mikrotubula se razlikuju. TM-ovi s mikrotubulima prosje¢no su dugi

16,254 + 1,899 um, a TM-ovi bez mikrotubula 6,771 + 0,471 pm. Sirina TM-ova s mikrotubulima je 1,641
+ 0,056 um, a Sirina TM-ova bez mikrotubula 1,346 + 0,045 um.

2 um

Slika 18. Prikaz mikrotubula u TNT-u. TNT graden od mikrotubula snimljen u fiksiranim stanicama U20S. Stani¢na

membrana je oznacena bojom WGA i mikrotubuli su oznaceni antitijelom Alexa Fluor 488 conjugated donkey anti-
rabbit. Oznacena veli¢ina je 2 pm.
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Slika 19. Prikaz mikrotubula u TM-u. TM graden od mikrotubula snimljen u fiksiranim stanicama U20S. Stani¢na
membrana je oznacena bojom WGA i mikrotubuli su oznaceni antitijelom Alexa Fluor 488 conjugated donkey anti-

rabbit. Oznacena velicina je 2 um.
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Slika 20. Analiza mikrotubula u premos$¢uju¢im strukturama. Premoscujuce strukture su analizirane u fiksiranim

stanicama U20S. A. Udio premos$éujucih struktura koje imaju mikrotubule i koje nemaju mikrotubule. N oznadava

broj izmjerenih struktura u pojedinoj skupini. B, C. Duljina i §irina TNT-ova koji imaju mikrotubule i koji nemaju. D,

E. Duljina i Sirina TM-ova koji imaju mikrotubule i koji nemaju. Ntnt oznacava broj zabiljezenih TNT-0va, a Ntu

oznacava broj zabiljezenih TM-ova. Traka pogreske je s.e.m. Podatci su usporedeni Welchovim t-testom i dobivene

su p-vrijednosti: * p < 0,05 i n.s., nije znac¢ajno.
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4.3. Transport stani¢énih komponenti kroz premosc¢ujuce strukture

U premos¢ujuc¢im strukturama je zabiljezeno prisustvo odredenih proteina i membranskih struktura koje
upucuju na njihovu ulogu u medustani¢nom transportu. U ovom radu analizirana je lokalizacija proteina
sHSP27 te mitohondrija u premoscuju¢im strukturama stanica U20S. Takoder je primjeceno da u zivim
stanicama boja za membranu WGA osim stani¢éne membrane boji i druge stani¢ne membranske komponente
lokalizirane u premos¢ujuc¢im strukturama. S obzirom na to da boja WGA nije selektivna za te komponente

definirane su samo kao membranske strukture.

4.3.1. Lokalizacija proteina SHSP27

U TNT-ovima i TM-ovima zabiljeZena je lokalizacija proteina sHSP27 (Slika 21). Izmjeren je 31 TNT i 25
TM-ova. Protein sHSP27 pronaden je u 42 % TNT-ova i 88 % TM-ova (Slika 22 A). Usporedene su duljina
i Sirina TNT-ova ovisno imaju li protein sHSP27. S obzirom na to da od 25 TM-ova samo tri nisu imala

protein HSP27, njihove duljine i Sirine nisu usporedivane zbog premalog broja podataka.

Duljina TNT-a s lokalizacijom proteina SHSP27 je 8,897 + 2,121 um, a TNT-ovi bez proteina sHSP27
prosje¢no su dugi 5,218 + 0,455 pm. Izmedu ove dvije skupine nema znacajne razlike (Slika 22 B). Sirina
TNT-ova s prijenosom proteina sHSP27, 0,846 + 0,026 um veca je od $irine TNT-ova koji ne prenose
protein sHSP27, 0,719 + 0,032 um (Slika 22 C).

Slika 21. Prikaz lokalizacije proteina SHSP27 u TM-u. TM sa prijenosom proteina SHSP27 u fiksiranim stanicama
U20S izlozenima tretmanu hladnoce tri sata prije fiksacije. Stani¢éna membrana je oznacena bojom WGA i protein

sHSP27 je oznacen antitijelom Donkey anti-mouse Alexa Fluor 488. Oznaka veli¢ine je 5 pm.
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Slika 22. Analiza proteina SHSP27 u premos$c¢ujué¢im strukturama. Premos§cujuce strukture analizirane su u fiksiranim
stanicama U20S izlozenima tretmanu hladnoce tri sata prije fiksacije. Ntnt 0znacava broj zabiljeZenih TNT-0va, a
Ntm oznaava broj zabiljeZzenih TM-ova. A. Udio premoséujucih struktura u kojima je zabiljeZen prijenos proteina
SHSP27. B, C. Duljina i Sirina TNT-ova u kojima se prenosi protein SHSP27 i u kojima se ne prenosi. Traka pogreske

je s.e.m. Podatci su usporedeni Welchovim t-testom i dobivene su p-vrijednosti: * p < 0,05 i n.s., nije znacajno.

