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Vecina raziskovalcev pri presaditvah celic kostnega mozga (KM) uporablja
mieloablativne postopke, ki so po splosno razSirjeni dogmi nujni za uspesno
vsaditev presajenih celic. Temelj nasega dela je bil nekaj ve¢ kot ducat Studij, pri
katerih so vsaditev uspesno dosegli tudi pri nekondicioniranih misjih prejemnicah.
Nas namen je bil izbrati najprimernejSo metodo za izolacijo celic KM, doseci
vsaditev darovalCevih celic KM pri nekondicioniranih mladih in starih miSih
BALB/c, ter spremljati, ali zaporedne presaditve povecajo vsaditev pri starih
prejemnicah. Za izolacijo celic KM smo primerjali postopka spiranja in trenja ter
uporabo encima kolagenaze in dispaze. Spremljali smo tudi ucinke razli¢nih
postopkov shranjevanja, zamrzovanja, lize eritrocitov in uporabe razli¢nih medijev
na kvaliteto presadka. Uspesnost vsaditve darovalCevih celic smo preverjali 1 in 3
mesece po presaditvi z metodo PCR v realnem casu, pritrditev po enem dnevu pa
smo preverili tudi analizo s PKH26 obarvanih celic na preto¢nem citometru. Za
najprimernej$o metodo za izolacijo celic KM smo dolocili postopek trenja kosti, s
katerim smo pridobili do 400 milijonov celic, kar je 4-krat ve¢ kot pri postopku
spiranja kosti. Presaditev je bilo najbolje opraviti takoj po izolaciji celic. Presaditve
celic KM niso vodile v zaznavni himerizem oz. so se rezultati himerizma v KM
prejemnic gibali v obmocju do 0,5 %, kar je bilo pod mejo kvantifikacije. S krvnim
testom smo potrdili, da so bile celice injicirane v kri. Ugotovili smo, da so pljuca
prvo mesto, kjer so se celice ustavile nekaj minut po presaditvi (v pljucih smo
zaznali 4,7 % do 8 % daroval¢eve DNA, medtem ko je v KM, vranici, jetrih in
ledvicah ni bilo). Odsotnost himerizma je lahko posledica zavrnitve celic,
pomanjkanja prostora v niSah KM prejemnic in/ali pomanjkanja proliferacije celic,
ki prispejo v KM.
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Most researchers perform bone marrow (BM) transplantations using myeloablative
conditioning which, according to prevailing opinion, is essential for the successful
engraftment of transplanted cells. Our research was based on a few more than a
dozen studies in which successful engraftment was achieved in non-conditioned
mice. Our aim was to choose the most suitable method for the isolation of BM cells,
to achieve engraftment of donor BM cells in both young and old non-conditioned
BALB/c mice, and to observe, if consecutive transplantations lead to greater
engraftment in the older recipients. For BM cell isolation, we compared bone flush
and bone crush protocols, and the use of collagenase and dispase enzymes. We
observed the effects of different storage procedures, freezing, red blood cell lysis,
and the use of different isolation mediums, on the quality of cell transplant. The
success of engraftment was determined 1 and 3 months after the first transplantation
with real-time PCR analysis, and the success of lodgement was also determined after
24 hours using flow cytometry (we dyed the transplanted cells with PKH26). The
most suitable method for the isolation of BM cells is the bone crush method, which
led to the isolation of up to 400 million cells, which is 4-times more cells than
achieved using the bone flush protocol. The best way to perform transplantation was
to use freshly isolated cells. Transplantations of BM cells did not lead to detectable
engraftment, or chimerism only ranged up to 0.5 %, which was below the limit for
quantification. We tested peripheral blood to confirm that the donor cells were
injected into the blood stream. A few minutes after transplantation, the cells were
detectable in the lungs (we detected 4.7 % to 8 % donor DNA, while there was no
donor DNA in BM, spleen, liver and kidneys). The lack of chimerism could be due
to the rejection of donor cells, lack of space in BM niches in recipients and/or lack of
proliferation of cells that lodge in the BM.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
CFU kolonijska enota (angl. colony-forming unit)
CFU-E kolonijska enota, ki vodi v nastanek eritrocitov
CFU-GM kolonijska enota, ki vodi v nastanek granulocitov in monocitov

CFU-Meg kolonijcka enota, ki vodi v nastanek megakariocitov
CXCL12 kemotakti¢ni citokin
CXCR4 receptor za CXCL12

FACS lo¢evalnik fluorescencno oznacenih celic (angl. fluorescence-activated cell
sorting)

FBS zarodni telecji serum (angl. fetal bovine serum)

FISH fluorescencna hibridizacija in situ (angl. fluorescence in situ hybridization)

GVHD reakcija presadka proti gostitelju (angl. grafi-versus-host disease)

HLA humani levkocitni antigen (angl. human leukocyte antigen)

KM kostni mozeg

KMC krvotvorna mati¢na celica

MC maticna celica

MHC poglavitni histokompatibilni kompleks (angl. major histocompatibility
complex)

PBS fosfatni pufer (angl. phosphate buffered saline)

PCR verizna reakcija s polimerazo

PCR-RC verizna reakcija s polimerazo v realnem casu

PKH26 fluorescencno barvilo
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SLOVARCEK (z dopolnitvami prirejeno po Rozman in Jez, 2010)

celice CAR (angl.
CXCL12-abundant
reticular cells)
citafereza
diferenciacija celic

endost

hematopoeza

himerizem

humoralni dejavniki

maticna celica (MC)

mieloablativno in
nemieloablativno
kondicioniranje

multipotentna
maticna celica
(MMC)

kostni mozeg (KM)

Celice v kostnem mozgu, ki v velikem Stevilu izrazajo CXCL12.

Proces odstranitve dolo€enih celi¢nih sestavin iz krvi.

Proces, v katerem se manj specializirana celica razvije v bolj
specializirano.

Endost je prehodno obmocje med kostjo in kostnim mozgom, ki
vkljucuje osteoblaste (celice, ki gradijo kost) in osteoklaste
(celice, ki kost razgrajujejo).

Proces tvorjenja krvnih celic iz krvotvornih mati¢nih celic, ki
poteka v kostnem mozgu. Zdrava odrasla oseba tvori dnevno ve¢
kot sto milijard krvnih celic, da lahko vzdrzuje stalno Stevilo
eritrocitov, levkocitov in trombocitov v krvnem obtoku.

Pojav, ko je organizem sestavljen iz celic, ki izhajajo iz dveh ali
ve¢ razli¢nih zigot. NajpogostejSi himerizem je krvni, ki nastane
pri dvojckih zaradi intrauterine zamenjave krvotvornega tkiva.
Pri odraslih poznamo tudi transfuzijske in transplantacijske
himere, to so osebe, ki so prejele transfuzijo tuje krvi ali presadek
alogenskega dajalca celic, tkiv ali organa.

Dejavniki, ki so povezani s telesnimi teko¢inami (na primer,
hormoni ali protitelesa, ki krozijo v telesnih tekocinah).
Nediferencirana celica v Zivih bitjih, ki ima dve klju¢ni lastnosti:
lastnost samoobnavljanja in lastnost pluripotentnosti. MC se
samoobnavlja z nesimetri¢no delitvijo, pri ¢emer nastaneta ena
njej enaka in druga, bolj diferencirana hcerinska celica. Ta ima
manjsi razvojni potencial od prve, ker je bolj diferencirana.
Samoobnavljanje omogoca vzdrzevanje populacije mati¢nih celic
v konstantnem Stevilu.

Postopek, ki unic¢i kostni mozeg z obsevanjem ali s tretiranjem s
kemoterapevtskimi sredstvi. Ce se kostni mozeg uniéi v celoti,
temu pravimo mieloablativno, ¢e pa le delno, se imenuje
nemieloablativno kondicioniranje.

Celica z manjSo potentnostjo in sposobnostjo diferenciacije v
primerjavi s pluripotentno. Multpotentna celica lahko tvori
razli¢ne tipe celic, ki pa vsi pripadajo istemu klicnemu listu.
Vecina tkivno specifi¢énih mati¢nih celic iz odraslih tkiv je
multipotentnih. Primer: krvotvorna mati¢na celica.

Mocno oziljeno vezivno tkivo v mikroskopskih prostorih
gobastega kostnega tkiva, kjer nastaja veliko Stevilo celic in se
odvija izjemen spekter celi¢nih diferenciacij. V glavnem je
prisoten v ploSc¢atih kosteh (rebra, prsnica in lobanja), kosteh
nepravilnih oblik (vretenca in medeni¢ne kosti), dolgih kosteh
(proksimalna epifiza stegnenice, golenice, nadlahtnice) in
nekaterih kratkih kosteh.
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krvotvorna mati¢na
celica (KMC)
poglavitni
histokompatibilni
kompleks (MHC)

presadek

pritrditev (angl.
lodgement)
oznacevalec
(marker)

pluripotentna
maticna celica
prekurzorska celica,
tudi celica prednica

pretocni citometer

progenitorska celica,
predniska celica

reakcija presadka
proti gostitelju
(GVHR)

ugnezditev, tudi
prijemanje,
vra$canje,
zadrzevanje (angl.
homing)

vsaditev (angl.
engraftment)

stroma

Multipotentna mati¢na celica v kostnem mozgu, iz katere
nastanejo eritrociti, levkociti in trombociti.

Podroc¢je v genomu sesalcev, ki kodira povrSinske antigene na
celicah, ki sodelujejo pri imunskem odzivu. MHC je pomemben
pri loCevanju lastnih molekul od tujih. Pri ¢loveku se MHC
imenuje HLA.

Celice, tkivo ali organ darovalca, ki ga presadimo v telo
prejemnika.

Proces, pri katerem se celice pritrdijo v niSe kostnega mozga
(¢asovno sledi ugnezditvi).

V celi¢ni biologiji uporabljamo ta izraz za genotipske (doloceni
specificni geni) ali fenotipske (doloc¢ene specifi¢ne beljakovine)
oznacevalce, ki so znacilni za dolocen tip celic. Lahko so na
povrsini celice, v citoplazmi ali v celicnem jedru. Na podlagi
njihovega izrazanja lahko prepoznamo doloceno vrsto celic pa
tudi doloceno patolosko dogajanje v njih.

Celica, sposobna tvoriti vse telesne celice, vklju¢no z
germinalnimi celicami. Primer so embrionalne maticne celice.
Izraz za vsako deleco se celico, ki se lahko razdeli in diferencira
v vsaj dve razli¢ni héerinski celici. V citologiji je prekurzorska
celica sinonim za delno diferencirano, obi¢ajno unipotentno
celico, ki je izgubila ve€ino multipotentnosti matic¢nih celic.
Sposobna je diferenciacije v eno ali dve kon¢ni obliki.

Naprava, ki lahko hitro locuje fluorescencno oznacene celice v
suspenziji glede na njihovo velikost ali barvo, s katero so
oznacene. Uporabljamo jo za Stetje dolocenih vrst celic ali za
njihovo sortiranje.

Hcerinska celica, usmerjena potomka maticne celice v direktni
liniji. Je Ze delno diferencirana celica, ki je lahko tudi materinska
celica razli¢nim, bolj diferenciranim celicnim tipom celic. 1z nje
nastanejo nove celice po seriji celi¢nih delitev.

Nezazeleno stanje, do katerega lahko pride po presaditvi
alogenskega kostnega mozga ali kak$nega drugega organa oz.
tkiva, pri katerem imunske celice darovalca napadejo celice
prejemnika.

Proces, ki potece v prvih nekaj urah po presaditvi celic kostnega
mozga in pomeni prihod celic v kostni mozeg ter preCkanje
krvno-endotelijske bariere.

Proces, ko se celice pritrdijo v kostni mozeg in pricnejo ustvarjati
zrele krvne celice in se samoobnavljati. Vsaditev lahko traja
nekaj dni do nekaj tednov (kratkotrajna) in ve¢ mesecev, tudi let
(dolgotrajna).

Del kostnega mozga, ki ni neposredno povezan s hematopoezo,
temvecC pri njej sodeluje posredno, tako da ustvarja primerno
mikrookolje za mati¢ne in progenitorske celice.
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1 UVOD

Misi so pred vec¢ kot Sestimi desetletji postale pomemben model za raziskovalne Studije, ki
vkljuujejo presaditev kostnega mozga (KM). Ceprav so misi manj$e, imajo krajso
zivljenjsko dobo, s clovekom delijo ve¢ kot 95 % genoma in obolevajo za enakimi
boleznimi (Arber in sod., 2013), zato lahko rezultate, pridobljene na misjih modelih, z
veliko uspesnostjo prenasamo na terapije pri ¢loveku, vkljuéno s podrocjem presaditve
kostnega mozga. Ena izmed glavnih prelomnic pri transplantacijah je bila odkritje
poglavitnega histokompatibilnega kompleksa (MHC) in s tem povezanega tipiziranja HLA
(angl. human leukocyte antigen). Odkritja na misjih modelih so vodila v danes rutinsko
izvajanje presaditev kostnega mozga (oz. krvotvornih mati¢nih celic), s katerimi zdravijo
ze veC kot sedemdesetih malignih in nemalignih bolezni, med njimi akutne mieloi¢ne
levkemije, kroni¢ne mieloi¢ne levkemije, akutne limfoblastne levkemije, Hodkinovega
limfoma, talasemije, aplasticne anemije itd. Zadnja leta so v porastu Studije, ki se
osredotocajo na napredna zdravljenja in celi¢ne terapije, med katerimi so tudi presaditve
mati¢nih in progenitorskih celic v regenerativne namene (preglednica 1.1).

Preglednica 1.1: Potencialne bolezni, pri katerih si obetamo uspeh z zdravljenjem z MC (Simc in sod., 2011,
str. 637, tabela 2, prirejeno po Mimeault in Batra, 2006), med katerimi so MC zarodka, MC ploda (v plodu in
popkovnic¢ni krvi) in MC odraslega (v KM in vseh drugih tkivih).

