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Tutkimuksen tarkoitus: Tavoite tutkimuksessa on kehittdd menetelmd, jolla soluja voidaan
kasvattaa kolmiulotteisesti ja kuvantaa niitd hyddyntdamalld osteoblastien erilaistumisvaiheiden
markkereita sekda solujen viabiliteetin madritystd Live-Dead-vérjayskitilla. Oikean menetelman
avulla voidaan mallintaa paremmin solujen luonnollista fysiologista ympéristdd, mika antaa
luotettavampia tuloksia, kun verrataan petrimaljalla saatuihin tuloksiin. Tutkimuksessa pyritaan
I6ytdmaan hyvat varjaysprotokollat osteoblastien kuvantamiseen.

Materiaalit ja  menetelmat:  Kokeissa  kéytettiin  ihmisestd  eristettyd  MG-63-
osteosarkoomasolulinjan  soluja. Kokeet toteutettiin  kolmiulotteisessa kasvatuksessa 96-
kuoppalevyilla. Kyseiset levyt valittiin, koska ne on suunniteltu toimimaan erityisen hyvin valitun
konfokaalimikroskoopin (PerkinElmer Opera Phenix HCS system) kanssa.

Solut kasvatettiin ja erilaistettiin UPM-Kymmene Oyj:n valmistamassa GrowDex®- T-hydrogeelissé,
mikd muodostaa kasvatusalusta kanssa soluille synteettisen ekstrasellulaarimatriksin eli
soluvéliaineen. Laimentamaton GrowDex®-T oli vahvuudeltaan 1,0 %. GrowDex®-T laimennettiin
kasvatusmediaan loppukonsentraatioon 0,2 %. Kyseiseen loppukonsentraatioon péaadyttiin
pilottikokeilla saaduilla tuloksilla. Kokeet tehtiin kahdella eri solukonsentraatiolla; 200 solua/ul ja
500 solua/ml.

Solujen viabiliteettia mitattiin live-dead varjayksella (Sigma-Aldrich Live/dead cell double staining
kit), jossa liuos A (Calcein AM liuos) varjaa elavét solut ja liuos B (propidium iodide liuos) vérjaa
kuolleet solut. Liséksi solujen tumat varjattiin NucBlue-tumavarilla (NucBlue Live ReadyProbes Reagent)
sekd solukalvot (CellMask Orange Plasma membrane Stain). Kuvaamisessa kaytetiin laboratorion
valomikroskooppia,  fluoresenssimikroskooppia sekd FIMM:n  konfokaalimikroskooppia
(PerkinElImer Opera Phenix HCS system).

Tulokset: Kolmen péivan jalkeen havaittiin korkea solujen viabiliteetti kasvustossa. MG-63 solut
myos pyrkivat muodostamaan 3D-spheroidirakenteita. Tuloksista nahtiin, ettd solukasvatuksen
kaikista soluista noin 9% (200 solua/ul) ja 13% (500 solua/ul) kuului spheroidirakenteisiin ja loput
pohjakasvustona. Spheroidirakenteiksi laskettiin solut yli 24um korkeudella kaivon pohjasta.

Konfokaalimikroskoopin kuvantamisen tulokset analysoitiin kdyttden PerkinElmer Opera Phenixin
Harmony ”high-content” kuva-analyysiohjelmaa. Solujen segmentoinnilla saatiin osoitettua MG-63
solujen muodostamien spheroidien kolmiulotteinen rakenne seké rakenteiden koko.

Johtopaatokset: GrowDex®-T soveltuu hyvin sen fysikaalisten sekéd kemiallisten ominaisuuksien
vuoksi  3D-solukasvatuksiin  sekd sen  valoa taittavien = ominaisuuksien  vuoksi
konfokaalimikroskooppi-kuvantamiseen. Se tarjoaa myos varteenotettavan vaihtoehdon perinteisille
3D-solukasvatukseen kéaytettaville kasvatusalustoille. Solukasvatuksen solukonsentraatio kokeen
aloituksessa ei merkittavasti vaikuttanut tuloksiin. Muodostuneet spheroidit vaihtelivat koon ja
muodon osalta.