4.3.2. Lokalizacija mitohondrija i membranskih struktura

U uzorcima su snimljene premoscujuce strukture s mitohondrijima i membranskim strukturama.
Premoscujuce strukture mogu imati samo mitohondrije ili membranske strukture ili oboje (Slika 23). U
vecini struktura s mitohondrijima pronaden je jedan mitohondrij, a u nekim TM-ovima su pronadena dva
mitohondrija. U ve¢ini TNT-ova pronadena je samo jedna membranska struktura, dok su zabiljezeni TM-

ovi sa maksimalno &etiri membranske strukture.

Izmjereno je 30 TNT-ova i 40 TM-ova. 6,7 % TNT-ova i 5 % TM-ova ima mitohondrije. Membranske
strukture pronadene su u 40 % TNT-ova i 60 % TM-ova. 10 % TM-ova imalo je i mitohondrije i
membranske strukture. TNT-ovi sa mitohondrijima i membranskim strukturama nisu pronadeni (Slika

24.A). Sveukupno, u 46,7 % TNT-ova i 75 % TM-ova zabiljezena je lokalizacija stani¢énih komponentni
(Slika 24.B).
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Usporedbom duljine i Sirine TNT-ova i TM-ova s lokalizacijom stani¢nih komponenti i bez nisu uoéene
znacajne razlike (Slika 25). Prosjeéna duljina TNT-ova s lokalizacijom je 6,499 + 0,733 pum i bez
lokalizacije 7,837 + 0,831 um. TNT-ovi u kojima su lokalizirane stani¢ne komponente Siroki su 0,823 +
0,046 um, a TNT-ovi bez stani¢nih komponenti Siroki su 0,710 £ 0,047 um. TM-ovi u kojima je zabiljezena
lokalizacija mitohondrija i membranskih struktura prosje¢no su dugi 8,065 + 0,756 um, a TM-ovi u kojima
nije zabiljezena lokalizacija 8,329 + 1.039 pm. TM-ovi s lokalizacijom prosjecno su Siroki 1,469 + 0.073
um, a TM-ovi bez 1,467 = 0,114 um.

Slika 23. Prikaz mitohondrija i membranskih struktura u TM-ovima. Mitohondriji i membranske strukture analizirani
su u premos$cujuéim strukturama u zivim Stanicama U20S. Stani¢na membrana je oznaena bojom WGA, a
mitohondriji su oznadeni bojom MitoTracker™ Green FM. A. Strelica pokazuje membransku strukturu koja prolazi

kroz TM. B. Strelica pokazuje mitohondrij u TM-u. Oznacena veli¢ina je 2 um.
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Slika 24. Analiza mitohondrija i membranskih struktura u TNT-ovima i TM-ovima. Prisutnost mitohondrija i
membranskih struktura zabiljeZena je u premo$c¢ujuéim strukturama u Zivim stanicama U20S. A. Udio premo§cujucih
struktura s mitohondrijima, membranskim strukturama, mitohondrijima i membranskim strukturama i u kojima nije
zabiljeZena lokalizacija. B. Udio premo$¢ujuéih struktura s lokalizacijom mitohondrija i/ili membranskih struktura i

bez. Ntnt oznadava broj zabiljezenih TNT-0va, a Ntm oznacava broj zabiljezenih TM-ova.
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Slika 25. Duljina i S$irina premos$c¢ujuéih struktura ovisno o lokalizaciji mitohondrija i membranskih struktura.

Lokalizacija mitohondrija i membranskih struktura zabiljezena je u premos$c¢uju¢im strukturama u zivim Stanicama

U20S. A, B. Duljina i $irina TNT-ova u kojima je zabiljeZena lokalizacija i u kojima nije zabiljeZzena. C, D. Duljina i

sirina TM-ova u kojima je zabiljezena lokalizacija i u kojima nema lokalizacije. Ntnt 0znacava broj zabiljezenih TNT-

ova, a Ntm oznacava broj zabiljezenih TM-ova. Traka pogreske je s.e.m. Podatci su usporedeni Welchovim t-testom i

dobivene su p-vrijednosti: n.s., nije znacajno.

4.4, Razlike izmedu 2D i 3D stani¢nog okruZenja

Stanice U20S promatrane su u klasi¢nim 2D kulturama, mikropaterniranim 2D kulturama i 3D kulturama.

Usporeden je izgled stanica u mikropaterniranim kulturama i 3D kulturama sa stanicama u 2D kulturama.