AVTOIMUNSKE BOLEZNI SOLIDNI TUMORJI KRVNE IN IMUNSKE
Ankilozirajoci spondilitis Nevroblastom BOLEZNI
Avtoimunska hemoliticna Rak dojke Mielodisplasti¢ni sindromi

anemija

Avtoimunska
trombocitopeni¢na purpura
Sladkorna bolezen (tip I)
Goodpasture sindrom
Gravesova bolezen
Hashimotov tiroiditis
Miastenija gravis
Pemfigus vulgaris
Perniciozna anemija
Revmatska vrocica
Spontana neplodnost
Krioglobulinemija
Revmatoidni artritis
Sistemski lupus erythematosus
Multipla skleroza

JETRNE BOLEZNI
Ciroza

BOLEZNI PLJUC
KOPB

Emfizem

Pljucna fibroza
Bronhopulmonalna displazija
Pljucna hipertenzija
NEPLODNOST

Motena spermatogeneza in
oogeneza

Tumorji spolnih celic
Mozganski tumorji
Sarkom mehkih tkiv
Ewinov sarkom

Rak ovarijev

Rak plju¢

Wilmsov tumor
Osteosarkom

Rak ledvic
Retinoblastom

BOLEZNI ZIVCEVJA
Alzheimerjeva bolezen
Parkinsonova bolezen
Huntingtonova bolezen
Bolezni motori¢nega nevrona
Bolezni perifernega zivca
Mozganska kap

Poskodbe hrbtenjace

PLESAVOST

KARDIOVASKULARNE
BOLEZNI

Akutni miokardni infarkt
Kardiomiopatija

GENSKE BOLEZNI
Cisticna fibroza
Epidermolysis bullosa

Mieloproliferativne bolezni
Defekti KMC

Fagocitne bolezni
Histiocitne bolezni

Dedne bolezni trombocitov
Dedne bolezni eritrocitov
Dedne okvare metabolizma
Dedne bolezni imunskega
sistema

Levkemije
Limfoproliferativne bolezni
Bolezni plazmatk

POSKODBE

Opekline

Celjenje ran, mehkih in
opornih tkiv

Slabo celjeni zlomi kosti
BOLEZNI KOSTI
Prirojene bolezni kosti
OCESNE BOLEZNI
Bolezni mreznice
Makularna degeneracija
Kemicne opekline

MISICNE BOLEZNI
Misi¢ne distrofije
Metabolne bolezni misic
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1.1 KOSTNI MOZEG

Kostni mozeg je dinami¢no okolje, kjer nastaja veliko Stevilo celic in kjer se odvija
izjemen spekter celi¢nih diferenciacij. Je mocno oziljeno vezivno tkivo v mikroskopskih
prostorih gobastega kostnega tkiva. V glavnem je prisoten v ploscatih kosteh (rebra,
prsnica in lobanja), dolgih kosteh (proksimalna epifiza stegnenice, golenice, nadlahtnice),
vretencih, medeni¢nih kosteh in nekaterih kratkih kosteh (Tortora in Derrickson, 2014).
Kostni mozeg ne vsebuje tipi¢nih kapilar, temve¢ zile, imenovane sinusoide, ki so lahko
tudi do petkrat SirSe od kapilar. V endoteliju teh sinusoid so Stevilne odprtine in med
samimi celicami vrzeli, kar omogoc€a enostavno prehajanje krvnih celic in plazemskih
proteinov v kri ter iz krvi v KM (Unglaub Silverthorn, 2013, Ellis in sod., 2011).

a | epifiza b kompaktna periost

gobasta kost—=

epifizna linija
metafiza
artikularna povrsina | f:- 7

gobasta kostnina A
Ky

arterija

centralni sinus

kompaktna kost— diafiza

mozgovna votlina—z « endost

metafiza
epifiza

Slika 1.1.1: Zgradba kosti (prirejeno po Morrison in Scadden, 2014, str. 328, sl. 1)

Zadnje tri mesece pred rojstvom postane kostni mozeg glavno mesto nastajanja krvnih
celic — hematopoeze. Proces hematopoeze je nenehen, saj celice v krvi Zivijo le nekaj ur
(levkociti), dni (trombociti) ali tednov (eritrociti), le nekateri limfociti tudi ve¢ let (slika
1.1.2). Sistem negativne povratne zanke nadzoruje skupno Stevilo eritrocitov in
trombocitov v krvnem obtoku (ki mora biti stalno), Stevilo levkocitov pa je odvisno od
potreb imunskega sistema, ki se odziva na vdor patogenov in drugih tujih antigenov.

Krvne celice pri ¢loveku nastajajo iz krvotvornih mati¢nih celic (KMC), ki jih je v KM
1-1,5 na 10.000 vseh celic, v periferni krvi pa 1 na 100.000 vseh krvnih celic. KMC so
mezodermalnega izvora. Sposobne so se samoobnavljati ter diferencirati v razlicne vrste
celic (slika 1.1.2). Organizirane so v kompleksno razvojno hiearhijo in se med seboj locijo
po potentnosti in Stevilnih povrSinskih oznacevalcih (Jez, 2008). Sprva ustvarjajo dve vrsti
mati¢nih celic, iz katerih se nato naprej lahko razvija ve¢ vrst celic: multipotentne mati¢ne
celice mieloi¢e vrste (MMC-M) in multipotentne maticne celice limfati¢ne vrste (MMC-
L). Iz MMC-M se v KM razvijejo eritrociti, trombociti, monociti, nevtrofilci, eozinofilci,
bazofilci in tkivni bazofilci. Iz MMC-L se razvijejo naravne celice ubijalke in limfociti, ki
dozorijo Sele v limfatiénem tkivu. Ko celice nastanejo, potujejo skozi sinusoide in druge
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krvne zile ter zapustijo KM. Po izplavitvi iz KM se nastale krvnicke, z izjemo limfocitov,
ne delijo vec.

Med hematopoezo se ve¢ina MMC-M diferencira v progenitorske celice, ostale MMC-M
in MMC-L pa se diferencirajo neposredno v prekurzorske celice. Progenitorske celice se
niso ve¢ zmozne samoobnavljati in so zavezane k nastanku bolj specifinih krvnih
elementov. Nekatere so znane pod kratico CFU (angl. colony-forming unit), na primer,
CFU-E vodijo v nastanek eritrocitov, CFU-Meg vodijo v nastanek megakariocitov in
CFU-GM vodijo v nastanek granulocitov in monocitov (slika 1.1.2). Prekurzorske celice
(blasti) so celice naslednje generacije in iz njih se preko nekaj delitev razvijejo konc¢ni
elementi krvi, na primer, monoblasti se razvijejo v monocite, eozinofilski mieloblasti se
razvijejo v eozinofilce itd. Nekatere mati¢ne celice lahko ustvarjajo tudi osteoblaste,
hondroblaste in miSi¢ne celice. Retikularne celice sintetizirajo retikularna vlakna, ki
ustvarjajo stromo, ki podpira celice rdecega kostnega mozga.

Key:

I:I progenitorske celice ﬁ
"

[ prekurzorske celice (blasti)
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Slika 1.1.2: Razvoj razli¢nih celic iz multipotentne mati¢ne celice kostnega mozga. CFU (angl. colony
forming unit) so progenitorske celice. CFU-E vodijo v nastanek eritrocitov, CFU-Meg vodijo v nastanek
megakariocitov in CFU-GM v nastanek granulocitov in monocitov (prirejeno po Tortora in Derrickson, 2014,
str. 666, sl. 19.3).

S starostjo organizma nastajanje krvnih celic upade in rdeci kostni mozeg v sredici dolgih
kosti nadomesti rumen kostni mozeg, ki ga ve¢inoma gradijo mascobne celice (adipociti).
Rumeni kostni mozeg se lahko spremeni nazaj v rdecega, ko KMC migrirajo iz rdecega v
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rumen kostni mozeg ter se tam mnozijo in diferencirajo (Tortora in Derrickson, 2014). Pri
miSih vecina kostnih votlin ohrani rdeci kostni mozeg skozi celotno Zivljenje (Russel in
Bernstein, 2014). Ce periferni deli telesa potrebujejo vejo koli¢ino krvnih celic kot jih
zmore ustvariti kostni mozeg, pricne hematopoeza potekati tudi v tkivih izven kostnega
mozga, v jetrih in vranici (Fox in sod., 2007).

1.2 NISE MATICNIH CELIC V KOSTNEM MOZGU

Nisa maticnih celic je specificno mikrookolje z definiranimi anatomskimi in
funkcionalnimi lastnostmi, kjer se mati¢ne celice samoobnavljajo in ustvarjajo celice
potomke (Yin in Li, 2006). Gradijo jo specificne celice strome in elementi zunajceli¢nega
matriksa in v njej KMC prejemajo in integrirajo regulatorna sporoc€ila sosednjih celic,
komponent zunajceli¢nega matriksa in topnih dejavnikov (Zhong in sod., 2002, Nombela-
Arrieta in sod., 2013, Bydlowski in sod., 2013).

Prvi je hipotezo ni§ leta 1978 predstavil Schofield, s katero je predlagal, da so maticne
celice povezane z drugimi celicami, ki vplivajo na njihovo samoobnavljanje, proliferacijo
in zorenje (Lam in Adams, 2010, cit. po Schofield, 1978). Preucevanje ni§ KM je bilo
dolgo mocno otezeno zaradi pomanjkanja tehnik, ki bi omogocale opazovanje posameznih
celic v dolgih kosteh in vivo, pomanjkanja tehnik slikanja ter kompleksnih celi¢nih
oznacevalcev, s katerimi bi spremljali redke populacije KMC (Nombela-Arrieta in sod.,
2013). Razlicne raziskave so priSle do razlicnih zakljuckov. Ex vivo raziskave so, na
primer, kazale na to, da se KMC povezujejo z osteoblasti v obmocju endosta (Zhang in
sod., 2003), medtem ko so in vivo raziskave kasneje pokazale, da so KMC v distalnih
regijah KM v neposrednem stiku s sinusoidami in perisinusoidnimi populacijami celic
strome, kjer jih vzdrzujejo razlicne vrste celic, ne samo osteoblasti (Ding in sod., 2012).
Ali gre v resnici za eno ali ve¢ ni$ in kako natancno KMC vzajemno delujejo z ostalimi
celicami niSe bo jasno Sele v prihodnosti. Glede na to, da so Ze same KMC heterogene, je
mozno, da za vsako subpopulacijo KMC obstajajo tudi razlicne niSe (Morrison in Scadden,
2014).

Novejse studije kaZejo na to, da so celice v §irfem obmog&ju regije endosta' (nisa endosta,
angl. endosteal niche, slika 1.2.1; Mendelson in Frenette, 2014), predvsem v mikrookolju
gostega ozlja in z oziljem povezanimi celicami. Arteriole in periciti, ki so blizje endostu,
naj bi predstavljali arteriolarno niSo (angl. arteriolar niche), ki spodbuja mirovanje KMC,
medtem ko naj bi sinusoide in obzilne celice ustvarjale sinusoidno niSo (angl. sinusoid
niche), ki ima pomembno vlogo pri proliferaciji in migriranju KMC. Na arteriolno in
sinusoidno niSo se pogosto nanaSajo tudi s skupnim imenom vaskularna niSa (angl.
vascular niche).

"'V preteklih $tudijah so obmodje endosta definirali s $irino 12 celic oz. 100 um od kosti, tridimenzionalno
slikanje pa je pokazalo, da so KMC v veliko ve¢jem obmocju endosta.
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Slika 1.2.1: (Levo) NiSa KMC v razsirjenem obmocju endosta, kjer je okoli 80 % KMC, preostalih 20 % je
obmodju, ki se priblizuje centralni veni (prirejeno po Mendelson in Frenette, 2014, str. 839, sl. 2). (Desno)
Precni prerez, ki prikazuje, kako arteriole potekajo vzdolz povrSine endosta (EV). Bela puscica prikazuje
prehod v sinusoide (S), ki se stekajo proti centralni veni (Nombela-Arrieta in sod., 2013, str. 537, sl. 3).

1.3 PRESADITEV KOSTNEGA MOZGA

Idejo o presaditvi kostnega mozga so razvili v zaCetku petdesetih let prejSnjega stoletja, ko
so preucevali ucinke obsevanja na glodavcih. Ugotovili so, da lahko Zival pred smrtjo resi
za$¢ita vranice ali kosti pri obsevanju, ali pa vsaditev kostnega mozga darovalca po njem
(Reddy in sod., 2008, cit. po Jacobson in sod., 1950, in Lorenz in sod., 1951). Sprva so
mislili, da so bili za ugodne ucinke po presaditvi kostnega mozga po obsevanju odgovorni
humoralni dejavniki, a so leta 1956 dokazali, da so se v KM prejemnika vsadile celice
darovalca (Reddy in sod., 2008, cit. po Ford in sod., 1956).

Till in McCulloch sta v svojih objavah v letih 1963 in 1964 prva prepoznala obstoj KMC
(Schmitt in sod., 2014, cit. po Becker in sod., 1963, Siminovitch in sod., 1964, Till in sod.,
1964a in 1964b, McCulloch in sod., 1964). Medtem ko so drugi prej ze dokazali
sposobnost proliferacije krvotvornih celic, sta Till in McCulloch ugotovila, da presaditev
KM v obsevane misi vodi v nastanek kolonije mieloi¢nih in eritroidnih celic v njihovih
vranicah ter da Stevilo kolonij sovpada s Stevilom presajenih celic. Ti poskusi so pokazali,
da klonska namnozitev celic KM resi zivljenje obsevanim miSim (Domen in sod., 2006,
Schmitt in sod., 2014). V tistem c¢asu so veliko Studij na psih in Cloveku opravili tudi
raziskovalci pod vodstvom dr. E. Donnalla Thomasa, ki je poznan kot »oce presaditev
kostnega mozga«. Leta 1990 je za svoje delo prejel Nobelovo nagrado na podrocju
fiziologije ali medicine za razvoj uspeSnega zdravljenja levkemije s presaditvijo KM (NIH,
2012).

Z razvojem pretocne citometrije so priceli loCevati posamezne celicne populacije na
podlagi kombinacij razli¢nih povrsinskih oznacevalcev. V zacetku so presajali celoten KM
ali KM, obogaten s KMC, sCasoma pa so vedno pogostejSe postale presaditve krvotvornih
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mati¢nih in progenitorskih celic, ki jih pridobijo iz mobilizirane periferne krvi. Naprava,
skozi katero te¢e darovalCeva kri, ujame te celice na podlagi povrSinskih oznacevalcev
(Domen in sod., 2006). Med KMC pri misih so tako imenovane dolgotrajne KMC (angl.
long-term (LT) stem cells), srednjetrajne (angl. intermediate-term (IT) stem cells) KMC in
kratkotrajne KMC (angl. short-term (ST) stem cells) (Doulatov in sod., 2012). Dolgotrajne
KMC so tiste prave mati¢ne celice, ki se lahko samoobnavljajo in podpirajo krvotvorni
sistem skozi celotno zivljenje prejemnika, kratkotrajne KMC so ze bolj diferencirane, se
manj samoobnavljajo in lahko ustvarjajo mieloi¢ne in limfati¢ne celice le nekaj tednov,
srednjetrajne pa so nekje vmes. Pri presaditvah so obicajno najbolj zazelene dolgotrajne
KMC. Ker danes presajajo ve¢inoma KMC in ne vseh celic KM, se presaditev KM (BMT,
angl. bone marrow transplantation) sedaj bolj pravilno imenuje presaditev KMC (HSCT,
angl. hematopoietic stem cell transplantation).

