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STANI^NA KULTURA HUMANIH MIOBLASTA – 
MODEL ZA ISTRA@IVANJE METABOLI^KIH MIOPATIJA

MARIJA ZEKU[I]1, @ELJKA MAJI]3, MARIO ]UK2,3, KLARA DUBRAV^I]1, KARMEN BILI]1, 
ANA [KARI^I]1, KSENIJA FUMI]1, IVO BARI]2,3

Nedostatak S-adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH; EC 1.1.3.3.) dokazan je dosad u devetero bolesnika. Iako je klini~ka slika 
varijabilna, svi bolesnici koji boluju od ove multisistemske bolesti od ro|enja imaju miopatiju. Budu}i da je nejasno za{to je ba{ 
mi{i}no tkivo najvi{e pogo|eno kod bolesnika s nedostatkom SAHH-a, od iznimne je va`nosti uspostava kulture mioblasta kao mo-
dela za daljnje prou~avanje patogeneze ove bolesti na razini metabolita, proteina i gena. Uz pomo} enzimske digestije mioblasti su 
izdvojeni iz bioptata skeletnog mi{i}a te su uzgajani u sterilnim uvjetima u mediju s faktorima rasta. Po{to su postigli konfluenciju 
od 70-80%, mioblasti su tripsinizacijom podijeljeni u subkulture te je uspostavljena kultura humanih mioblasta. Uporabom ma-
gnetskoga stani~nog separatora mioblasti su odvojeni od fibroblasta i pohranjeni u teku}i du{ik. ^isto}a pro~i{}enih mioblasta 
potvr|ena je metodom proto~ne citometrije s povr{inskim biljezima CD 56+ i CD 45-. Pro~i{}eni mioblasti diferencirani su u mio-
tube (nezrela mi{i}na vlakna). Prikazan je optimizirani postupak uzgoja i pohrane pro~i{}enih humanih mioblasta in vitro.

Deskriptori: MIOBLASTI; TEHNIKE STANI^NE KULTURE – metode; MIOPATIJE, STRUKTURNE, KONGENITALNE
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UVOD

Skeletni mi{i} sastoji se od mi{i}nih 
stanica (mioblasta). Aktivacija mioblasta 
nakon ozljede mi{i}a ili mi{i}nih bolesti 
va`an je korak u procesu regeneracije 
mi{i}a. Tijekom regeneracije mi{i}a mio-
blasti ulaze u proliferacijski proces, na 
kraju kojeg se ve}ina mioblasta diferenci-
ra u miocite, koji se spoje u multinuklear-
ni sincicij {to sazrijeva u mi{i}na vlakna 
(1-3). Funkcionalna svojstva skeletnih 
mi{i}a ovise o me|usobnom odnosu mi-
{i}nih vlakana, motornih neurona, krvnih 
`ila i vezivnog tkiva.

Stani~ne kulture mioblasta daju mo-
gu}nosti in vitro prou~avanja brojnih 
svojstava mi{i}nih stanica, {to je izrazito 
va`no za razja{njavanje brojnih priro|e-
nih i ste~enih bolesti mi{i}a, za razumi-
jevanje fiziolo{kih zbivanja u mi{i}u i 
preduvjet za prou~avanje brojnih lijekova 
koji mogu imati razli~ita `eljena i ne-
`eljena djelovanja na mi{i}e. Zato metoda 
koju ovdje opisujemo otvara i u Hrvatskoj 
mogu}nost ovakvih istra`ivanja.

MATERIJALI I METODE

Uzorci mi{i}a

Mioblasti su izolirani enzimskom di-
gestijom iz bioptata skeletnog mi{i}a bo-
lesnika s nasljednom metaboli~kom mio-
patijom (nedostatak S-adenozilhomoci-
stein hidrolaze, SAHH; EC 1.1.3.3.) (4-7) 
i iz kontrolnog uzorka mi{i}a. Uzorci ske-
letnog mi{i}a prikupljeni su u skladu s 
hrvatskim i europskim zakonima.