U mikropaterniranim kulturama i 3D kulturama pronadeni su TNT-ovi i TM-ovi. Izmjeren je intenzitet

fluorescencije boje za detekciju stresa CellROX u 2D i 3D kulturama.
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4.4.1. Mikropaternirane kulture

Napravljene su mikropaternirane kulture stanica U20S. Stanice su rasle u ,,oto¢i¢ima‘“ na fibronektinu
okruzene PLL-PEG gelom, koji im ogranic¢ava kretanje pa su stanice okruglog oblika (Slika 26 A), za razliku

od stanica u 2D kulturama kojima prostor nije ograni¢en (Prilozi, Slika 37).

U mikropaterniranim kulturama stanica U20S tretiranima inhibitorom J2 primijecen je velik broj stanica u

apoptozi i apoptotskih tjeleSca. Pronaden je TM koji povezuje stanicu u apoptozi s apoptotskim tjeleScem
(Slika 26 B).

10 ym

Slika 26. Prikaz mikropaternirane kulture. A. Mikropaternirana kultura stanica U20S 24 sata nakon nasadivanja.
Povecanje okulara je 10x i poveéanje objektiva 10x, snimljeno na ukupnom poveéanju 100x. B. TM snimljen u Zivim
stanicama U20S koji povezuje stanicu u apoptozi s apoptotskim tjelescem (oznaceno strelicom). Stanice su tretirane

inhibitorom J2. Stani¢na membrana je ozna¢ena bojom WGA. Oznacena veli¢ina je 10 um.
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4.4.2. 3D kulture

Prema uspostavljenom protokolu, 3D kulture potrebno je inkubirati najmanje pet dana kako bi se dobila
kompaktna struktura koju se moze premjestiti iz posude s jazicama, bojati i fiksirati, a da struktura ostane
cjelovita. Snimani su fiksirani uzorci koji su stavljeni u posudu za mikroskopiranje i poklopljeni pokrovnim
stakalcem koje ih fiksira za podlogu kako bi se mogla dobiti fokusirana slika na mikroskopu. Na slici 27
prikazane su 3D kulture u ploci sa jazicama inkubirane 14 dana. Primije¢eno je da Sto su kulture duze
inkubirane to su gusce i cijela struktura je kompaktnija. Slika 28 prikazuje 3D kulturu snimljenu na rubnom
i sredi$njem dijelu. Vidljivi su mutni dijelovi koji predstavljaju slojeve stanica koji se nalaze iznad ili ispod
fokusa slike, a na samom rubu mogu se naci dijelovi kulture od jednog sloja stanica. Na slici 28 B oznaceni

su smedi dijelovi koji pokazuju nakupine nanocestica u stanicama.

Na slici 29 A i C vidljivo je da stanice u 3D kulturama nisu adherentne i okruglog su oblika, za razliku od
stanica u 2D kulturi (Prilozi, slika 37) te izmedu njih nisu vidljivi prostori. Na rubnim dijelovima 3D kulture
gdje su stanice u jednom sloju, pronadeni su TNT-ovi (Slika 29 B i D). U sredi$njim dijelovima 3D kultura
tesko je razlikovati premoscujuce strukture od stani¢éne membrane stanica koje se nalaze u sloju iznad ili

ispod.
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Slika 27. Prikaz 3D kulture. Plo¢a sa jazicama za uzgoj 3D kultura ispod koje se nalazi magnet. 3D kulture stanica
U20S 14 dana nakon nasadivanja. Strelica prikazuje 3D kulturu.

Slika 28. Fiksirane 3D kulture stanica U20S. A. Rubni dio 3D kulture. Strelica pokazuje nefokusirani dio uzorka koji
predstavlja sloj stanica koji se nalazi iznad. B. Sredi$nji dio 3D kulture. Strelica predstavlja smedu nakupinu

nanocestica koje se nalaze u stanicama. Povecanje okulara je 10% i povecanje objektiva 60, snimljeno na ukupnom

povecanju 600x.
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Slika 29. Prikaz TNT-ova u 3D kulturama. TNT-ovi na rubnim dijelovima fiksirane 3D kulture stanica U20S. Stani¢na

membrana je oznacena bojom WGA. Oznagena veli¢ina je 10 um (A, C)i2 um (B, D).
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4.4.3. Mjerenje razine stresa bojom za detekciju stresa CellROX

Stanice U20S u 2D i 3D kulturama tretirane su s inhibitorom J2 i tretmanom hladno¢om te obojane bojom
za detekciju stresa CellROX (Slika 30). Intenzitet fluorescencije boje CellROX usporeden je s kontrolnim

2D i 3D uzorcima. Uzorci mikropaterniranih kultura nisu se obojali te se stanice nije moglo snimiti.