V splosnem so presaditve lahko avtologne ali alogenske. Avtologne presaditve pomenijo
presaditev bolnikovih lastnih celic KM, alogenske presaditve pa vkljucujejo presaditev
celic KM drugega posameznika, ki ni genetsko identicen (izjema so enojajéni dvojcki, kar
se pogosto obravnava kot singenska presaditev). Da bi bile presaditve alogenskih
darovalcev uspe$ne, se mora presadek s prejemnikom &im bolj ujemati v MHC. Ce
ujemanja ni, lahko pride do zavrnitve presadka ali do reakcije presadka proti gostitelju
(GVHR, angl. graft-versus-host reaction) in bolezni presadka proti gostitelju (GVHD,
angl. graft-versus-host disease.

Pred presaditvijo prejemnike pogosto obsevajo ali jih tretirajo s kemoterapevtskimi
sredstvi (mieloablativna terapija). Namen tega je poleg zdravljenja same bolezni (na
primer, levkemije) tudi zaviranje imunskega sistema, kar posledi¢no prepreci zavrnitev
presajenih celic. S tem se uni¢i prejemnikov KM (ablacija), ostala tkiva pa utrpijo le
minimalne poSkodbe. V nekaterih primerih bolniki prejmejo le delno obsevanje ali
kemoterapijo (nemieloablativna terapija). S tem unicijo le del KM prejemnika in po
presaditvi pride do stanja meSanega himerizma. Daroval¢eve KMC spodbudijo tudi u¢inek
presadka proti tumorju (GVT, angl. graft versus tumor effect), ker pa je mozna tudi
reakcija presadka proti gostitelju, mora bolnik prejemati imunosupresivna sredstva (Domen
in sod., 2006, Wikipedia, 2014b). Ker mieloablativna terapija unici imunski sistem bolnika
in je za zdravljenje nujno potrebna dolga hospitalizacija in sterilni pogoji, je postala
nemieloablativna terapija podrocje intenzivnega raziskovanja (Domen in sod., 2006, ZTM,
2014a).

Avtologne presaditve KMC so trenutno namenjene zdravljenju manjSega Stevila malignih
bolezni (na primer, plazmocitom ali limfom), v bodo¢e pa pri¢akujemo, da jih bodo
uporabljali za Stevilna druga bolezenska stanja in s starostjo povezana obolenja. Med
tovrstna napredna zdravljenja sodi zdravljenje srénega popuscanja s presaditvijo KMC
(Vrtovec in Poglajen, 2011, Vrtovec, 2014).

Pri raziskavah presaditev KM na miSih se raziskovalci v Zelji po doseganju himerizma
vecinoma odlo¢ajo za mieloablativno (ali nemieloablativno) kondicioniranje. Z
obsevanjem ali kemoterapijo opravijo trajno (ali zaCasno) supresijo imunskega sistema ter
sprostitev ni§ v KM, kar naredi prostor za vsaditev daroval¢evih mati¢nih celic (Duran-
Struuck in Dysko, 2009). V nekaj Studijah pa so uspeSno dosegli vsaditev KM tudi pri



Jazbec K. Serijska presaditev kostnega mozga pri neobsevanih misih BALB/c.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2014

nekondicioniranih misih (Micklem in sod., 1968, Brecher in sod., 1982, Saxe in sod., 1984,
Sadelain in Wegman, 1989, Stewart in sod., 1993, Wu in Keating, 1993, Ramshaw in sod.,
1995a in 1995b, Nilsson in sod., 1997 in 1999, Rao in sod., 1997, Blomberg in sod., 1998,
Bubnic in Keating, 2002, Colvin in sod., 2004 in 2007; mnogi od teh pod vodstvom dr.
Petra Quesenberryja), in te Studije so bile podlaga za na$ pilotski poskus. Presaditev
krvotvornih celic v nekondicionirane prejemnike lahko v doloc¢enih okolis¢inah ponuja
pomembne klini¢ne prednosti, saj se lahko izognemo morebitnim resnim zapletom, ki so
povezani s citotoksi¢nim kondicioniranjem (Bubnic in Keating, 2002).

2 PREGLED OBJAV

2.1 HIMERIZEM

Himera je bila v grSki mitologiji posast z levjo glavo, kozjim trupom in zmajevim repom, v
moderni presaditvi alogenskih mati¢nih celic pa himera oz. himerizem predstavlja
prisotnost darovalevih krvotvornih in limfati¢nih celic v prejemnikovem organizmu. Ce
po presaditvah KM vse krvotvorne in limfaticne celice v prejemniku izvirajo od darovalca,
govorimo o popolnem himerizmu, ¢e pa so prisotne celice tako darovalca kot prejemnika,
govorimo o meSanem himerizmu (Shimoni in Nagler, 2001).

Mesani himerizem se lahko ustvari le kot dinami¢no ravnovesje med gostiteljevimi in
darovalcevimi krvotvornimi celicami, pri katerem mora obstajati obojestranska toleranca
(Shimoni in Nagler, 2001) — med seboj si morata biti do dolocene mere tkivno skladna oz.
histokompatibilna. Bolj so MHC antigeni podobni, vec¢ja je histokompatibilnost in vecja je
verjetnost, da ne bo prislo do zavrnitve presadka ali reakcije presadka proti gostitelju
(Tortora in Derrickson, 2014).

2.2 VSADITEYV CELIC V KOSTNI MOZEG

KMC, ki so v niSah KM, pod vplivom razli¢nih notranjih in zunanjih dejavnikov lahko
ostajajo v mirovanju, se samoobnavljajo, diferencirajo v zrele krvne celice, preidejo v
apoptozo ali mobilizirajo v krvni obtok. Periferna obtocila dosezejo z endogeno
mobilizacijo, inducirano mobilizacijo ali s postopkom presaditve (Heazlewood in sod.,
2014). Prvi proces po presaditvi celic KM je prihod celic v KM in preckanje krvno-
endotelijske bariere KM, kar se imenuje ugnezditev” (angl. homing; Lapidot in sod., 2005).
Pri procesu ugnezditve presajene celice na tarcna mesta v KM-u pripeljejo kemoatraktanti.
Celice se preko svojih receptorjev na svoji povrsini vezejo z ligandi endotelija zil ter nato
migrirajo preko sten Zil v zunajZilni prostor KM. Pri ugnezditvi mati¢nih in progenitorskih
celic v KM sodelujejo Stevilni faktorji (VCAM-1, 0481 integrin, CD44, HA, E-/L-/P-
selektini, ...), Se posebej pa je pomembna interakcija med receptorjem CXCR4, ki ga
izrazajo mati¢ne in progenitorske celice, in ligandom CXCLI12, ki ga v velikem Stevilu
izrazajo celice CAR’ v KM (Heazlewood in sod., 2014, Sugiyama in sod., 2006). Ellis in

2V slovenskih publikacijah se pojavljajo $e izrazi prijemanje, vrai¢anje in zadrzevanje.
? Celice CAR (angl. CXCLI2-abundant reticular cells) so retikularne celice v nisah KM. Obdajajo
endotelijske celice sinusoid ali pa so poleg endosta.
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sod. (2011) so ugotovili, da se presajene krvotvorne mati¢ne in progenitorske celice
preferenc¢no ugnezdijo v metafize, bogate z gobastim tkivom.

Ko celice preidejo v zunajZzilni prostor, sledi proces njihove pritrditve (angl. lodgement)
znotraj posebnih ni§ KM (Heazlewood in sod., 2014). Ugotovili so, da se s KMC
obogatene populacije celic raje pritrdijo v regije endosta, medtem ko se bolj zrele celice
pritrdijo v centralna obmoc¢ja KM (Nilsson in sod., 2001). Ko so KMC pritrjene, pri¢nejo
ustvarjati linije zrelih krvnih celic ter mnoziti same sebe. Temu procesu pravimo vsaditev
(angl. engraftment) in lahko poteka nekaj tednov do nekaj mesecev (kratkotrajna vsaditev)
ali ve€ mesecev (dolgotrajna vsaditev; Lapidot in sod., 2005). Znak vsaditve je, da se v
periferni krvi pojavljajo zrele celice, ki so nastale v KM in so darovalCevega porekla. V
hematoloSkem besednjaku pri presaditvah KM ¢loveku obi¢ajno govorimo o vseh procesih
pod izrazom vsaditev.
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Slika 2.2.1: Ugnezditev, pritrditev in vsaditev krvotvornih matiénih celic (povzeto po Heazlewood in sod.,
2014, str. 120, sl.1). Pri intravenozni presaditvi celic KM mati¢ne in progenitorske celice obtocila dostavijo
do KM. Ugnezditev: celice darovalca pridejo v stik s sinusoidnimi endotelijskimi celicami (SEC) in po seriji
adhezijskih kaskadnih dogodkov transendotelno migrirajo v zunajzilne prostore KM. Pritrditev: celice
migrirajo po ektravaskularnem prostoru KM in se usidrajo v specificne regije KM. Vsaditev: ko so celice
pritrjene, KMC darovalca pri¢nejo ustvarjati zrele krvne celice ter pri¢nejo naseljevati bazen KMC.

Ugnezditev poteka od 0 do 6 ur (Askenasy in sod., 2003), a lahko doseze plato ze po eni
uri (Cerny in sod., 2002, Colvin in sod., 2007). Pritrditev celic poteka od 0 do 3 dni.
Pritrjene celice v KM po vsej verjetnosti sprva pridejo v stik s hranljivimi elementi strome,
ki jih podpira, nato pa pridejo do tocke, ki odloca, ali se bodo delile ali presle v mirovanje
(Askenasy in sod., 2003). Nilsson in sod. (1997a) so ugotovili, da celice lahko preidejo v
S-fazo delitve Ze 12 ur po presaditvi. Po 4 ali 5 dneh potomke pritrjenih celic migrirajo v
bolj centralne regije epifize in postopoma naselijo diafizo (Askenasy in sod., 2003).

Maticne celice se v sploSnem lahko ugnezdijo tudi v druge organe (Se posebej v odzivu na
stresne signale, ki jih telo oddaja, na primer, pri obsevanju celega telesa) in lahko pred
vsaditvijo v KM sprva migrirajo, na primer, v vranico (Lapidot in sod., 2005). Da se
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presajene celice KM ne ustavijo le v KM, temvec¢ tudi v drugih organih, so pokazali Cui in
sod. (1999), ki so spremljali celice 4 in 24 ur po presaditvi obsevanim in neobsevanim
prejemnicam. Celice so se, poleg v KM, ustavile tudi v vranici, jetrih, ledvicah, pljucih in
miSicah ter po njithovem mnenju v prvih 24 urah niso kazale specificnosti za krvotvorna
okolja.

V splosnem velja, da brez dobre ugnezditve ni kasnejse dobre vsaditve, vendar v¢asih za
vsaditev tudi to ni dovolj, saj ugnezdene celice lahko umrejo, se delijo ali preselijo (Cerny
in sod., 2002).

2.2.1 Vsaditev celic v KM pri neobsevanih misih

Dolgo casa je veljalo, da je lahko dolgotrajna presaditev celic KM uspesna le s predhodno
mieloablacijo, ki naj bi omogocila, da se mati¢ne celice vsadijo v sproscene niSe KM
(Quesenberry in sod., 2005, Zhong in sod., 2002). Micklem in sod. (1968) so bili verjetno
prvi, ki so poskusili zaznati kromosomsko oznacene celice KM v nekondicioniranih CBA
miSih in so 3 mesece po presaditvi 20 milijonov celic zaznali nizek himerizem, do najvec
8,5 % (Nilsson in sod., 1997b, cit. po Micklem in sod., 1968). Tudi poskusi Takade in sod.
leta 1971 (Nilsson in sod. 1997b, cit. po Takada in sod., 1971a, 1971b) so pokazali le nizko
Stevilo kromosomsko oznacenih celic, presajenih v CBA misi.

Od osemdesetih let dalje se je zvrstilo nekaj vec kot ducat raziskav, ki so pokazale, da je s
presaditvijo celic KM zdravim prejemnicam mozno dose¢i do 40 % himerizem, pri
posameznih prejemnicah celo do 88 %. Brecher in sod. (1982) so po presaditvi 200
milijonov celic KM dosegli 16-26 % vsaditev. Saxe in sod. (1984) so dosegli 0—16 %
vsaditev, ki se ni razlikovala, ¢e so celice presadili mladim ali odraslim prejemnicam.
Stewart in sod. (1993) so dosegli 5—46 % vsaditev. Ramshaw in sod. (1995a in 1995b) so
presadili 120, 200 ali 350 milijonov celic ter dosegli tudi do 53% =+ 7% vsaditev. Nilsson in
sod. (1997, 1999) po presaditvi 100 milijonov ter 120-180 milijonov celic KM zaznali
249+ 1.9 % ter 19.2 £ 2.9 % do 31.3 + 2.5 % vsaditev. Rao in sod. (1997) so spremljali
uspesnost presaditve pri razlicnih odmerkih do 200 milijonov celic ter pri tem dosegli do
39 £ 5,7 % himerizem. Vsaditev na milijon celic je bila najboljSa v prvih dveh dneh
presaditve, ki je potekala pet dni zapovrstjo, ter ko so pet dni zapovrstjo presadili po 10
milijonov celic, sicer pa je v splosnem veljalo, da vec kot so celic presadili, boljsa je bila
vsaditev in ni bilo videti, da bi vsaditev dosegla plato. Pri posameznih misih so dosegli tudi
do 79 % vsaditev.

Medtem ko Rao in sod. (1997) platoja pri presaditvi do 200 milijonov celic niso zasledili,
pa so Blomberg in sod. (1998) plato dosegli, in sicer s presaditvijo kar 800 milijonov celic
(20 doz po 40 milijonov celic). Povpre¢no so prejemnice dosegle 40,4 % himerizem, pri
posameznih miSih pa vse od 19 do 88 %, kar je podobno kot pri presaditvi 200 milijonov
celic.
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Nekateri so spremljali prisotnost darovalCevih celic, poleg v KM, tudi v drugih organih in
v periferni krvi. Bubnic in Keating (2002) sta presadila 20 milijonov enojedrnih celic* ter
zaznala 2,4 do 5,4% himerizem v KM prejemnic ter 1,2 do 3% himerizem v periferni krvi,
medtem ko nekateri drugi raziskovalci himerizma v periferni krvi niso zaznali (Sadelain in
Wegman, 1989, Bubnic in Keating, 2002, cit. po Wu in Keating, 1993). Ramshaw in sod.
(1995a in 1995b), Rao in sod. (1997) in Blomberg in sod. (1998) so spremljali vsaditev v
vranici in prizeljcu ter ugotovili, da je bila vsaditev obi¢ajno nizja kot v KM.