Prijenos primarnog bioptata 
do laboratorija

Uzorak mi{i}a se odmah nakon biop-
sije u uvjetima kirur{ke asepse prenio u 

prethodno pripremljene sterilne epruvete 
s proliferacijskim medijem. Temeljni me-
dij je bio gotova komercijalna smjesa 
SGM („Promocell”) u koji se, neposredno 
prije kultivacije, dodalo jo{ 5% faktora 
rasta. Taj dodatak su ~inili epidermalni 
faktor rasta, faktor rasta fibroblasta te in-
zulin. Na to se jo{ dodalo 10% gove|eg 
seruma, 1,5% glutamina i antibiotici. 
Bioptat se zatim stavio u epruvetu s me-
dijem, vode}i ra~una o sterilnosti, i `urno 
dostavio u laboratorij za stani~nu kulturu, 
jer brzina i potencijal dijeljenja stanica s 
vremenom opadaju.

Primarna kultura mioblasta

Svi su se postupci stani~ne kultivacije 
izvodili u sterilnim uvjetima s laminar-
nim protokom zraka. Uzorak skeletnog 
mi{i}a usitnio se enzimskom digestijom u 
mediju koji sadr`i tripsin. Usitnjeni ko-
madi}i prebacili su se u za to posebno di-
zajniranu staklenu tikvicu s magneti}em. 
Mioblasti su se izolirali iz bioptata uz la-
ganu vrtnju na magnetskoj mje{alici na 
+37˚C, 15 minuta. Enzimska digestija 
prekida se dodatkom medija za ispiranje 
stanica. Postupak se ponavljao tri puta. 
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Ovako dobivene stanice mioblasta, uz 
manji dio fibroblasta, zasijale su se u kul-
tivacijske bo~ice ili Petrijeve zdjelice u 
proliferacijskom mediju i pohranjene su u 
inkubator na +37˚C s 5% CO

2
. Prolife-

racijski medij mijenjao se svaka tri dana. 
Nekoliko dana nakon zasijavanja primar-
ne kulture mioblasta (tzv. nulte pasa`e; 
p=0) na dnu kultivacijske posude vidjele 
su se pojedina~no izolirane ovalne stanice 
mi{i}a (mioblasti). Za 7 do 10 dana ove 
stanice su se podijelile te su pokrivale 
60-70% dna kultivacijske posude, stoga 
su bile spremne za presa|ivanje u sekun-
darne kulture (tzv. subkulture 1, 2, 3, 4 
itd.). Tijekom kultivacije izgled i rast mio-
blasta pratio se pod invertnim mikrosko-
pom s faznim kontrastom, kako bi se mio-
blasti pravodobno tripsinizirali i podijelili 
u nove kultivacijske bo~ice (subkulture).

Subkulture mioblasta

Skeletni mioblasti zasijani su u sub-
kulture ravnomjerno u gusto}i oko 1x106 
po kulturi, 3-5x104 po cm2. Stanice su 
inkubirane u sterilnim uvjetima na +37°C 
u vla`noj atmosferi s 5% CO

2
 u mediju 

SGM. Medij se mijenjao svaka tri dana. 
Po{to su stanice postigle konfluenciju oko 
70-80%, mati~ne stanice mi{i}a su tripsi-
nizirane s 0,25% tripsin/1mM EDTA i 
ovim je zapo~eo postupak odvajanja mio-
blasta od prisutnih fibroblasta.

Izdvajanje mioblasta od fibroblasta

U ovom stadiju izolacije mioblasta bit-
no je izdvojiti {to vi{e mioblasta od zao-
stalih fibroblasta. Radi toga je potrebno 
najprije iskoristili razli~ite adherentne ka-
rakteristike ovih stanica u primarnoj kul-

turi, pri ~emu fibroblasti prije adheriraju u 
odnosu na mioblaste. Tripsinizirane stani-
ce inkubirane su 20 minuta na +37˚C i 5% 
CO

2
. Nadtalog je odmah nakon toga pre-

ba~en u drugu kultivacijsku bo~icu. Zbog 
razli~ite brzine adheriranja, ve}ina fibro-
blasta spustila se na dno kultivacijske 
bo~ice, dok je u nadtalogu zaostala ve-
}ina mioblasta. Na taj se na~in subkultu-
ra mo`e zna~ajno obogatiti mioblastima 
(11).