U 2D kulturama izmjeren je intenzitet fluorescencije 399 stanica u kontrolnim uzorcima, 514 stanica u
uzorcima tretiranima inhibitorom J2 i 453 stanica u uzorcima tretiranima hladno¢om. Intenzitet
fluorescencije u stanicama tretiranim inhibitorom J2 iznosi 2,428 + 0,210 i veéi je od intenziteta
fluorescencije u kontrolnim uzorcima koji iznosi 1,193 + 0,043, dok se intenzitet fluorescencije stanica

tretiranih sa hladnocom, 1,168 + 0,034, ne razlikuje znac¢ajno od kontrolnog uzorka (Slika 31).

U 3D kulturama u kontrolnim uzorcima izmjereno je 1935 stanica, u uzorcima tretiranima inhibitorom J2
izmjereno je 1139 stanica i u uzorcima tretiranima sa hladno¢om izmjereno je 967 stanica. Intenzitet
fluorescencije boje CellROX znacajno se razlikuje medu svim skupinama u 3D kulturama. U kontrolnim
uzorcima dobiven je najvedi intenzitet fluorescencije, 6,441 + 0,155. U uzorcima tretiranima sa hladno¢om
intenzitet fluorescencije je 4,936 + 0,151. U uzorcima tretiranima s inhibitorom J2 dobiven je najmanji

intenzitet fluorescencije, 3,950 + 0,096.

Na slici 30 vidljivo je da rubni dijelovi 3D kultura imaju veéi intenzitet fluorescencije boje CellROX od
sredisnjih. Takoder, na samim rubovima 3D kultura vidljivi su dijelovi kulture koji imaju jaci intenzitet
fluorescencije, a ne nalikuju dijelovima stanica. Na nekim mjestima pojedine stanice, odnosno granice

izmedu dvije stanice se tesko razlikuju.

U kontrolnim uzorcima 3D kultura izmjeren je intenzitet fluorescencije 969 stanica na rubovima kultura

koji iznosi 9,412 £ 0,262 1 966 stanica u srediStu kultura ¢iji intenzitet fluorescencije iznosi 3,461 + 0,097 i

dobivene vrijednosti se znacajno razlikuju (Slika 32).

52



7 -

10 ym

10 pm

D

10 ym

Slika 30. Mjerenje razine stresa bojom CellROX. A, B. Rubni dio fiksirane 3D kulture stanica U20S izloZen tretmanu
hladnoc¢om tri sata prije fiksacije. Stanice su oznacene bojom za mjerenje razine stresa CellROX. Strelice pokazuju

jaCe obojane dijelove rubu kulture. C. Sredi$nji dio 3D kulture. Oznacena veli¢ina je 10 um. D. Fiksirana 2D kultura

stanica U20S oznac¢enih bojom za mjerenje razine stresa. Oznac¢ena veli¢ina je 15 um.
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Slika 31. Intenzitet fluorescencije boje CellROX u 2D i 3D kulturama. Srednja vrijednost intenziteta fluorescencije

boje CellROX izmjerena je u fiksiranim 2D i 3D kulturama stanica U20S. Kulture su tretirane inhibitorom J2 i

tretmanom hladnoc¢om tri sata prije fiksacije. N oznacava broj izmjerenih stanica u pojedinoj skupini. Traka pogreske

je s.e.m. Podatci su usporedeni Welchovim t-testom i dobivena je p-vrijednost: **** p < 0, * p < 0,05, n.s., nije

znacajno.
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Slika 32. Intenzitet fluorescencije boje CellROX na rubnim i sredi$njim dijelovima 3D kulture. Intenzitet

fluorescencije izmjeren je na fiksiranim 3D kulturama stanica U20S. N oznadéava broj izmjerenih stanica u pojedinoj

skupini. Podatci su usporedeni Welchovim t-testom i dobivena je p-vrijednost: * p < 0,05.
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5. Rasprava

5.1. TNT-ovi i TM-ovi u stanicama U20S

Cilj ovog rada bio je odrediti brojnost TNT-ova i TM-ova u stanicama U20S i opisati razlike u njihovoj
morfologiji. TNT-ovi i TM-ovi u stanicama U20S su heterogene strukture koje se morfoloski razlikuju.

Pokazano je da mogu biti razgranati, imati pro§irenja, a razlikuju se i ovisno o tome imaju li mikrotubule.

U svim pokusima, neovisno jesu li stanice bile podvrgnute nekom tretmanu, zabiljeZen je veci broj TNT-
ova nego TM-ova. Dobiveno je da 21 % TM-ova ima jedno ili vi$e pro$irenja u strukturi kao $to je pokazano
na slici 16. Dobivene su statisticki znacajne razlike u veli¢ini izmedu TM-ova s prosirenjima i TM-ova bez
prosirenja. Na razlike u $irini utjeCu sama prosirenja. S obzirom na to da su TM-ovi s proSirenjima dulji od
TM-ova bez, moguce je da duljina TM-ova utjee na nastanak prosirenja, u kojima se nakupljaju stani¢ne
komponente potrebne za odrzavanje strukture. U sljedecem koraku istrazivanja trebalo bi istraziti koje se
sve stani¢ne komponente nalaze u proSirenjima te usporediti ima li ih viSe nego u ostatku strukture. Nadalje,
moze se istraZiti jesu li proSirenja na fiksnom mjestu u strukturi ili se kre¢u. ProSirenja struktura trebalo bi
istraziti i u TNT-ovima, §to u sklopu ovog rada nije napravljeno, zato §to je pronaden premali broj TNT-

ova s proSirenjima.