Ker se je pokazalo, da je vsaditev razlicna pri razli¢nih sevih misi, Stewart in sod. (1993)
predvidevajo, da so lahko med razli¢nimi sevi miSi genetske razlike in s tem razlike v
zmoznosti naselitve celic v nekondicioniran KM. V preglednici 2.2.1.1 je podanih nekaj
raziskav, ki so potekale na sevu BALB/c in pri katerih so presadili celice mladih
darovalcev moskega spola mladim prejemnicam Zenskega spola.

Preglednica 2.2.1.1: Izbor nekaterih raziskav, kjer so uspeSno dosegli himerizem pri neobsevanih
prejemnicah seva BALB/c. Presadili so celice darovalcev moskega spola prejemnicam zenskega spola.
Odstotek celic darovalca v

Avtorji Stevilo presajenih celic KM Cas po presaditvi prejemnicah
40 x 10°na dan, 5 dni zapovrstjo 2-6 tednov 10-18,3 %
Stewart in 25 mesecev 15-42 %
sod., 1993 30 x 10° ali 40 x 10° 7 tednov in 6 mesecev | 0 %
5 x 10° na dan, 5 dni zapovrstjo 2,4, 6 in 64 tednov 0%
. celice 2 golenic in 2 stegnenic na dan, 5
Ramshaw in . .
d.. 1995 dni zapovrstjo 10 tednov 27+2 %
S0, 17998 1 (= skupaj okoli 350 x 10%)
200 x 10° 22+2%
200 x 10° (razdeljeno v 5 doz) 23+2%
Ramshaw in 200 x 10° (razdeljeno v 10 doz) 7 do 10 tednov 26+3%
sod., 1995b 120 x 10° 13+£2%
120 x 10° (razdeljeno v 5 doz) 9+1%
120 x 10° (razdeljeno v 10 doz) 11+2%
Nilsson in 6
+ 0,
sod., 1997b 100 x 10 6 tednov 249+1.9%
6
40x10° . 11+0,83 %
40 x 10°,2 dni zapovrstjo
6 . . 20 +2 %,
. 40 x 10°, 3 dni zapovrstjo o
Rao in sod., 6 . g 23 +£2.5 %,
40 x 10°, 4 dni zapovrstjo 20-25 tednov
1997 40 x 10°, 5 dni zapovrstjo 3263 %,
’ POVISY 39+5,7%

. 6 .
2,5,5,10,20 ali 40 x 10°, 5 dni 0d 30,6 % do 39 = 5.7 %

zapovrstjo
Blomberg in 40 x 196, 20 dpi zapovr§tjo 5.7 tednov 40,4 £ 6,8 % (19-88 %)
sod., 1998 2 x 10°,20 dni zapovrstjo 4,3+ 1,4 % (0-9,1 %)
SNO‘('lss‘i‘;;‘g‘ 120-180 x 10°, v eni ali treh dozah 6 tednov in 6 mesecey | 19.2+2.9 do 31.3 +2.5%
ﬁlelgzincgi,nz 002 20 x 10® enojedrnih celic do 27 tednov (zz’:;flfl:/iu di v kevic 1.2-3.0%)
g}‘:;:g‘oio““ 40 x 10° 8 tednov 6.91 + 0.4%

* Celice KM brez eritrocitov in granulocitov, ki vsebujejo razliéne populacije zrelih celic, progenitorskih
celic in nizek delez KMC.
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2.2.2 Odyvisnost vsaditve od kolicine presajenih celic

Mnenja, ali je vsaditev celic linearno odvisna od odmerka presajenih celic, so razli¢na.
Nekateri jasne linearne odvisnosti ne zaznajo (Saxe in sod., 1984), drugi pa jo (Brecher in
sod., 1982, Rao in sod.,1997, Bubnic in Keating, 2002, Colvin in sod., 2004). Na milijon
presajenih celic naj bi dosegli od 0,17 % do 0,27 % ali celo do 0,52 % vsaditev.

Odvisnosti vsaditve od koli¢ine presajenih celic so se posvetili Colvin in sod. (2004), ki so
skuSali natancno dolociti koeficient korelacije. S tem namenom so trem sevom misSi
(BALB/c, C57/BLK in DBA/2) dolo¢ili Stevilo celic v celotnem kostnem mozgu
(preglednica 2.2.2.1). S postopkom trenja so dolocili Stevilo celic v hrbtenici, lobanji,
rebrih, stegnenicah, golenicah in Crevnicah ter ostalih kosteh (slika 2.2.2.1). Pri sevu
BALB/c so ugotovili, da ima samica povprecno 556 milijonov celic KM in samec
povprecno 450 milijonov celic KM. Ugotovili so tudi, da je ve¢ kot polovica celic KM v
vretencih.

Preglednica 2.2.2.1: Celokupno $tevilo celic KM pri razlicnih sevih misi, starosti 8 tednov (Colvin in sod.,
2004, tabela 1, str. 578)

Starost Stand. napaka

Sev Spol (tednov) Stevilo Stevilo celic aritmeticne sredine
BALB/c Zenski 8 5 566 x 10° 73 x 10°
BALB/c moski 8 5 450 x 10° 58x 10°

C57/BLK moski 8 5 466 x 10° 48 x 10°
DBA/2 moski 8 5 284 x 10° 34x 10°

rebra - 8 % ¢revnici -7 %

Al

nadlahtnici- 5 %

hrbtenica - 52 %

Slika 2.2.2.1: Odstotek celokupnega Stevila celic KM, izoliranih iz posameznih kosti (prirejeno po Colvin in
sod., 2004, slika 1, str. 577).

Colvin je s sodelavci izraunal, kolikSna naj bi bila teoreticna vsaditev pri nekondi-
cioniranem prejemniku po presaditvi 40 milijonov celic. Pri modelu izmenjave KM (angl.
replacement model) naj bi darovalCeve celice KM izpodrinile celice prejemnika, pri
modelu obogatitve (angl. augmentation model) pa naj bi celice povecale Stevilo celic v KM
(slika 2.2.4). Ob predpostavki, da je povprec¢no Stevilo celic KM 530 milijonov celic, so
teoreti¢no izracunali, da bi pri prvem modelu lahko dosegli 7,5 % vsaditev ter pri drugem
7 % vsaditev. Ko so preucili 72 nekondicioniranih samic, ki so prejele 40 milijonov celic,
so pri 8 tednih po presaditvi dobili 6,91 + 0,4 %.
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Model izmenjave celic kostnega mozga
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Slika 2.2.2.2: Celice darovalca izpodrinejo celice prejemnika ali pa zasedejo prazne niSe (prirejeno po
Stewart in sod., 1993, str. 2570, slika 4)

Ker so Ramshaw in sod. (1995) po presaditvi 200 milijonov celic ter Blomberg in sod.
(1998) po presaditvi 800 milijonov celic ugotovili, da se ni povecalo skupno Stevilo celic
KM, niti ne Stevilo progenitorskih celic, Colvin in sod. (2004) sklepajo, da je pravi model
po vsej verjetnosti model izmenjave, ne pa dodajanja oz. obogatitve, in da mati¢ne celice
na nek nacin tekmujejo za svoj prostor v KM.

2.2.3 Pri presaditvah uporabljajo predvsem izbrane (sortirane) celice

V zgoraj omenjenih raziskavah so vecinoma presajali vse celice iz KM (vse celice, ki so jih
dobili s postopkom spiranja ali trenja kosti, torej jedrne celice in eritrocite), medtem ko so
z razvojem metodologij vedno boljSega loCevanja (sortiranja) celic avtorji presli na
presajanje le izbranih celic. Z razvojem pretocne citometrije in monoklonskih protiteles
vedno bolj uspesno prepoznavajo in locujejo KMC, saj imajo celice na povrSini specificne
molekule.

Ceprav ne kaze, da bi obstajal en sam oznaGevalec, ki bi lahko logil KMC od ostalih
krvotvornih celic, se lahko KMC locuje z multiparametri¢no pretocno citometrijo. Razvili
so kombinacije razli¢nih protiteles, s katerimi Zelijo pridobiti predvsem dolgotrajne,
veclinijske KMC (Challen in sod., 2008). Pri miSih skoraj vse vsebujejo pozitivno
selekcijo za oznacevalce c-Kit in Sca-1 ter negativno selekcijo za oznacevalce zrelih
krvotvornih celi¢nih linij. Oznacevalci za pozitivno selekcijo so obi¢ajno B220 za
limfocite B, CD4 in CD8 za limfocite T, Mac-1 za micloi¢ne celice, Ter-119 za eritrocite
itd. (Bersenev, 2009). Omenjeno selekcijo oznadevalcev oznatujemo kot c-Kit'Lin'Sca”
(KLS”) in z njo pridobimo krvotvorne mati¢ne in progenitorske celice.

Za boljSo vsaditev celic raziskovalci neredko v presadek dodajajo Se nerazporejene celice
KM, saj te izboljsajo odstotek vsaditve. Pri neobsevani singenski presaditvi so poleg
mati¢nih celic potrebne tudi celice »nematiéne populacije, ki omogocajo vsaditev«

> Pogosto se uporablja tudi kratica LSK.
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(Nilsson in sod., 2007). Ena od njih so osteoblasti, progenitorske celice kosti (EI-Badri in
sod., 1998).
Pri ¢loveku za lo¢evanje KMC uporabljamo druge oznacevalce (slika 2.2.3.1).

Scallo

cKitlo
Flt3+ @_.,, ‘ limfociti T
CI:I:LET-I/
Scalhi 3 23
cKithi —- —a limfociti B
CD34- CD34- Flit3+ /

CD1504 CDL504 Co127+ " i
CD48-  CD4B- CD34- naravne celice ubijalke

Chdl- CDAl-  cD1s0+

Flt3- Flt3- Cod1- dendritske celice
CD4%90 lo CO49b hi FlEs+
Dlﬁﬂ2h| .
. e coaum menociti
Scal-

CD3d+ - ‘ -
CD150- |= g ' granulociti
Flta+ /
cmam\ B . -
CD3alnt .--' * eritrociti
5cal-
Cgéi.fflilu megakariociti/trombociti
* Scal-
Lin- Scal+ cKit+ Lin- cKit+ Lin+
a limfociti T
limfociti B

naravne celice ubijalke

/ =8 Q

CO45RA- CO45RA-
CO90+ CDg0- dendritske celice
CO49F+ CD49f
' S CD-HSRA+ it
C0135+ moenodt
CcOD10-
CD7- "
/ granulociti

CO45R4- 2 s
CO135+ eritrociti
col
CD7- megakariociti/trombociti
Lin- CD344 CD38- Lin- CO3d+ CO38+ Lin+

Slika 2.2.3.1: Locevanje celic KM s pomocjo razli¢nih oznacevalcev pri misih in ¢loveku. Znak minus (-)
pomeni negativno selekcijo, znak plus (+) pomeni pozitivno selekcijo (prirejeno po Doulatov in sod., 2012,
str. 124, sl. 2).

2.2.4 Uspesnost presaditev

Koliksen je odstotek himerizma pri neobsevanih misih, ki ga lahko ocenimo kot uspesnega,
ni najbolj jasno, saj so raziskovalci razlicno uspeSni oz. neuspesni pri doseganju
ugnezditve, pritrditve in vsaditve celic KM. Stevilne raziskave so pokazale, da je uspesnost
vsaditve vecja pri obsevanih prejemnikih (Heazlewood in sod., 2014), medtem ko so
Hendrikx in sod. (1996) pokazali, da je ugnezditev v KM neobsevanih prejemnikov
2,5-krat vec¢ja kot v KM obsevanih. Zaradi tovrstnih zelo raznolikih rezultatov je uspesnost
presaditev tezko definirati oz. doloc€iti. Ugnezditev, pritrditev in vsaditev je potrebno
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ocenjevati individualno, dobljenih rezultatov pa se ne da posplosevati (Heazlewood in sod.,
2014), saj se pri izvedbi presaditev razli¢nih $tudij razlikujejo sevi misi, vrsta uporabljenih
celic v presadku (vse celice KM, enojedrne celice, sortirane KMC, ...), naini postopka
izolacije celic, prisotnost kondicioniranja, nacini detekcije celic darovalca itd., zato je
rezultate tezko primerjati med seboj.

V mnogih primerih je pri nekondicioniranih prejemnikih lahko opaziti zelo skromno
vsaditev, kar nekateri razlagajo kot neuspe$ne nekondicionirane presaditve (Bubnic in
Keating, 2002). Kljub temu, da dosegajo nizke ali celo neznane vsaditve, nekateri
spremljajo ucinke presaditev KM na prejemnike. Selesinemi in sod. (2009) so, na primer,
preucevali uspesnost vpliva presaditve KM na rodnost misi. Presadili so 15—30 milijonov
enojedrnih celic in po 2 do 4 tednih zaznali 0,8 + 0.2 % himerizem, ¢e pa so omenjeno
dozo presadili 15-krat (enkrat mesec¢no), so v KM zaznali 7,6 + 1.3 % himerizem. Kljub
nizkemu himerizmu so dokazali pozitiven vpliv presajenih celic na rodnost, saj se je
povecala starost prejemnic, ko so Se kotile, poleg tega pa se je zelo povecalo prezivetje
mladicev, ki so jih skotile stare miSi. Podobno so Kovina in sod. (2013) s presaditvami KM
uspeli doseci podaljsanje zivljenjske dobe prejemnic, pri tem pa himerizma niso dolocili.

Sadelain in Wegmann sta leta 1989 preucevala, kaj se zgodi s celicami darovalca v
primerih, ko je presaditev celic KM v nekondicionirane prejemnike neuspeSna. Presadila
sta 15 milijonov jedrnih celic brez limfocitov T in spremljala vsaditev mieloi¢ne
progenitorske celice granulocitno-monocitne vrste (CFU-GM). Sama presaditev ni vodila v
himerizem, ki bi ga lahko zaznali, ko pa so po 5, 10, 15 ali 32 dneh s specificnimi
monoklonskimi protitelesi uni€ili gostiteljeve celice v KM, je to vodilo v skoraj popolni
himerizem. S temi rezultati sta podprla idejo, da so po presaditvi v nekondicioniranem
gostiteljevem KM prisotne primitivne mati¢ne celice darovalca, a se ne mnozijo ali
diferencirajo (Sadelain in Wegmann, 1989). DarovalCeve celice torej ostanejo v gostitelju
kot nekaks$na rezerva, ki jo organizem lahko po potrebi uporabi (Bubnic in Keating, 2002).