Ovako „grubo“ pro~i{}eni mioblasti 
pogodni su za pro~i{}avanje upotrebom 
magnetskog separatora. Mioblasti se naj-
prije obilje`avaju specifi~nim monoklon-
skim protutijelom (NCAM/CD56, Invi-
trogen) i IgG-mikrokuglicama. Zatim su 
se na magnetskom MiniMACS-separato-
ru (engl. Magnetic-Activated Cell Sor-
ting) (Miltenyl Biotec, GmbH) razdvojili 
od fibroblasta (8-10).

Diferencijacija mioblasta u nezrela 
mi{i~na vlakna

Pro~i{}eni mioblasti mogu se odgo-
varaju}e zamrznuti i dugotrajno ~uvati u 
teku}em du{iku. Tek ovako pro~i{}eni 
mioblasti rabljeni su za daljnje kultivi-
ranje. Diferencijacija mioblasta provodila 
se kad su mioblasti postigli konfluenciju 
oko 50-60%. Proliferacijski medij zatim 
je zamijenjen diferencijacijskim medijem 
koji je sadr`avao 2% konjskog seruma. 
Nakon 4-6 dana u kulturi s diferencija-
cijskim medijem mogu se vidjeti stanice 
koje sadr`e vi{e jezgri, stvaraju}i tako 
nezrela mi{i~na vlakna (slike 1 i 4). Dife-
rencijacija mioblasta u nezrela mi{i~na 
vlakna promatrana je mikroskopom s faz-
nim kontrastom. Miogenski fuzijski in-
deks (engl. Myogenic Fusion Index, MFI) 

mo`e se odrediti kao broj jezgri u multi-
nuklearnim nezrelim mi{i~nim vlaknima 
u odnosu na ukupan broj jezgi u vidnom 
polju (12).

REZULTATI

Opisanim postupcima uspostavljena je 
kultura mati~nih stanica mioblasta i fibro-
blasta iz vrlo malog komadi}a bioptata 
mi{i}a od oko 5 mm3. Pod mikroskopom 
nije mogu}e u kulturi razlikovati ova dva 
tipa stanica (slika 2). Nisu uo~ene razlike 
u uspostavi kulture mioblasta izme|u bo-
lesnika s nasljednom metaboli~kom mio-
patijom i kontrolnog uzorka, ako je po-
~etno zasijan isti broj stanica.

Uporabom magnetskog stani~nog se-
paratora mioblasti su odvojeni od fibro-
blasta i pohranjeni u teku}i du{ik. Za le-
|eno je oko 1,5 x106 mioblasta po ampuli. 
Vijabilnost mioblasta nakon zale|ivanja 
iznosila je oko 80%.

^isto}a pro~i{}enih mioblasta potvr-
|ena je metodom proto~ne citometrije s 
biljezima CD 56+ i CD 45-, pritom je 
potvr|eno da 81,4% stanica nosi biljeg 
CD56+, odnosno da su mioblasti (slika 3).

Ovako pro~i{}eni mioblasti diferen-
cirani su u nezrela mi{i~na vlakna (slike 1 
i 4).

RASPRAVA

Svako mi{i}no vlakno okru`uje tanki 
sloj vezivnog tkiva. Odatle prisutnost fi-
broblasta, stanica vezivnog tkiva u kulturi 
s mioblastima. Fibroblasti imaju prolife-
racijske sposobnosti mnogo ve}e u odno-
su na sve druge stanice i ~esto prerastu 
sve stanice u kulturi, ~ak i kad je inicijal-
no broj fibroblasta u kulturi vrlo mali 

Slika 1. Prikaz nezrelih mi{i~nih vlakana u kulturi 
(uve}anje 400x)