Stanice U20S ¢esto tvore filopodije gradene od staniéne membrane koje se pruzaju prema drugim stanicama
(Prilozi, slika 34). Iz tih struktura mogli bi se formirati TNT-ovi po mehanizmu stvaranja TNT-ova iz
membranskih izbo€ina nalik filopodijima (Rustom i sur. 2004). Ovu pretpostavku trebalo bi potvrditi

snimanjem de novo formacije TNT-ova.

5.1.1. Uéinak tretmana hladnoéom

Pokazano je da tretman hladno¢om potiCe stvaranje veceg broj TNT-ova, kao §to je zabiljeZeno u stanicama
CAD (Abounit i sur. 2015). Takoder, vidljiv je veéi udio stanica koje imaju dva, tri ili visSe TNT-a. Stanice
tretirane hladno¢om imaju i veéi broj TM-ova (Slika 12). Tako je veéi udio stanica s jednim TM-om, ne
postoje znacCajne razlike u udjelu stanica sa dva i tri TM-a u usporedbi s kontrolnim uzorcima (Slika 11).
Tretman hladno¢om utjece na brojnost premosc¢ujucih struktura u uzorku, ali ne i na njihovu duljinu i $irinu,
koje se ne razlikuju zna¢ajno od kontrolnih uzoraka. ZabiljeZene su i znacajne razlike u morfologiji struktura
tretiranih hladno¢om. Dok u kontrolnim uzorcima nisu zabiljezeni razgranati TNT-0vi, U uzorcima
tretiranim TNT-ovima zabiljezeno je 4 % razgranatih TNT-ova. Broj razgranatih TM-ova porastao je za 12

% u uzorcima tretiranim hladno¢om, u usporedbi s kontrolnim uzorcima.
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5.1.2. U¢inak inhibitora J2 i lokalizacija proteina sHSP27

Pokazano je da inhibitor proteina sHSP27 J2 znatno utjeGe na brojnost TNT-ova i TM-ova. Broj
premosc¢ujucih struktura znacajno se smanjio u odnosu na kontrolne uzorke (Slika 12). Takoder, duljina
TNT-ova u uzorcima tretiranima inhibitorom J2 znacajno je manja u usporedbi s kontrolnim uzorcima (Slika
13). S obzirom na to da je u stanicama tretiranima inhibitorom J2 uofeno samo smanjenje broja
premoscujucih struktura, a ne i potpuna inhibicija nastanka premosc¢ujucih struktura, moze se zakljuciti da
protein sHSP27 nije klju¢an za formaciju premoscujucih struktura. Pinto i sur. (2020) pokazali su da
utiSavanje proteina sSHSP27 u stanicama PC12 nije sprije¢ilo formaciju TNT-ova, §to potvrduje ovaj
zakljucak. Koliko je poznato, utjecaj inhibitora J2 na medustani¢ne interakcije nije opisan pa treba preciznije

istraziti na¢in na koji inhibitor J2 utje¢e na Smanjenje broja premosc¢ujucih struktura.

U premoséuju¢im strukturama pokazana je lokalizacija proteina sHSP27. Kako je pokazano, protein
SHSP27 nema klju¢nu ulogu u formaciji premosc¢ujucih struktura, no lokalizacija u strukturama ukazuje na
transport kroz strukture. Moze se pretpostaviti da je jedna od uloga premoséujucih struktura u stanicama
U20S transport proteina sHSP27 u stanice koje imaju manju ekspresiju proteina sHSP27 ili su vise izlozene
stresnim podraZajima. Isto tako, ako je uloga premos§c¢ujucih struktura u stanicama U2OS transport proteina
sHSP27, moze se zakljuciti da se nakon tretmana inhibitorom J2 smanjio broj premos§¢ujucih struktura zbog

manje razine proteina SHSP27 u stanicama.

Duljina i Sirina TM-ova ovisno o prisutnosti proteina sHSP27 nije prikazana, zato $to su pronadena samo
tri TM-a u kojima nije zabiljezena prisutnost proteina sHSP27, §to je premali broj za odrediti prosje¢nu
veli¢inu tih struktura. Sirina TNT-ova u kojima je uocena lokalizacija proteina sHSP27 statisticki se
razlikuje od $irine TNT-0va bez, no s obzirom na to da je izmjereno 25 struktura, ovi rezultati trebaju se

potvrditi na ve¢em broju struktura.