2.2.5 Metode zaznavanja celic darovalca pri prejemniku

Raziskovalci za spremljanje celic darovalca v prejemnikih uporabljajo raznolike nacine
detekcije, ki so povezani s trajanjem poskusa, zahtevnostjo spremljanja, stroski in
razvojem same tehnologije na splosno. Skupina Quesenberryja, ki je bila na prehodu
stoletja pri doseganju himerizma v neobsevanih prejemnicah najuspesnejsa, je za doloCanje
prisotnosti Y-kromosoma moskih darovalcev presajenih v Zenske prejemnice uporabljala
metodo prenosa po Southernu in metodo fluorescencne hibridizacije in sifu, FISH, pri
¢emer so uporabili hibridizacijski sondi cDNA pY2 in IL-3 (Stewart in sod., 1993,
Ramshaw in sod., 1995a in 1995b, Nilsson in sod., 1997a in 1997b, Rao in sod., 1997,
Blomberg in sod., 1998, Nilsson in sod., 1999). Danes je za doloCanje Y-kromosoma bolj
primerna metoda PCR v realnem casu, ki je specificna in natan¢na (Peters in sod., 2002,
An in Kang, 2013).

Slika 2.2.5.1 prikazuje primerjavo modelov presaditve KMC moskih darovalcev v

obsevane in neobsevane prejemnice. Pri obsevanih prejemnicah (ki imajo uniceni svoj
KM) presaditev darovaléevih celic KM vodi v obnovitev celi¢nih linij krvi in limfe. Po
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okoli 21 dneh je celoten KM prejemnic darovalCevega izvora. Pri neobsevanih misih
presajene celice darovalca po modelu izmenjave v prejemnicah tekmujejo za svoj prostor.
Vsaditev celic vodi v meSani himerizem, ki pa ga lahko zaznamo le, ¢e je bilo presajenih
dovolj veliko stevilo celic KM in z njimi KMC ter z dovolj natan¢no metodo (kot je PCR v
realnem Casu).

§t. presajenih KMC Vsaditev
obsevan KM
s
-4 ta
- - - -
/ 100 % daroval.c. =
¥

N normalen KM

- -
daroval.c.
ne zaznamo

obsevan KM

* —iee 100
v = -: . - s F
* ) 100 % daroval.c.
S -

1000~ *

N normalen KM
L . 4% x
s . S
,1,5“'" daroval.c. ._ §
e g

&% zaznamo (2 %)

Slika 2.2.5.1: Primerjava modelov neobsevanih in obsevanih prejemnikov glede na zmoznost zaznave
(prirejeno po Rao in sod., 1997, str. 120, sl. 6).

Za dolocanje himerizma v prejemnikih se pogosto uporablja kongenske misje seve CD45.1
in CD45.2 pri miSih C57BL/6, ki se razlikujejo v alelu CD45; celice darovalca se od
prejemnika locuje s pretocno citometrijo (Heazlewood in sod., 2014). Za spremljanje s
pretocno citometrijo uporabljajo tudi transgenske misje seve, kot so misi, ki izrazajo zeleni
fluorescirajo¢i protein (GFP, angl. green fluorescent protein) in rde¢i fluorescirajoci
protein (RFP, angl. red fluorescent protein).

Kadar spremljajo ugnezditev v krajsSem ¢asovnem obdobju pa lahko darovane (presajene)
celice obarvajo s fluorescencnimi barvili, kot so PKH26, CM-Dil, DiD, CFSE in BrdU
(Lanzkron in sod., 1999, Colvin in sod., 2007, Jang in sod., 2011, Hu in sod., 2011, Ude in
sod., 2012, Progatzky in sod., 2013, Xiao in sod., 2014).

2.2.6 Metode izolacije celic KM iz kosti

V raziskavah, opravljenih v prejSnjem stoletju, so celice KM vefinoma pridobili s
spiranjem kosti (Rao in sod., 1997, Blomberg in sod., 1998, Nilsson in sod., 1999 idr.).
Sele po objavi Colvina in sod. leta 2004, da je spiranje KM manj uéinkovito kot trenje
kosti, saj s spiranjem v KM Se vedno ostane priblizno 9 % celic poleg endosta, se je za
postopek pridobivanja celic KM s trenjem kosti odlo¢alo vedno ve¢ raziskovalcev (Lo
Celso in Scadden, 2007, Benton, 2009, Kovina in sod., 2013). Eden od nezanemarljivih
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razlogov je tudi ta, da pri postopkih trenja kosti raziskovalci lahko prihranijo tako pri
Stevilu uporabljenih misi, kot pri ¢asu in denarju (Colvin in sod., 2004).

Haylock in sod. (2007) so primerjali maticne celice miSi, pridobljene s spiranjem, in
mati¢ne celice pridobljene s trenjem kosti po spiranju, ter ugotovili, da imajo mati¢ne
celice KM izolirane iz regije endosta 1,8-krat vecji potencial za proliferacijo, se po
presaditvi dvakrat bolje ugnezdijo v KM in imajo boljsi dolgoro¢ni krvotvorni potencial.
To v nacelu pomeni, da je trenje boljsi nacin za pridobivanje MC.

2.2.7 Doloditev Stevila celic KM za presaditev

Pri presaditvah, ki potekajo pri zdravljenju ¢loveka, je priporocena koli¢ina KMC (pri
&loveku so to celice CD34") v presadku pri alogenski presaditvi > 2 x 10° CD34+ celic/kg
telesne teZe, a veina transplantacijskih centrov zahteva vsaj 4 x 10° CD34+ celic/kg.
Priporogena koli¢ina KMC pri avtologni presaditvi je 2,5 x 10°do 5 x 10°/ kg telesne teze
(ZTM, 2014a).

Pri preraCunu doz za potrebe morebitnih bodocih avtolognih presaditev pri Cloveku
40 x 10° (0z. 120 x 10°%) celic KM presajenih pri misih sovpada s 14 x 10° (oz. 42 x 10°)
KMC pri ¢loveku®. Pri postopkih citafereze so pri zdravih darovalcih mobilizirali
povprecno 279 x 10° KMC (dr. Primoz Rozman, marec 2014, neobjavljeno), kar pomeni,
da se z eno aferezo pridobi dovolj celic za ve¢ doz.

% Med 10.000 celicami KM je ena KMC. 40 x 10° celic KM pri misih torej vsebuje 4000 KMC. Povpreten
¢lovek ima 70 kg, kar je 3500-krat ve¢ od misi. 4000 KMC krat 3500 je 14 x 10°KMC.
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3 CILJI RAZISKAVE

Prvi del raziskave je bil namenjen dolocitvi najprimernejSe metode za izolacijo celic KM iz
misjih darovalcev, s katero bi pripravili presadek s ¢im vec¢jim Stevilom viabilnih KMC.
Pri tem smo spremljali, kaksni so ucinki razli¢nih postopkov izolacije, shranjevanja,
barvanja, lize eritrocitov, uporabe razlicnih medijev ipd. na uspeSnost priprave dobrega
presadka.

Drugi del raziskave je bil namenjen presaditvi izoliranih celic KM misjih darovalcev v
misje prejemnice, ki pred presaditvijo niso bile podvrzene mieloablativnim postopkom, in
spremljanju uspesnosti vsaditve celic v KM (angl. engraftment). Zeleli smo ugotoviti ali

zaporedna presaditev celic KM poveca vsaditev presajenih celic, torej vodi v vecji
himerizem.

4 HIPOTEZE

1. S postopkom trenja kosti misjih darovalcev pridobimo vecje Stevilo celic kostnega
mozga kot s postopkom spiranja kosti.

2. S presaditvijo 40-ih milijonov celic KM misjih darovalcev dosezemo 7 % himerizem v
KM neobsevanih misjih prejemnic.

3. S tremi zaporednimi presaditvami dosezemo vecji himerizem kot z eno presaditvijo.

4. Najvec darovalCevih celic se v prejemnicah vsadi v KM, manj v ostala tkiva.
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5 MATERIAL IN METODE

Delo je potekalo na misih BALB/c z dovoljenjem Uprave RS za varno hrano, veterinarstvo
in varstvo rastlin v okviru projekta »Presaditev kostnega mozga pri heterohronem misjem
modelu« na Zavodu RS za transfuzijsko medicino. Pri projektu so z zivalmi rokovale
izklju¢no zaposlene osebe, ki imajo dovoljenje za izvajanje poskusov na zivalih. V okviru
te diplomske naloge je delo potekalo na tkivih nezivih Zivali z namenom priprave celi¢nih
suspenzij za presaditev kostnega mozga in za dolocitev uspesnosti presaditve.

Pri naSem raziskovalnem delu smo z namenom c¢im vecje tkivne skladnosti uporabili
singenske miSi BALB/c (AnNCitl), ki naj bi imele v sploSnem zaradi sokrvnosti MHC
skoraj identi¢en. Ker smo presajali celice KM darovalcev mosSkega spola v prejemnice
zenskega spola, je pomemben podatek tudi ta, da je bil sev uporabljenih misi z MHC
haplotipom H2Y. Za slednji haplotip se je pri raziskavah odlocilo ze ve¢ avtorjev, med
njimi Nilsson in sod. (1997a, 1997b, 1999) ter Bubnic in Keating (2002), predvsem na
podlagi objav Fierza s sod. (1982) ter Silvers in Wachtel (1977), ker naj bi imele misi H2¢
zanemarljivo majhno imunoreaktivnost za antigen H-Y (z Y-kromosomom povezana
histokompatibilnost).

5.1 DOLOCITEV NAJPRIMERNEJSE METODE ZA 1ZOLACIJO CELIC
KOSTNEGA MOZGA

Na podlagi preteklih raziskav smo se odlocili, da bomo pridobili celice KM na dva nacina:
prvi je s spiranjem kosti in drugi s trenjem kosti. Pri postopku spiranja kosti smo
pri¢akovali, da bomo pridobili med 50 in 80 milijoni celic KM, morda celo 110 milijonov
(izracunano po rezultatih Colvina in sod., 2004), medtem ko smo pri trenju kosti
pricakovali ve¢, in sicer med 300 in 400 milijoni celic KM (prav tako po rezultatih,
pridobljenih pri misih BALB/c, Colvina in sod., 2004).

Pri primerjavi obeh metod nas ni zanimalo le Stevilo pridobljenih celic, temvec tudi
kakovost pripravka. Po pregledu literature, ¢lankov, objavljenih protokolov in izkuSenj
raziskovalcev na medmrezju, smo sestavili dva postopka, v katerih smo zdruzili izkuSnje
mnogih avtorjev.
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5.1.1 METODA SPIRANJA KOSTI

Protokol je povzet po Ramkumar in sod. (2013), vkljuene so spremembe po avtorjih Lo
Celso in Scadden (2007), McGarry (2014), Madaan (2014) ter Duran-Struuck in Dysko
(2009).

Material:

a) medij za pridobitev KM (RPMI+): e) sterilna rezila (2 kosa), Skarje (2 kosa) in
- RPMI-1640 z dodanim 25 mM HEPES pincete (2 kosa ukrivljenih in ene ravna)
(pH 7,0 — 7,5) in L-glutaminom f) 5 ml-brizgalke z iglami (inzulinke in

(300 mg/1) (PAA) 18G igle)
- ImM EDTA (0,5 M EDTA Gibco g) sterilna gaza
UltraPure, pH = 8) h) sterilna podlaga
- 2% FBS (fetalni goveji serum) 1) petrijevke (60 mm) in centrifugirke
- 1X PenStrep (penicilin (100 E/ml) + (50 ml)
streptomicin (100 pg)) (PenStrep Gibco  j) Pasteurjeve pipete
—10.000 E/ml penicilina in k) 40 um-najlonska sita (Falcon)
10.000 pg/ml streptomicina) 1) pipete in konice za pipete s filtrom

- heparin (10E/ml) (Braun — 5.000 E/ml) m) centrifuga s hlajenjem
b) PBS in PBS+ (PBS + 2% FBS + heparin  n) kadicka z ledom
(10 E/ml)) 0) brezprasna komora (laminarij)
c¢) 70% etanol
d) razkuZilo Asepsol (5% raztopina)

Priprava medijev:
a) Recept za pripravo 300 ml RPMI+:
290 ml RPMI-1640 s HEPES in L-glutaminom
- 6 ml FBS
- 3 ml PenStrep
- 0,6 ml heparina
- 0,6 ml EDTA

b) Recept za pripravo 200 ml PBS+:
- 195,6 ml PBS
- 4mlFBS
- 0,4 ml heparin (10 E/ml)

Delo je potekalo v brezpras$ni komori. Vse uporabljene raztopine in orodje je bilo sterilno.
Medije, ki smo jih uporabljali med postopkom, smo postavili v kadicko z ledom. Tudi
petrijevke, v katere smo polagali kosti, smo postavili na led.

Postopek:

1. Evtanazirane mi$i smo za 5 minut potopili v 5 % raztopino Asepsol. Za tem smo jih
polozili na sterilno podlago. Ves c¢as ekstrakcije smo vse dobro razkuzevali z
alkoholom.
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KoZo smo zarezali na hrbtnem delu in jo s prsti povlekli narazen navzgor in navzdol.
Skarje in pinceto, ki smo ju uporabili za rezanje koZe, smo nato zavrgli in pri
nadaljnjem delu uporabili svez komplet.

Z rezi smo odstranili glavnih 6 kosti: po dve golenici (fibia), stegnenici (femur) in
nadlahtnici (humerus).

Golenico smo odstranili tako, da smo zarezali v vezivno tkivo nad kolenom in v
miSice pod kolenom. Za tem smo zarezali skozi koleno, locili golenico in jo nato Se
potegnili ven iz koze. Pri odstranjevanju smo bili previdni, da nismo polomili kosti.

S Skarjami smo nato locili Se stopalo od golenice in odstranili miSice. Golenico smo
postavili v RPMI+ na ledu.

Stegnenico smo odstranili tako, da smo prerezali miSice ter jih postrgali stran.
Izpahnili smo jo iz sklepa ter polozili v medij.

Na enak nacin smo izrezali §e obe nadlahtnici.

Odstranjene kosti, ki so se jih Se drzale miSice in vezivo, smo polozili v petrijevko na
ledu, ki je vsebovala mrzel medij za pridobitev KM, da se je tkivo zmehcalo.

Pripravili smo sveze rezilo (skalpel).

. Vsako kost posebej smo prijeli s pinceto in jo na sterilni podlagi ocistili miSi¢nega in

vezivnega tkiva.