Slika 2. Mati~ne stanice mioblasta i fibroblasta izdvojene iz bioptata skeletnog 
mi{i}a (uve}anje 400x)
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(11). U stani~noj kulturi nije mogu}e pod 
svjetlosnim mikroskopom razlikovati 
mioblaste od fibroblasta. Za njihovo 
razdvajanje potrebno je stanice obilje`iti 
odgovaraju}im protutijelima (13). Meto-
da razdvajanja koju smo mi primijenili u 
ovom radu pokazala je vrlo dobar stupanj 
pro~i{}enosti mioblasta (8, 11). Razvoj 
tehnika koje omogu}uju pra}enje poje-
dinih stani~nih linija in vitro otvara 
mogu}nosti za istra`iva~ki rad i stvaranje 
banke mioblasta razli~itih miopatija. 
Takav potencijal ima i ova metoda uzgoja 
mioblasta u kulturi, a mo`e se primjenji-
vati kao budu}a stani~na terapija kardio-
miopatija (14, 15).

Nedostatak SAHH-a, koji smo prvi put 
opisali prije devet godina, dokazan je do-
sad u devetero bolesnika (4-7). Iako je 
klini~ka slika varijabilna, svi bolesnici 
koji boluju od ove vi{eorganske bolesti od 
ro|enja imaju miopatiju i zna~ajno po-
vi{enu serumsku aktivnost enzima kreatin 
kinaze. Lije~enje ima povoljan u~inak na 
neke klini~ke i biokemijske parametre, ali 
u mi{i}ima izostaje pozitivan u~inak ili je 
on mnogo manji. Budu}i da je nejasno 
za{to je ba{ mi{i}no tkivo pogo|eno kod 
bolesnika s nedostatkom SAHH-a, uspo-
stava kulture mioblasta od iznimne je 
va`nosti za daljnje prou~avanje patogene-
ze ove bolesti na razini gena, proteina i 
metabolita.

ZAKLJU^AK

Mogu}nost uspostave i pohrane sta-
ni~nih kultura mioblasta bolesnika s ne-
dostatkom SAHH-a preduvjet je za dalj-
nje prou~avanje ove kongenitalne miopa-
tije. To je ujedno i put koji otvara 

mogu}nosti za otkrivanje uzroka propa-
danja mi{i}a i u drugim bolestima mi{i}a 
i stanjima sa smanjenim metilacijskim in-
deksom.

Stani~na kultura humanih mioblasta 
otvara nove mogu}nosti u podru~ju 
rijetkih bolesti, prvenstveno miopatija i 
mitohondrijskih bolesti (16, 17). Ovaj 
biolo{ki materijal omogu}uje studije sta-
ni~nih i molekularnih mehanizama koji 
mogu pridonijeti razumijevanju patofizio-
logije, otkrivanju novih biomarkera i ubr-
zanju razvoja novih terapijskih pristupa.
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S u m m a r y

HUMAN MYOBLAST CELL CULTURE - A MODEL FOR THE STUDY OF METABOLIC MYOPATHIES

M. Zeku{i}, @. Maji}, M. ]uk, K. Dubrav~i}, K. Bili}, A. [kari~i}, K. Fumi}, I. Bari}

Insufficiency of S-adenosyl-homocysteine hydrolase (SAHH; EC 1.1.3.3.) has been confirmed in nine patients so far. Although 
clinical symptoms are variable, myopathy is present from the birth in all patients who are affected by this multisystem disease. It is 
unclear why muscle tissue is affected in patients with SAHH insufficiency; therefore establishment of myoblast cell culture as a 
model has great value and presents the first step towards understanding the pathogenesis of the disease at the metabolite, protein 
and gene levels. Myoblasts were isolated from biopsy of skeletal muscle by enzymatic digestion. Myoblasts were cultivated in sterile 
conditions in a medium with growth factors. After achieving confluence of 70%-80%, myoblasts were divided by trypsinization into 
subcultures. A culture of myoblasts was established and purified by using an immune-magnetic sorting system and then stored in 
liquid nitrogen. Purity of myoblasts was confirmed by flow cytometry method using CD56+ and CD45- surface markers. Pure myo-
blasts were differentiated into myotubes (immature muscle fibers). In this report, optimized procedure of isolation, cultivation, dif-
ferentiation and storage of myoblasts in vitro is presented.
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