5.1.3. Mikrotubuli u premosé¢ujuéim strukturama

Mikrotubuli su pronadeni u 22,4 % TNT-ova i 61,7 % TM-ova. Onfelt i sur (2006). opisali su da se u
stanicama makrofaga mikrotubuli nalaze samo u TNT-ovima debljim od 0,7 um. U stanicama U20S
pronadeni su mikrotubuli u TNT-ovima $irine manje od 0,7 um (Slika 20 C), ¢ime je pokazano da to pravilo
ne vrijedi za stanice U20S. Takoder, Onfelt i sur. nisu odredili koja je gornja granica §irine TNT-ova.
Ukoliko su strukture opisane kao ,,deblji TNT-ovi* Sire od 1 pum, tada se po definiciji premos¢ujucih

struktura klasificiraju u TM-ove.
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Duljina i Sirina TNT-0va ovisno o tome imaju li mikrotubule ne razlikuje se. Kod TM-ova je primije¢ena
znacajna razlika u duljini struktura koje imaju mikrotubule 1 koje nemaju. S obzirom na to da se duljina
TNT-ova ne razlikuje, moZze se pretpostaviti da mikrotubuli u TNT-ovima sluze za transport. Duljina TM-
ova se razlikuje pa se postavlja pitanje imaju li mikrotubuli kao dio citoskeleta ulogu u¢vr§éivanja TM-ova

ili je njihova uloga iskljuc¢ivo sudjelovanje u transportu.

5.1.4. Transport stani¢nih komponenti

U premoscujucim strukturama izmedu stanica U20S gledana je lokalizacija mitohondrija i membranskih
struktura. Membranske strukture su definirane kao dijelovi stani¢nih komponenti omedeni membranom,
koji su nespecificno oznaceni bojom za stani¢cnu membranu WGA. Takve komponente mogle bi biti
vezikule ili organeli kao §to su lizosomi. Specificnim oznacavanjem pojedinih stani¢nih komponenti moglo

bi se odrediti §to su to¢no opazene membranske strukture.

Membranske strukture zabiljezene su u 40 % TNT-ova i 70 % TM-ova, Sto ukazuje na transport
membranskih struktura. Mitohondriji su opazeni u malom udjelu premosc¢ujuéih struktura. ZabiljeZeni su u
6,7 % TNT-ova i 15 % TM-ova. Zastupljenost premoscujuéih struktura s mitohondrijima je relativno niska,
posebice u usporedbi sa zastupljenos¢u premoscujucih struktura s membranskim strukturama pa se moze

zakljuciti da prijenos mitohondrija nije uloga premos¢ujucih struktura u U20S stanicama.

U sljede¢em koraku istrazivanja trebalo bi istraziti koje se toéno komponente prenose u TNT-ovima i TM-

ovima u stanicama U20S.

5.2. Usporedba 2D i 3D stani¢nog okruZenja

Cilj ovog rada bio je usporediti utjecaj stani¢nog okruzenja u odgovoru stanica na stres. Usporedene su 2D
kulture, mikropaternirane kulture i 3D stani¢ne kulture. Promatran je oblik stanica, imaju li premos¢ujuce

strukture te je mjeren intenzitet fluorescencije boje CellROX za detekciju oksidativnog stresa.

Oblik stanica u mikropaterniranim i 3D kulturama je sli¢an i stanice su pretezno okruglog oblika, zato $to
im je prostor za rast i kretanje ogranicen. Razlika izmedu ovih kultura je Sto je u mikropaterniranim
kulturama prostor ograni¢en zbog PLL-PEG polimera na kojem stanice ne mogu rasti, a u 3D kulturama
susjedne stanice i komponente izvanstanicnog matriksa ograni¢avaju rast stanica. Prednost
mikropaterniranih kultura je $to je lakSe promatrati pojedinacne stanice, jer su okruZzene manjim brojem

susjednih stanica. Promatranje stanica koje rastu samostalno ili u malim skupinama moze biti i nedostatak,
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zato $to se dobiveni rezultati istrazivanja mogu znatno razlikovati od rezultata dobivenih u tkivu. Kod
promatranja 3D kultura stanice su zbijene, nema vidljivog prostora i slojevi stanica koji se nalaze iznad ili
ispod fokusa slike mogu biti djelomi¢no vidljivi §to moze ometati mikroskopiranje. Za razliku od
mikropaterniranih i 3D kultura, u 2D kulturama, koje su otprilike 70 % konfluentne stanicama prostor za
rast nije ogranicen. U takvim uvjetima stanice su razgranatog oblika, no ne luc¢e se sve komponente

izvanstani¢nog matriksa pa se dobiveni rezultati mogu razlikovati u odnosu na tkiva (Zhang 2004).