Kosti smo ocistili z vleCenjem misSic stran in jih obrisali z gazo ter jih polozili nazaj v
RPMI+. Videz kosti po ¢iS¢enju prikazuje slika 5.1.1.1 (levo).

Ko smo vse kosti o€istili, smo jih za 2 minuti namocili v 70 % etanol.

Kosti smo nato prenesli v PBS, s ¢imer smo sprali etanol. Za tem smo jih postavili v
petrijevko z medijem za pridobitev KM.

SPIRANIJE: Pripravili smo vse potrebno za postopek spiranja kosti: 50 ml-centri-
fugirko smo postavili na led in odprli pokrovcek. Inzulinko smo napolnili z medijem
za pridobitev KM.

Spodnjo stran petrijevke z mrzlim medijem za pridobitev KM in kostmi smo uporabili
kot podlago in kosti odrezali na obeh koncih, da smo z obeh strani dobili odprtini s
kostnim mozgom. Kosti smo odrezali z ostrimi Skarjami ali s skalpelom (slednje je
bilo boljse).

S pinceto smo drzali eno od kosti in z iglo z vrha izprali KM iz kosti (slika 5.1.1.1,
desno). Postopek smo veckrat ponovili na vseh kosteh, z obeh strani.

Izpiranje smo ponavljali, dokler kosti niso postale skoraj popolnoma bele. Iglo smo
morali obicajno zavrtali v kost, da smo prisli do sredice. Pri tem smo kost drzali z
ravno pinceto.

Ko smo izprali ves KM, smo inzulinko zamenjali z brizgalko z iglo velikosti 18G. Ker
je KM v vecjih skupkih, smo to brizgalko uporabili, da smo skoznjo veckrat potegnili
celice, da je nastala enakomerna celi¢na suspenzija.

Enakomerno celicno suspenzijo smo nato prefiltrirali skozi 40 pm-najlonsko sito v
50 ml-centrifugirko. Pred filtriranjem smo namocili mrezo sita.

Po filtraciji smo dolili PBS+ s heparinom do skupnega volumna 40 ml ter pri tem
sprali $e sito (in polozili na led).

Centrifugirali smo 5 minut pri 400xg, pri 4 °C. Supernatant smo ostranili in celice
resuspendirali v primerni koli¢ini medija za nadaljnje delo (v nasem primeru v 2 ml
PBS+).

Medij s celicami smo dobro premesali in odstranili alikvot za Stetje celic. Ostale celice
smo postavili v ledeno kopel.
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M v

Slika 5.1.1.1: Videz kosti po ¢is€enju (levo). Spiranje kostnega mozga iz kosti (desno; foto: Mojca Jez).
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5.1.2 METODA TRENJA KOSTI

Protokol je povzet po Ramkumar in sod. (2013), vkljuene so spremembe po avtorjih Lo
Celso in Scadden (2007), McGarry (2014), Madaan (2014), Haylock in sod. (2007),
Benton (2009) ter Duran-Struuck in Dysko (2009).

Material:

a) medij za pridobitev KM (RPMI+): e) sterilna gaza

- RPMI-1640 z dodanim 25 mM HEPES f) steriliziran terilnik in pestilo
(pH 7,0 — 7,5) in L-glutaminom (300 g) PBS in PBS+ (PBS + 2% FBS + heparin
mg/l) (PAA) (10 E/ml))

-1 mM EDTA (0,5 M EDTA Gibco h) encimski pripravek kolagenaze
UltraPure, pH = 8) (200 E/ml) in dispaze (0,6 E/ml) — po

- 2% FBS (fetalni goveji serum) navodilih proizvajalca Gibco

- 1X PenStrep (penicilin (100 E/ml) + 1) petrijevke (60 mm) in centrifugirke
streptomicin (100 pg)) (PenStrep Gibco (50 ml)
—10.000 E/ml penicilina in J) 40 um-najlonska sita (Falcon)
10.000 pg/ml streptomicina) k) Pasteurjeve pipete

- heparin (10E/ml) (Braun — 5.000 E/ml) 1) pipete in konice za pipete s filtrom

b) 70% etanol m)centrifuga s hlajenjem

c¢) razkuZilo Asepsol (5% raztopina) n) brezpraSna komora

d) sterilna rezila (2 kosa), skarje (2 kosa) in o) kadicka z ledom
pincete (2 kosa ukrivljenih in ene ravna)

Delo je potekalo v brezprasni komori. Vse uporabljene raztopine in orodje je bilo sterilno.
Medije, ki smo jih uporabljali med postopkom, smo postavili v kadicko z ledom. Tudi
petrijevke, v katere smo dajali kosti, smo postavili na led.

Postopek:

1. Evtanazirane mis$i smo za 5 minut potopili v 5% raztopino Asepsol. Za tem smo jih
polozili na sterilno podlago. Ves cas ekstrakcije smo vse zelo dobro razkuzevali z
alkoholom.

2. Kozo smo zarezali na hrbtnem delu in jo s prsti povlekli narazen navzgor in navzdol.
Skarje in pinceto, ki smo ju uporabili za rezanje koZe, smo nato zavrgli in pri
nadaljnjem delu uporabili svez komplet.

3. Z rezi smo odstranili glavne kosti: po dve golenici (tibia), stegnenici (femur),
nadlahtnici (humerus) in Crevnici (ilium).

4. Golenico smo odstranili tako, da smo zarezali v vezivno tkivo nad kolenom in v
miSice pod kolenom. Za tem smo zarezali skozi koleno, locili golenico in jo nato Se
potegnili ven iz koze. Pri odstranjevanju smo bili previdni, da nismo polomili kosti.

5. S Skarjami smo nato od golenice locili Se stopalo in odstranili miSice. Kost smo
postavili v RPMI+ na ledu.

6. Stegnenico smo odstranili tako, da smo prerezali miSice ter jih postrgali stran.
Izpahnili smo ga iz sklepa ter polozili v medij.

7. Na enak nacin smo izrezali Se obe nadlahtnici in obe ¢revnici.
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Odstranjene kosti, ki so se jih Se drzale miSice in vezivo, smo za 5 minut polozili v 60
mm petrijevko na ledu, ki vsebuje mrzel medij za pridobitev KM, da se je tkivo
zmehcalo.

Za odstranitev hrbtenice smo odrezali rep in nato rezali ob hrbtenici spodaj, levo in
desno, pri cemer smo pazili, da nismo zarezali v peritone;.

Pripravili smo sveze rezilo (skalpel).

Vsako odstranjeno kost posebej smo prijeli s pinceto in jo na sterilni podlagi ocistili
miSi¢nega in vezivnega tkiva. Tudi hrbtenico smo dobro o€istili, jo na Sirih mestih
prerezali in s pomocjo igle odstranili tudi hrbtenjaco.

Vse kosti smo obrisali z gazo in jih polozili nazaj v RPMI+. Videz kosti po ¢iS¢enju
prikazuje slika 5.1.1.1 (levo).

Ociscene kosti smo za 2 minuti namocili v 70 % etanolu.

Kosti smo nato prenesli v PBS, s Cimer smo sprali etanol ter jih postavili v petrijevko z
medijem za pridobitev KM.

TRENIJE: Ociscene kosti smo prenesli v sterilni terilnik, ki vsebuje nekaj ml medija za
pridobitev KM (obi¢ajno za kosti ene miske porabimo 6 ml medija).

S tolkacem smo strli kosti v fragmente. Najprej smo strli kosti (golenici, stegnenici,
nadlahtnici in €revnici) in nato hrbtenico. Trli smo, dokler se je sliSalo »Skrtanje«, bili
smo pozorni, da kosti nismo strli v fin prah.

Po trenju smo s pipeto suspenzijo vbrizgavali in izbrizgavali, s tem premesali celice in
jih odpipetirali skozi 40 um-najlonsko sito v 50 ml-centrifugirko. Pred filtriranjem
smo mrezo sita omocili z medijem.

Kostem, ki so ostale v terilniku smo ponovno dodali medij in ponovili trenje, celice
premesali s pipeto in jih odpipetirali skozi 40 pm-najlonsko sito v centrifugirko. Kosti,
ki ostanejo, so po trenju zelo svetle (slika 5.1.2.1, desno).

Enak postopek smo ponovili pri trenju hrbtenice.

Po filtraciji smo dolili PBS+ do skupnega volumna 40 ml in s tem tudi sprali celice s
filtra.

Celi¢no suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 400xg, pri 4 °C.

Supernatant smo ostranili in s centrifugirkami podrgnili po nosilcu, preden smo dolili
primeren medij (s tem naj bi preprecili nastanek strdkov).

Celice smo nato resuspendirali v 2 ml PBS+ in postavili na ledeno kopel.

ENCIMSKA RAZGRADNIJA: Kosti, ki so ostale po trenju, smo prenesli v centri-
fugirko in dodali 1 ml encimske raztopine na 3 kosti (priblizno 6 ml na kosti ene misi).
Kosti so bile prekrite z raztopino.

Centrifugirko s kostmi in raztopino smo redno pretresali medtem, ko so bile kosti v
inkubatorju 5 minut pri 37 °C.

Po inkubaciji smo dodali 15 ml PBS in energi¢no stresali 15 sekund. Supernatant smo
prefiltrirali skozi 40 pum-najlonsko sito v novo centrifugirko.

Postopek smo ponovili, v centrifugirko s kostmi dodali 15 ml PBS, energi¢no stresali
15 sekund in prefiltrirali skozi 40 um-najlonsko sito v isto centrifugirko kot pre;.
Kosti, ki so ostale, so bile popolnoma bele.

Celi¢no suspenzijo smo centrifugirali 5 minut na 400 xg, pri 4 °C.

Supernatant smo odstranili in dolili 2 ml PBS+ s heparinom ter celice postavili v
ledeno kopel.
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Slika 5.1.2.1: Trenje kosti s pestilom v terilniku (levo). Po trenju ostanejo delci kosti, ki so zelo svetli
(desno).

5.2 STETJE CELIC

5.2.1 Stetje celic s hemocitometrom

Material:

a) nigrozin

b) PBS

¢) hemocitometer

d) mikroskop

e) pipete in konice pipet

f) epice

Postopek:

1. Suspenziji celic (100 pl) smo dodali nigrozin (300 pl).

2. Ker so bile pri 1:4 redCenju celice pregoste, smo vzeli 25 pl te mesanice in ji dodali
225 ul nigrozina ali PBS.

3. S pipeto smo dobro premesSali suspenzijo in po 10 pl te meSanice dali v
hemo,Ocitometer. Tudi pred vsakim redcenjem smo celicno suspenzijo vedno dobro
premesali.

4. Presteli smo zive in mrtve celice v mrezi pod mikroskopom (v $tirih kvadratih, dvakrat
ponovili Stetje).

5. Izracunali smo koncentracijo in skupno Stevilo zivih celic:

St.celic/ml v hemocitometru = povpretno §t.zivih celic v kvadratih * 10* ... (5.2.1.1)

St.celic/ml v epruveti = §t.celic/ml v hemocitometru * koli¢ina redéenja ... (5.2.1.2)

Skupno $t. Zivih celic v epruveti = §t.celic/ml v epruveti * $t.ml izol.celitne susp. ... (5.2.1.3)

Viabilnost (%) = St.zivih celic/$t.vseh celic * 100 ... (5.2.14)
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5.2.2 Avtomatizirano Stetje celic z Vi-CELL XR

Material:
a) avtomatska naprava Vi-CELL XR, podjetja Beckman Coulter
b) PBS

¢) merilne kivete za Vi-CELL
d) pipete in konice za pipete

Postopek:

1. 'V merilno kiveto smo razred¢ili 100 pl celi¢ne suspenzije s 400 pul PBS (lahko smo
redc¢ili tudi bolj, kar je bilo odvisno od gostote celi¢nega pripravka). Postavili smo jo v
nosilec in nadaljevali po navodilih proizvajalca Vi-CELL.

2. Pridobljene rezultate smo zapisali in shranili na disk racunalnika.
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Slika 5.2.2.1: Zajeta slika zaslona pri Stetju celic in dolo¢anju viabilnosti z napravo Vi-CELL XR.

Operstor

5.3 OPAZOVANJE CELIC Z MIKROSKOPIJO

Vsako pridobljeno celi¢no suspenzijo smo si ogledali tudi pod mikroskopom, da bi videli
splosno strukturo presadka, ali so v pripravku prisotni skupki celic, koscki kosti ali drugih
tkiv ipd.

Pripravili smo preparate in si jih ogledali pod invertnim mikroskopom Nikon ECLIPSE

Ti-S ter pri tem uporabili raCunalniski program NiS-Elements D. Posnetke smo shranili na
disk raCunalnika.

5.4 ZAMRZOVANJE CELIC
Zanimalo nas je, ali bi lahko izolirane celice KM shranili v teko¢em dusiku in jih za

namene presaditve uporabili kasneje. Celice smo zamrznili in jih ¢ez nekaj dni odmrznili
ter preverili njihovo prezivetje.
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5.4.1 Zamrzovanje

Material:

a) medij za zamrzovanje: 10 % DMSO, 45 % FBS in 45 % RPMI-1640

b) ampula za zamrzovanje

c) centrifugirke

d) posodica z vodo (37 °C)

e) pipete in konice za pipete s filtri

Postopek:

1. Celice smo najprej centrifugirali in odstranili supernatant ter dodali 1 ml medija za
zamrzovanje, s katerim smo jih tudi resuspendirali. Suspenzijo celic smo prenesli v
ampulo za zamrzovanje.

2. Celice smo najprej za 24 ur zamrznili pri -70 °C, nato smo jih prenesli v posodo s

teko¢im dusikom.

5.4.2 Odmrzovanje

Material:

RPMI+ (RPMI-1640 z dodanim 25 mM HEPES (pH 7,0 — 7,5) in L-glutaminom (300
mg/l), 1 mM EDTA, 2 % FBS (fetalni goveji serum), 1X PenStrep (penicilin (100
E/ml) + streptomicin (100 ug)) in heparin (10E/ml))

PBS+ (PBS + 2 % FBS + heparin (10 E/ml))

40 um-najlonsko sito (Falcon)

d) centrifugirke (15 ml)

e) posodica z vodo (37 °C)

f) Pasteurjeve pipete

g) hemocitometer

Postopek:

1. Pred odmrzovanjem smo pripravili brezprasno komoro in ves material. Priblizno 30 ml
RPMI+ smo segreli na 37 °C. V brezprasni komori smo postavili toliko 15 ml-
centrifugirk, kolikor je bilo ampul z zmrznjenimi celicami. V te centrifugirke smo
odpipetirali po 7 ml prej segretega RPMI+.