Oma osuus tutkimuksesta

Aloitin 2018 kevaalla laboratoriotydskentelyyn perehtymisen opintojen ohella noin 1-2 kertaa viikossa.
Kesalla 2018 aloitimme projektin suunnittelun pilottiprojekteilla. Kesan 2018 tein taysipaivaisesti
tutkimusta 3 kuukauden ajan. Harjoittelin eri solulinjojen kasvatusta seka varjaystekniikoita yhdistettyna
kuvantamiseen. Perehdyin kesdn aikana MG-63 osteosarkooma-solulinjan erilaistumiseen kayttaen mm.
Alizarin red seka BM-purple variaineita. Kasvatukset tehtiin 2D-solukasvatuksella. Padadyimme kayttamaan
projektissa UPM Biomedicalsin lanseeraamaa tuotetta GrowDex-t solujen 3D-kasvatuksen synteettisena
matriksina. 2018 loppukesdna ja syksylla aloitettiin 3D-kasvatusten pilottikokeet. GrowDex-t synteettisen
nanoselluloosapohjaisen ekstrasellulaarimatriksin kdytén hallinta solukasvatuksen yhteydessa edellytti
menetelman kehittdmista ja harjoittelua. Laadimme myds suunnitelman vuoden 2019 julkaisulle. Vuoden

2018 aikana perehdyin lisaksi laajasti alan kirjallisuuteen.

Kesalla 2019 tein taysipaivaisesti 3D-solukasvatuksia. Tein useita kokeita rinnakkain, jotta saatiin
optimoitua kaytetty aika. Teimme viabiliteettikokeen eli maaritimme kasvatuksessa olevien elavien ja
kuolleiden solujen suhteen. Tutkimukseen kuului solujen kasvatus, kokeen aloitus, naytteiden
kuvantaminen, analyysi seka tulosten tulkinta. Kokeen aloituksessa valmistettiin huolellisesti GrowDex-T,
solut ja eri kasvatusalustat seka siirretdan varovaisesti konfokaalimikroskoopilla kuvaukseen tarkoitettuihin
96-kuoppalevyihin. Soluja inkuboitiin 72 tuntia, jonka jalkeen tehdaan kuvauspaivana varjaykset.
Kuvantamisessa maaritetaan halutut kuvausparametrit, kuten kuvausalueen korkeus, kuvien korkeustiheys
ja aallonpituusalueet. Kuvantaminen toteutettiin FIMM-HCA Biocenter Opera Phenix
konfokaalimikroskoopilla. Kuvauslaitteen kayton hallintaan kaytettiin useinta kymmenia tunteja. Apua
saimme kuvantamisyksikdn Antti Hassiselta. Tulosten analyysiin ja kirjoittamiseen kaytin noin 1,5
kuukauden taysipaivaisen tyon. Analyysiin kaytettiin PerkinElmer Opera Phenixin Harmony ”high-content”
kuva-analyysiohjelmaa. Datan analyysiin kuului mm. solusegmentointi, tilastollinen analyysi seka

kuvankasittely.

Julkaisun ohjaajina toimivat Rakibul Hasan, dosentti Tuija Mustonen ja professori David Rice.
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INTRODUCTION Osteosarcoma cell line MG-63 is widely used in studying osteoblast differentiation (1) as
well as in cancer research (2). Growing osteosarcoma cells in 3D using synthetic non-toxic
extracellular matrix and determining the viability with staining and high content confocal
imaging provides information about cell viability while bridging the gap between in vitro and
in vivo conditions. In this study the osteosarcoma cell line MG-63 was used to find a working
method for spheroid formation in GrowDex®-T hydrogel. Analysis was done using different
cell stains and with high content confocal microscopy. GrowDex-T has improved imaging

properties compared to more traditional 3D cell culture matrixes.