Premoscujuce strukture analizirane su u 2D kulturama, kao Sto je ve¢ opisano. U mikropaterniranim
kulturama pronaden je TM, a u 3D kulturama pronadeni su TNT-ovi. Ovi rezultati dokazuju da i u ovakvim
kulturama stanice U20S stvaraju premoscujuée strukture. U mikropaterniranim kulturama formaciju
premos$c¢ujuéih struktura otezava to $to su stanice udaljenije nego u 2D kulturama i PLL-PEG polimer odbija
stanice. U 3D kulturama tesko je razlikovati premoscujuce strukture od stani¢ne membrane susjednih
stanica. Za promatranje TNT-ova i TM-ova u mikropaterniranim i 3D kulturama potrebna je daljnja
optimizacija metoda istrazivanja. U mikropaterniranim kulturama moglo bi se povecati vrijeme inkubacije
stanica ili koristiti drugu metodu izrade kultura. U 3D kulturama, mogli bi se promatrati samo presjeci

uzorka. Takoder, trebalo bi razraditi protokol za snimanje zivih 3D kultura.

5.2.1. Intenzitet fluorescencije boje CellROX

U uzorcima 2D i 3D kultura tretiranih hladno¢om intenzitet fluorescencije boje CellROX nije se povecao u
odnosu na kontrolne uzorke, kao §to je i o¢ekivano, s obzirom na to da tretman hladno¢om ne uzrokuje
oksidativni stres. U 2D kulturama intenzitet fluorescencije statisticki se ne razlikuje od kontrolnih uzoraka,
dok je u 3D kulturama manji u usporedbi s intenzitetom u kontrolnim uzorcima. Oc¢ekivano je da ¢e u
uzorcima 3D kultura tretiranima hladno¢om intenzitet fluorescenije boje CellROX biti jednak kao u

kontrolnim uzorcima. Moguce je da je dobiven manji intenzitet fluorescencije zbog difuzije boje.

U 2D kulturama pokazano je da inhibitor proteina sHSP27 J2 povecava intenzitet fluorescencije boje
CellROX u stanicama u odnosu na kontrolne uzorke, $to ukazuje na povecanje oksidativnog stresa u
stanicama (Slika 31), a poti¢e i povecanu apoptozu u mikropaterniranim kulturama (Slika 26 B). U 3D
kulturama pokazano je da inhibitor J2 smanjuje intenzitet fluorescencije boje CellROX, sto ukazuje na
smanjenje oksidativnog stresa u stanicama. Antioksidativni u¢inak inhibitora J2 pokazan je i u tkivima plu¢a
miSeva, gdje je inhibitor J2 smanjio produkciju ROS-ova nakon tretmana zracenjem (Kim i sur. 2018).
Postavlja se pitanje zasto su dobiveni razli€iti rezultati za 2D kulture i 3D kulture. Kao $to je ve¢ spomenuto,
utjecaj inhibitora J2 na medustani¢ne interakcije nije istrazen, koliko je poznato pa bi trebalo istraziti imaju

li izvanstani¢ni matriks i arhitektura stani¢ne kulture ulogu u reakciji stanica na inhibitor J2. Takoder, ne
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smije se zanemariti da se komercijalno dostupna otopina inhibitora J2 pripravlja s otapalom dimetil
sulfoksid, za kojeg je pokazano da ima toksi¢an ucinak na zive stanice (Galvao i sur. 2014), §to znaci da

postoji moguénost da je na povecanje oksidativnog stresa u 2D kulturama utjecao i dimetil sulfoksid.

U 3D kulturama stanice na rubnim dijelovima imaju ve¢i intenzitet fluorescencije boje CellROX. 3D kulture
su kompaktne strukture sastavljene od viSe slojeva stanica, medu kojima se nalaze i komponente
izvanstanicnog matriksa. Takva struktura moze utjecati na otezanu difuziju boje prema unutra$njosti
strukture pa je u stanicama na rubnim dijelovima kulture veca koncentracija boje unutar stanica. Souza i
sur. (2010) pokazali su da jedino u vec¢im strukturama u sredini kulture dolazi do nekroze pa se moze

pretpostaviti da stanice na rubu 3D kulture imaju veci intenzitet fluorescencije boje CellROX zbog difuzije.