2. Ko smo celice vzeli iz tekoCega duSika, smo ampule polozili v vodo s temperaturo
37 °C. Pri tem smo pazili, da nismo pomocili pokrovckov, kar bi kasneje lahko
kontaminiralo celice. Celicno suspenzijo smo raztopili toliko, da je Se ostal majhen
koscek ledu.

3. Celicno suspenzijo smo prenesli v 15 ml-centrifugirko in resuspendirali z RPMI+,
centrifugirali 5 min pri 400 xg ter odstranili supernatant’. Usedlino smo resuspendirali
v PBS+ ter prefiltrirali skozi 40 pm-najlonsko sito v novo centrifugirko.

4. Odvzeli smo 100 pl in celice presteli s hemocitometrom ter dolocili njihovo viabilnost.

7 Poskrbeli smo, da je postopek odmrznitve in spiranja celic potekal hitro, saj je zelo pomembno hitro
odstraniti DMSO, ker je celicam skodljiv.
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5.5 SHRANJEVANJE CELIC NA 4 °C IN NA SOBNI TEMPERATURI

Zanimalo nas je, koliko Casa bodo celice ostale zive po izolaciji iz darovalcevega KM.
Celice smo shranili v hladilnik, na 4 °C, in na sobno temperaturo (v temi) ter jih v vec
intervalih presteli in dologili viabilnost. Stetje smo opravili ro¢no, s hemocitometrom,
viabilnost pa smo dolocali s pretocno citometrijo z uporabo barvila 7-AAD.

Uporabljen medij za shranjevanje:

a) RPMI-1640 z dodanim 25 mM HEPES (pH 7,0 — 7.,5) in L-glutaminom (300 mg/I)
(PAA)

b) 2% FBS (fetalni goveji serum)

¢) 1X PenStrep (penicilin (100 E/ml) + streptomicin (100 pg); PenStrep Gibco)

d) heparin (10E/ml; Braun)

5.6 LIZA ERITROCITOV

V zelji, da bi pripravili celi¢ni presadek z manjSo gostoto celic, smo se odlocili lizirati
eritrocite. Sprva smo opravili preizkus lize eritrocitov.

V navodilih proizvajalca uporabljenega pufra za lizo je navedeno, da je za lizo mi§jih
eritrocitov potreben ¢as inkubacije 3 minute. Da bi natan¢no dolocili primeren ¢as za nas
poskus, smo ve¢ vzorckov primerjali med seboj in lizirali po 3 minute, 5 minut, 7,5 minut
ter 10 minut.

Material:

a) pufer za lizo eritrocitov (PD Pharm Lyse 10X)

b) PBS ali PBS+ (PBS + 2% FBS + heparin (10 E/ml; Braun))
c) centrifugirke

d) pipere in konice za pipete

e) centrifuga

Postopek:

1. 10x pufer za lizo smo sprva 10-krat razred¢ili.

2. Celi¢no suspenzijo smo centrifugirali 5 minut na 400 xg in odstranili supernatant.

3. Usedlini smo dodali 2 ml Zze razredCenega pufra za lizo celic in v temi pustili za 3 (5,
7,5 ali 10) minut.

4. Za tem smo suspenziji dolili PBS, centrifugirali 5 minut pri 400 xg ter odstranili
supernatant.

5. Usedlino smo ponovno resuspendirali v PBS.

Vzorce smo analizirali s preto¢nim citometrom in celice presteli z Vi-CELL XR.
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5.7 PRETOCNA CITOMETRIJA

Preto¢na citometrija je tehnika klasifikacije, Stetja in razvrs¢anja mikroskopsko majhnih
delcev, kot so celice, kromosomi in jedra. Vzorec se obicajno oznaci s fluorokromi, ki se
pritrdijo na molekule in kazejo na fizioloske funkcije ali kemicne lastnosti delcev. Ta
vzorec se nato postavi v pretoCni citometer, napravo, ki s hitrostjo nekaj tiso¢ celic na
sekundo zazna nekatere lastnosti posameznih celic.

Preto¢ni citometer gradijo trije sistemi: preto¢na komora, opti¢ni sistem in elektronski
sistem (Fuchs, 2014). Pretotna komora (imenovana tudi pretocna celica) je
najpomembnejsi del naprave, saj se v njem vzorec razporedi v tanek tok, v katerem so
celice razporejene ena za drugo. Opticni sistem, ki ga sestavljajo laserji razli¢nih valovnih
dolzin (najpogosteje med 400 in 700 nm), zrcal in le€, usmerja tanek snop svetlobe na tok
celic v pretocni komori, elektronski sistem pa zazna od celic razprSeno oz. oddano svetlobo
ter jo pretvori v sorazmerni elektricni signal. Te signale racunalniski program digitalizira
ter pripravi za analizo.

Pri analizi lahko o celicah dobimo dva tipa podatkov. Prvi tip predstavljajo sipanje
svetlobe pod razlicnimi koti, drugega pa fluorescence razli¢nih valovnih dolzin. Svetlobo,
razprSeno pod majhnimi koti (2-15°), imenujemo prednje sipanje (angl. forward-scatter,
FSC) in svetlobo odbito pod vecjimi koti (15-90°), imenujemo stransko sipanje (angl. side-
scatter, SSC). Prednje sipanje se uporablja kot relativna mera za velikost celic, stransko
sipanje pa je merilo za granuliranost celic (Lipoglavsek in Avgustin, 2000).

&

prednje sipanje (FCS)

Slika 5.7.1: Prednje sipanje (FSC) je signal, ki je sorazmeren velikosti celic. Ko laserski zarek zadane celico,
se nekaj svetlobe odbije od njenega povrs$ja, a pod majhnimi koti. Svetlobo prednjega sipanja zbira
fotodetektor, ki je postavljen v ravni z laserjem (Fuchs, 2014).

sipanje (SSC)

\

Slika 5.7.2: Stransko sipanje (SSC) je parameter, ki meri znotrajcelicno kompleksnost, s tem ko zbira
svetlobo razprseno pod ve¢jimi koti. Ko laserski zarek zadane celico, njena notranja zgradba povzro¢i, da se
svetloba odbija in razprsi v vse smeri. Ve¢ ima notranjih organelov, bolj se svetloba odbija v vseh smereh.
Eritrociti, na primer, so brez jedra in imajo zelo malo organelov, zato ustvarjajo nizek SSC signal, medtem
ko imajo limfociti jedro in veliko ve¢ organelov, zato ustvarjajo visji SSC signal (Fuchs, 2014).
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Pri pretocni citometriji lahko uporabimo fluorokrome, ki se vezejo na celice. Svetloba
laserskega zarka fluorokrome vzbudi in ti oddajo svetlobo druga¢ne valovne dolzine od
laserske svetlobe. Svetloba se razprsi v isti smeri kot stransko sipanje, le da prehaja Se Cez
vrsto svetlobnih filtrov, ki dovoljujejo prehod le doloc¢enih valovnih dolzin. Svetloba
doseze detektorje, ki ustvarjajo elektricne signale na podlagi jakosti pri izbrani valovni
dolzini. Elektri¢ne signale digitalizira ra¢unalniski program ter jih pripravi za analizo —
rezultat so tako imenovani fluorescen¢ni signali (FL1, FL2, FL3 itd.) (Fuchs, 2014).

Preto¢na citometrija dovoljuje tudi hkratne meritve ve¢ parametrov in lahko locuje med
seboj fluorokrome, ki imajo svoje emisijske spektre relativno blizu drug drugim. En vzorec

lahko tretiramo z vec razlicnimi fluorokromi ter jih hkrati analiziramo.

_ elektronski sistem

pretoéna komora

- ‘m
/4 b detektorji za fluorescenco (FL1, FL2,...)

=% detektor za stranski odboj (FSC)
laserski zarek

detektor za prednji odboj (FSC)

Slika 5.7.3: Shema pretocnega citometra s pretocno komoro, opti¢nim sistemom in elektronskim sistemom
(Fuchs, 2014).

Dodatna moznost pretocne citometrije je fizi€no locevanje fluorescenc¢no oznacenih celic
(FACS, angl. fluorescence-activated cell sorting). Raztopino, ki preide pretocno komoro,
aparat razbije na drobne kapljice (tako da Soba vibrira pri zelo visoki frekvenci, okoli
100.000 Hz). Vsaka kapljica vsebuje eno celico in na osnovi podatkov, ki jih je analiziral
pretoCni citometer, se na zeleni kapljici ustvari naboj. Na podlagi tega naboja lahko
pretocni citometer izbrane kapljice (ki vsebujejo posamezne celice) loc¢i od ostalih. Ko
kapljica potuje med dvema plos€ama z visoko napetostjo, jo ena od plos¢ privlaci in jo na
ta naCin pod kotom lo¢i v eno od kivet. Kapljice brez naboja padejo naravnost navzdol v
odpadno kiveto. Pri loevanju je pomembno vedeti, da je elektri¢ni naboj le na kapljici, in
ne na celici, in da je tudi ta odstranjen, ko je locen od ostalega toka (Fuchs, 2014).

5.7.1 Uporaba preto¢ne citometrije

Metodo pretoCne citometrije smo uporabili za doloCanje viabilnosti celic izoliranih iz
kostnega mozga, za dolocCanje odstotnih delezev eritrocitov in jedrnih celic ter za
ugotavljanje uspesnosti barvanja celic KM s fluorescencnim barvilom PKH26. Uporabili
smo napravo BD FACSCalibur™ ter za analizo uporabili ra¢unalniski program CellQuest
Pro.
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Sprva je bilo potrebno nastaviti obcutljivost detektorjev v pravo obmoc¢je in se nato s
postavitvijo praga (angl. treshold) znebiti $uma. Ce delec pri izbranem parametru preseze
vrednost praga, se aktivirajo $e drugi detektorji in zabeleZijo merjene vrednosti. Ce pa
delec ne preseze vrednosti, ki je postavljena kot prag, se njegove prisotnosti ne zazna
(Lipoglavsek in Avgustin, 2000).

Vedeli smo, da lahko za celice KM pri¢akujemo grafikon SSC/FSC z videzom, kot ga
prikazuje slika 5.7.1.1 (Michalova in sod., 2014). Analizo smo omejili le na populacijo
jedrnih celic, znotraj katerih so tudi krvotvorne mati¢ne celice. Izbranim populacijam smo
s pomocjo tockovnega grafikona (angl. dot plot) dolocali viabilnost celic ali obarvanost
celic s PKH26.
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Slika 5.7.1.1: Analiza celic KM s preto¢nim citometrom (Michalova in sod., 2014).. Na levi je oznaceno
obmocje jedrnih celic in krvotvornih mati¢nih celic (KMC), na desni so posebej oznaCene populacije
limfocitov, monocitov in granulocitov.

5.7.1.1 Dolocanje deleza jedrnih celic in njihove viabilnosti

Pred analizo celic KM s preto¢nim citometrom smo celicam dodali fluorescen¢no barvilo
7-AAD (7-Aminoactinomycin D), ki ima moc¢no afiniteto za DNA. Ker ne prehaja preko
membrane zivih celic, se ga pogosto uporablja za doloCanje viabilnosti, saj obarva le DNA
mrtvih celic.

Material:

a) PBS

b) barvilo 7-AAD (BD)

¢) vibracijsko mesalo (vorteks)
d) epruvete za preto¢ni citometer
e) pipete in konice za pipete
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Postopek:

1. Suspenziji celic (50 pul) smo dodali 5 pl barvila 7-AAD, jo vorteksirali in inkubirali
15 minut v temi. V tem Casu so se mrtve celice obarvale z barvilom 7-AAD, medtem
ko so Zive ostale neobarvane.

2. Zatem smo dodali 500 pl PBS in vzorec analizirali s preto¢nim citometrom.

3. Na grafu FSC/SSC smo izbrali populacijo jedrnih celic (R1) in s tem izkljucili celi¢ni
debri in eritrocite. Izbrani populaciji smo na to¢kovnem grafikonu doloc¢ili viabilnost.

5.7.1.2 Dolocanje odstotka obarvanih celic KM z barvilom PKH26

Pri testiranju protokola barvanja s fluorescencnim barvilom PKH26 smo uporabili
presezno Stevilo celic po izolaciji celic KM (postopek barvanja je opisan v poglavju 5.8).

Material:

a) PBS

b) vibracijsko mesalo (vorteks)
c) epruvete za preto¢ni citometer

Postopek:

1. Sprva smo analizirali neobarvane celice. Suspenziji celic (50 pl) smo dodali 500 pl
PBS, jo vorteksirali in analizirali s preto¢nim citometrom. Celicam v izbranem
obmoc¢ju R1 smo na toc¢kovnem grafikonu nastavili mejo, ki bo locevala PKH26-
pozitivne in PKH26-negativne celice glede na intenziteto avtofluorescence celic pri
neobarvanem vzorcu.

2. Za tem smo analizirali Se vzorec z obarvanimi celicami: suspenziji (50 pl) smo dodali
500 pl PBS, jo vorteksirali in postavili v preto¢ni citometer. Na tockovnem grafikonu
smo od¢itali odstotek obarvanih celic.

5.8 BARVANJE Z BARVILOM PHK26

Zaradi moznosti, da do himerizma v KM po presaditvi ne pride zaradi zavraCanja
presajenih celic, ki nosijo Y-kromosom, smo opravili poskus presaditve, pri katerem smo
spremljali ugnezdenje celic darovalcev obeh spolov v Zensko zival. Zanimalo nas je, ali bo
opazna kakSna vidna razlika v Stevilu ugnezdenih celic v KM 24 ur po presaditvi.
Obarvane celice (16,4 milijonov celic KM samicke in 12,3 milijonov celic KM samcka)
smo presadili dvema prejemnicama (oznaceni z M 3 in 4).

Za barvanje celic presadka smo uporabili fluorescen¢no barvilo PKH26 Red Fluorescent
Cell Linker Kit (MINI26), proizvajalca Sigma-Aldrich, za katerega smo se odlocili na
podlagi uspesnosti barvanja Ude in sod. (2012), ki so s PKH26 obarvane mati¢ne celice
KM spremljali do 49 dni. To rumeno-oranzno fluorescenc¢no barvilo se s svojimi dolgimi
alifatskimi repi stabilno vklju¢i v lipidne dele celicne membrane in se pri delitvi
enakomerno razdeli v héerinske celice (Lanzkron in sod., 1999). Ce je bilo barvanje
izvedeno na pravi nacin, niso opazili nobenih toksi¢nih stranskih ucinkov barvanja, ni bilo
ucinkov na sprijemanje ali na proliferacijo, prav tako se barvilo ni prenasalo na sosednje
celice (Ude in sod., 2012), medtem ko Li in sod. (2013) pravijo, da celi¢ni debri lahko
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obarva tudi nebarvana tkiva in se jim v primeru dolgotrajnih barvanj PKH26 ne zdi
najboljsi.