MATERIALS

Human osteosarcoma cell line MG-63 (ATCC® CRL-1427™)

e 96-well plate (CellCarrier-96 ultra, Black, Optically Clear Bottom, TC-Treated,
PerkinElmer)

* Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM (1X), 4,5g/L D-glucose, with L-Glutamine
and Pyruvate (Cat No. 41966-029 ,Gibco) supplemented with 10% FBS

e GrowDex-T 1.0% (Cat No. 200 103 005, UPM)

¢ Llive/Dead Cell Double Staining Kit (Cat No. 04511-1KT-F, Sigma-Aldrich)

¢ NucBlue Live ReadyProbes Reagent (Cat No. R37605, Thermo Fisher Scientific)

* CellMask Orange Plasma membrane Stain (Cat No. C10045, Thermo Fisher Scientific)

METHODS 1. 1.0% GrowDex-T was diluted to 0.2% working concentration. MG-63 cells were
counted and solution made with 1000 cells /L. The solution was combined with
GrowDex-T and two different volumes of growth medium to make two solutions with
cells densities of 200 cells/uL and 500 cells/pL. The solution containing GrowDex-T
and the cell medium was mixed until the solution became homogenous.

2. 50 pl of the solutions were added to each well of a 96-well plate. 50 pl of culture
medium was added on top of hydrogel in each well to provide nutrition.
3. The cells were incubated for 72 h in 37°C, 5% CO2.
On the imaging day, two different staining solutions were prepared
(0) 2.5 pl of calcein AM and 2.5 pl of propidium iodide were added to 2.5 mL PBS.
(b) Two drops of NucBlue and 1 pl of CellMask plasma membrane stain were added to
each mL of DMEM.
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RESULTS AND
DISCUSSION

Figure 1. MG-63 cells stained with
calcein AM for viable cells, CellMask
Orange for staining the cell membranes,
and NucBlue for cell nuclei. Cells show
high viability and organization towards
spheroid structure.

5. First 50 pl of NucBlue and CellMask solution was added and incubated for 8 min in
37°C, 5% CO2. After the incubation a total volume of 80 pL of staining solution and
excess medium were removed to avoid disrupting the cells.

6. Finally 50 pL of the Live/Dead (calcein AM/propidium iodide) cell double staining
solution was added to each well. The live/dead staining solution was left in the wells.

7. Imaging was done with Opera Phenix High-Content Screening System (PerkinElmer).

The image analysis was also carried out using the systems software.

Three days after seeding and after staining the live MG-63 cells with Calcein AM, plasma
membrane with CellMask Orange and nucleus with NucBlue, high cell viability was

observed (Figure 1). MG-63 cells also show organization towards the spheroid.
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Figure 2. MG-63 cell spheroid
in confocal microscope 3D-image
captured with Opera Phenix High-

Content Screening confocal microscope.
The z-coordinate is 80 pm.

Figure 3. MG-63 cell population
topography with staining (A), and

3D segmentation (B), captured with
Opera Phenix High-Content Screening
confocal microscope.

Figure 4. Percentage of cell population
in spheroids and on well bottom surface
after 72 h culture in GrowDex-T, in two
different seeding densities (200 and
500 cells/pL).

Clear elevated location of osteosarcoma cells forming was observed as seen in Fig. 2. The
vertical z-coordinate in Figures 2 and 3 is 80 pm in height, which indicates the overall size of
the spheroid. Note that Figures 2 and 3 show cells on the 96-well surface in addition to the
spheroid structure. The 3D segmentation of single cells quantification, which was done using
Opera Phenix software Harmony (PerkinElmer), is shown in Fig. 3B. Figure 3 also shows that
on the bottom surface near the spheroid are less cells in comparison to cell population further

away.
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Analyzing the imaging data the cell population in bottom surface of the 96-well plate and
in spheroids can be compared (Fig. 4). 200 cells/ul and 500 cells/pL seeding densities
are shown in separate columns. The comparison is made with the assumption that cells
above 24 pm from the well bottom are in spheroids and the ones under 24 um form the 2D
cell population. In lower seeding density approximately 9% of the cells are in spheroids.

Whereas in higher seeding density the same figure is closer to 13%.
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MG-63 osteosarcoma cells successfully form spheroids in GrowDex-T hydrogel and
maintain high viability. GrowDex-T is a great matrix for imaging cells because it does

not create background in the images when staining cells, and works well for high content
imaging. While the experiment was done using two cell seeding densities, the results show
both are suitable for spheroid forming. The spheroids differ in size and geometry. The
improvements in high content imaging has made analyzing cells and spheroids increasingly
more efficient. It is crucial to use 3D imaging and image analysis tools when analyzing 3D

cell cultures.
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