U uzorcima mikropaterniranih kultura nije se uspjelo izmjeriti intenzitet fluorescencije boje CellROX.
Tijekom snimanja signal boje nije bio vidljiv pod mikroskopom. Jedan od mogucih razloga je to §to su
stanice u mikropaterniranim kulturama manje gustoc¢e u usporedbi sa 2D i 3D kulturama pa je koli¢ina

signala bila preslaba. Isto tako, moguce je da boja nije usla u stanice.
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6. Zakljuéak

U ovom radu opisani su TNT-ovi i TM-ovi u stanicama U20S. Brojnost premosc¢ujuéih struktura u uzorku
mijenja se ovisno o vrsti stresnog podrazaja kojem su stanice izloZzene. MozZe se zakljuciti da u 2D kulturama
inhibitor proteina SHSP27 J2 smanjuje broj TNT-ova i TM-0va, a tretman hladno¢om povecava. TNT-ovi i
TM-ovi su heterogene strukture, koje se u stanicama U20S razlikuju morfoloski i ovisno imaju li
mikrotubule. U premo$éujucim strukturama u stanicama U20S prenose se membranske strukture, koje treba
dodatno definirati i protein SHSP27. S obzirom na to da je pronadeno malo premosc¢ujuéih struktura s
mitohondrijima, moze se zaklju¢iti da TNT-ovi i TM-ovi u stanicama U20S ne sluze za transport

mitohondrija.

Metoda magnetske levitacije pokazala se kao jednostavna metoda za izradu kompleksnijih stani¢nih kultura.
S obzirom na to da se u 3D strukturama luce komponente izvanstani¢nog matriksa, ova metoda izrade
stanicnih kultura moze se koristiti kako bi se dobili preliminarni rezultati utje¢u li komponente
izvanstani¢nog matriksa i 3D struktura na rezultate nekog istrazivanja. Pokazalo se da su stanice u 2D i 3D
kulturama razli¢itog oblika i pokazuju drugaciju razinu oksidativnog stresa nakon tretmana inhibitorom

proteina SHSP27 J2.

Metoda detekcije oksidativnog stresa pomocu boje CellROX moze se koristiti kao brza i jednostavna metoda

za provjeru jesu li stanice pod oksidativnim stresom ili za potvrdu uz neku drugu metodu.
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9. Prilozi

Slika 33. Prikaz TNT-a s puknu¢em. TNT slomljen na sredini u fiksiranim stanicama U20S. Stani¢na membrana je
ozna¢ena bojom WGA i mikrotubuli su oznaceni antitijelom Alexa Fluor 488 conjugated donkey anti-rabbit.

Oznacena velicina je 2 pm.

Slika 34. Prikaz filopodija u fiksiranim stanicama U20S. A. Strelica prikazuje filopodij graden od stani¢éne membrane
spojen sa susjednom stanicom. B. Strelice prikazuju F-aktin koji se nalazi na pocetku filopodija. Stani¢na membrana

je oznacena bojom WGA i F-aktin je oznacen bojom SiR-actin. Oznaka veli¢ine je 5 pm.
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Slika 35. Prikaz stanice povezane s vise TNT-ova. Stanice U20S povezane s pet TNT-ova. Stanice su tretirane
hladnoc¢om tri sata prije fiksacije. Staniéna membrana je ozna¢ena bojom WGA i F-aktin je oznacen bojom SiR-actin.

Oznaka veli¢ine je 2 pm.

Tablica 3. Duljina i §irina premos¢ujuéih struktura. Duljina i §irina TNT-ova i TM-ova u pojedinoj skupini. Vrijednosti

prikazane kao srednja vrijednost i standardna pogreska (mean + s.e.m.).

TNT ™
Tretman . g
Duljina / pm Sirina / pm Duljina / pm Sirina / pm
Kontrola 6,059 + 0,404 0,768 £ 0,017 14,203 + 1,599 1,394 £ 0,052
Inhibitor J2 4,559+ 0,162 0,778 £ 0,018 14,333 £3.213 1,363 £ 0,106
Tretman
5,488 £ 0,211 0,735+ 0,012 16,659 +2,100 1,291 £ 0,031
hladnoéom
Inhibitor J2 +
tretman 5,342 + 0,222 0,754 £ 0,016 12,124 £2,055 1,242 + 0,033

hladno¢om




Slika 36. Prikaz stanice s razgranatim premos¢uju¢im strukturama. TNT povezuje stanicu sa razgranatim TM-om.
Snimljeno u fiksiranim stanicama U20S. Strelica pokazuje mjesto gdje se TNT spaja s razgranatim TM-om. Stani¢na

membrana je oznacena bojom WGA. Oznaka veli¢ine je 5 pm.



Slika 37. Prikaz stanica U20S u 2D kulturi. Stanice U20S u 2D kulturi su adherentne i ispruZene na podlozi. Kultura
je 70 % konfluentna i izmedu stanica ima prostora. A. Strelica prikazuje razgranati TM. B. Strelica prikazuje TM sa

prosirenjem. Stani¢na membrana je oznac¢ena bojom WGA. Oznaka veli¢ine je 15 pm.
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