PKH26 zlahka zazna tako fluorescenéni mikroskop kot preto¢ni citometer. Optimalna
ekscitacijska valovna dolZina je 551 nm in emisijska valovna dolzina 567 nm.

Pri barvanju uporabljamo topilo C, ki je vodna raztopina, namenjena ohranjanju celi¢ne
viabilnosti ter hkratnemu povecanju topnosti barvila in u¢inkovitosti barvanja.

Material:

a) barvilo PKH26 in topilo C (MINI26, Sigma-Aldrich)

b) RPMI-1640 z 1 % FBS

c) PBS

d) centrifugirke (50 ml)

e) pipete in konice za pipete

Postopek:
Postopek je povzet po navodilih Sigma-Aldrich®.

l.
2.
3.

4.

=

10.

Celi¢no suspenzijo z 100 x 10° celic KM smo enkrat sprali s PBS.

Suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 400 xg in previdno odstranili supernatant.
Dodali smo 5 ml topila C (in s tem pripravili 2X celi¢no suspenzijo) ter resuspendirali
z neznim pipetiranjem (nismo vorteksirali in celic nismo dolgo pustili v topilu C).

Tik pred pricetkom barvanja smo v centrifugirki pripravili 2X barvno raztopino
(4x 10° M) v topilu C, tako da smo dodali 20 pl etanolne raztopine PKH26 v 5 ml
topila C. Dobro smo premesali.

5 ml 2X celi¢ne suspenzije iz koraka 3 smo hitro dodali 5 ml 2X barvne raztopine iz
koraka 4 ter vzorec takoj premesali s pipetiranjem. Kon¢na koncentracija po meSanju
jebila 1 x 107 celic/ml in 2 x 10°® M PKH26 v volumnu 10 ml.

Mesanico smo inkubirali 5 minut v temi ter vmes redno mesali.

Barvanje smo zaustavili tako, da smo dodali 20 ml medija RPMI-1640 z 1 % FBS.
Celice smo centrifugirali 10 minut pri 400 xg pri sobni temperaturi in nato previdno
odstranili supernatant. Usedlino smo resuspendirali v 10 ml medija, prenesli v svezo
centrifugirko, ponovno centrifugirali 5 minut pri 400 xg ter na ta nacin z 10 ml Se
dvakrat oprali celice, s ¢imer smo odstranili nevezano barvilo.

Alikvot celic smo nato resuspendirali v 500 pL pufra PBS ter jih analizirali s
pretocnim citometrom.

Celice, ki so bile namenjene presaditvi, smo pred zadnjim centrifugiranjem prefiltrirali
skozi 50 pm-sito ter celice pripravili za presaditev po postopku, opisanem v poglavju
5.10.

5.9 PREIZKUS MEDIJEV ZA 1ZOLACI1JO CELIC KM

Zaradi zapletov pri sami injekciji presadka prejemnicam, smo se odlocili preizkusiti nekaj
razli¢nih medijev za izolacijo celic KM. Medij za izolacijo celic, ki smo ga uporabili pri
presaditvah, je bil pregost in lepljiv, vCasih se je tudi penil. Nekajkrat so zaradi presadka
prejemnice takoj po injekciji poginile.
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Ker smo Zeleli ugotoviti, ali so za smrt prejemnic krivi morebitni krvni strdki ali pa je
vzrok v kateri od sestavin medija, smo celice iz kosti testno izolirali s Stirimi razli¢nimi
mediji: RPMI-1640, RPMI-1640 s heparinom (10E/ml), RPMI-1640 s FBS (2 %) in s
fiziolosko raztopino. Postopek trenja je potekal po ustaljenem protokolu (5.1.2), le da smo
vsakokrat uporabili drug medij. Trli smo kosti hrbtenice, ki smo jo razdelili na stiri dele.

Sprva smo celicne suspenzije analizirali s pretoénim citometrom. Za tem smo jih
centrifugirali 5 minut na 490 xg ter dolocili Stevilo celic in viabilnost v supernatantu ter v
usedlini.

Celice, izolirane v razli¢nih medijih smo po izolaciji dali gojiti. Na ploS¢i za gojenje
celiénih kultur z dvanajstimi odprtinami smo jih porazdelili na naslednji nacin: v prvo
vrsto smo dali celi¢ne suspenzije, izolirane v razli¢nih medijih, v drugo vrsto smo dodali
celi¢ne suspenzije, izolirane v razliénih medijih z dodanimi celicami KM druge misi, in v
tretjo vrsto smo dodali celi¢ne suspenzije, izolirane v razliénih medijih z dodanimi
celicami KM druge misi ter FBS (10 %). Vsakih celic je bilo po dva milijona.

V vsako vdolbinico smo dodali 2 ml DMEM medija s fenol rde¢im in plo$¢o za 24 ur
postavili v inkubator na 37 °C in 5 % CO..

Naslednji dan smo celi¢ne suspenzije na plos¢i za gojenje celi¢nih kultur opazovali pod
mikroskopom in jih analizirali s preto¢no citometrijo.

RPMI RPMI
REMI + heparin +FBS FIZ.R.
+ celice M30 J\ + celice M 30 / \ + celice M 30 ] \ * celice M 30

RPMI RPMI
RPMI + heparin +FBS FIZ.R.
+celice M30 | + celice M 30 |{ + celice M 30 J{ * celice M 30
+ celice M 13 i + celice M 13/ \*+ celice M 13

RPMI

RPMI : FIZ.R.
; + heparin + FBS .
+celiceM30 )\ ~1ice M 30) [ + celice M 30 | * celice M 30

+ celice M 13 : + celice M 13/ \ + celice M 13
+FBS +FBS

Slika 5.9.1: Kombiniranje celic, izoliranih v razli¢nih medijih, dveh osebkov (M 30 in M 13).
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5.10 PRESADITEV KOSTNEGA MOZGA

Osnovni namen pri naem poskusu je bil presaditi 120 x 10° celic KM, kar po Colvin in
sod. (2004) predstavlja 21 % celotnega Stevila celic KM pri miSih BALB/c. Po presaditvi
naj bi ta koli¢ina vodila v okoli 20 % himerizem. Na podlagi izkuSenj predhodnih
raziskovalcev (Brecher in sod., 1982, Kovina in sod., 2013), ki kazejo, da v posamezni
dozi ne sme biti prevelike gostote celic ali prevelikega volumna tekocine, saj eno ali drugo
vodi v smrt prejemnic, smo se odlogili presaditi do 40 x 10° celic KM na presadek.

Slika 5.10.1 prikazuje idejno zasnovo poskusa. Stare prejemnice bi prejele eno serijo (n=4)
ali tri serije (n=5) presaditev, eno vsak mesec. UspesSnost vsaditve bi preverjali po treh
mesecih po prvi presaditvi. Mlade prejemnice bi prejele le eno serijo presaditev, uspesnost
vsaditve pa bi preverjali po enem (n=3) in treh mesecih (n=3).
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Slika 5.10.1: Idejna zasnova poskusa presaditve kostnega mozga (PKM).

5.10.1 Presaditev celic KM v prejemnice BALB/c

Izolirane celice KM mladih samcev, starosti 7 do 9 tednov, smo presadili samicam prejem-
nicam, starosti 15 do 19 tednov in 15 mesecev. Prejemnice so prejele sveze izolirane celice
in celice, ki so bile en dan shranjene na 4 °C, del starih prejemnic je vedno prejel le sveze
izolirane celice KM (1. skupina).

Protokol je z manjSimi variacijami povzet po Ramkumar in sod. (2013).
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Material:

a) pripravek celic KM f) centrifugirka

b) PBS s heparinom (10 E/ml, Braun) g) 40 pm-najlonsko sito

c) imobilizator za misi h) centrifuga z nadzirano temperaturo
d) ogreta voda (na priblizno 50°C) 1)  mikroskop

e) inzulinke j)  brezprasna komora (laminarij)
Postopek:

1. Zadnjemu spiranju celic s PBS in heparinom je sledilo filtriranje preko 40 pum-
najlonskega sita in 5 minutno centifugiranje na 400 xg, pri 4°C.

2. Supernatant smo odstranili in usedlino razred¢ili z 1 do 2 ml PBS s heparinom ter
odvzeli 25 pl za Stetje celic.

3. Ko smo dolo¢ili Stevilo celic, smo celicno suspenzijo porazdelili po epicah, jih
ponovno 5 minut centrifugirali na 400 xg ter jih razred¢ili s PBS s heparinom tako, da
smo v posamezno brizgo lahko dali od 20 do 40 milijonov celic v 110 do 200 ul (ali
celo 300 pl).

4. Preden smo celicne suspenzije porazdelili v brizge, smo jih vorteksirali (vsaj 30 sek na
1800 obratov/min) in mesali s pipeto ter pod mikroskopom preverili, da celice niso
bile zlepljene in ali so bili prisotni morebitni ostanki kosti. Pomembno je bilo tudi, da
se suspenzija ni penila. Ta predpriprava je bila zelo pomembna za prezivetje
prejemnic.

5. Celice smo porazdelili v inzulinke z zadnje strani, saj se z vleCenjem skozi iglo celice
lahko poskodujejo zaradi velikih striznih sil. Cas od priprave inzulink do presaditve je
moral biti ¢im kraj$i, zato smo vzporedno s pripravo presadkov pripravili prejemnice.

6. Pred injekcijo presadka v rep prejemnic smo ga ogreli tako, da smo ga polozili v
ogreto vodo za nekaj minut. To povzro€i razSiritev zil, ki postanejo bolj vidne. V
vmesnem ¢asu smo z rokami greli tudi brizge, da se je malce ogrel medij s celicami.

7. Rep smo sterilizirali z gazo, namoceno v alkoholu in celice injicirali v eno izmed
repnih zil (v eno od dveh ven, lateralno in medialno, slika 5.10.1.1).

Slika 5.10.1.1: Injiciranje presadka v repno veno.

5.10.2 Korekcija priprave presadka

V zelji, da celi¢ne suspenzije namenjene presaditvi ne bi vsebovale zlepljenih celic, smo
iskali 40 um-sita, ki bi jih lahko uporabili za filtriranje presadka, tik pred prenosom v
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injekcijsko brizgo. Primerna sita za filtriranje celiCne suspenzije z veliko gostoto in
majhnim volumnom smo nasli Sele po vseh opravljenih presaditvah, tako da smo jih v
okviru te diplomske naloge testirali le za namene prihodnjih presaditev.

Izbrana sita so Pre-Separation Filters (30 um), podjetja Miltenyi Biotec, ki so primerna za
filtriranje celi¢nih suspenzij z volumnom 500 pl do 3.500 pl. Njihovo ucinkovitost smo
preizkusili na pripravku izoliranih celic KM z liziranimi eritrociti (po postopku s 3
minutno lizo, poglavje 5.6) ter jih dvakrat sprali s PBS.

Material:

a) pripravek celic KM g) pipete in konice za pipete

b) PBS h) centrifuga z nadzirano temperaturo
¢) Miltenyi sita (30 um) 1) brezprasna komora (laminarij)

d) epice j)  mikroskop

e) stojalo za epice k) avtomatska naprava Vi-CELL

f) Pasteurjeve pipete 1) pretocni citometer

Potek:

1. Po koncani izolaciji celic KM (ki je vkljuCevala lizo eritrocitov) smo celi¢no
suspenzijo centrifugirali 5 minut na 490 xg in odstranili supernatant.

2. Usedlino smo resuspendirali v 500 pl PBS in celice presteli.

Pripravili smo epico v stojalu in v odprto vstavili Miltenyi sito.

4. 'V sito smo najprej odpipetirali 100 ul PBS, da smo ga omocili, in Sele nato smo
odpipetirali 500 pl celi¢ne suspenzije. Za tem smo sito sprali Se s 100 pl PBS.

5. Ker je bila kapljica celic po tem Se vedno ujeta v situ, smo s Pasteurjevo pipeto
vpihnili zrak v sito in tekoCina je stekla v epico.

6. Prefiltritano celi¢no suspenzijo smo pregledali pod elektronskim mikroskopom, celice
presteli z avtomatsko napravo Vi-CELL in jih analizirali s preto¢nim citometrom.

7. Ce bi nadaljevali s postopkom, bi celino suspenzijo porazdelili po brizgah
(inzulinkah) in ¢im prej opravili presaditev.
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5.11 DOLOCITEV USPESNOSTI PRESADITVE
5.11.1 Odvzem vzorcev KM, nekaterih organov in krvi
Odvzem vzorcev KM

Vzorce za doloCanje himerizma v KM smo pridobili po enaki metodi trenja, kot za
presaditev (poglavje 3.1.2), le da smo celice KM vzeli le iz Sestih glavnih kosti: po dve
golenici (tibia), stegnenici (femur) in nadlahtnici (humerus).

Iz pridobljene celi¢ne suspenzije smo odvzeli do 10 milijonov celic in iz njih izolirali DNA
s pomoc¢jo Bio robota EZ1 (po postopku v poglavju 5.11.2). Preostanek celic smo dali v
epice, centrifugirali 5 min na 400 xg, odstranili supernatant, usedlino pa hitro zamrznili v
tekoCem duSiku ter epice shranili v zamrzovalnik na -80 °C (namenjeno morebitni
ponovitvi poskusa).
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Odvzem vzorcev nekaterih organov

Med raziskavo smo pri vseh prejemnicah preverjali himerizem tudi v vranici in pri starih
prejemnicah tudi v nekaterih drugih organih: pljucih, jetrih, ledvicah in delu repa (koZo in
podkozje nad mestom injekcije celic).

Material: (poglavje 5.1.2)

Postopek:

1.

Vzorce za doloCanje himerizma v organih smo pridobili po enaki postopkih kot pri
metodi trenja (poglavje 5.1.2), le da smo po odstranitvi kosti odvzeli Se vranico,
pljuca, jetra, ledvice in del repa ter jih polozili v medij za izolacijo celic.

Vranica: pri M A smo vranico prerezali pre¢no in za vzorec vzeli robni in sredinski
del. Pri ostalih smo izrezali cel organ.

Pljuca: izrezali smo celotno levo ali desno pljucno krilo.

Ledvice: izrezali smo celo levo ali desno ledvico.

Jetra: izrezali smo del jeter (sorazmerno velikosti ledvic)

Rep: nad mestom vboda smo z vzdolznim rezom odstranili del repa (kozo in podkozje
— do kosti), po dolzini priblizno 1 cm.

Po trenju kosti (po 27. tocki protokola trenja kosti) smo ocistili terilnik in ga dobro
razkuzili z alkoholom. Postopek CiS€enja in razkuzevanja smo ponovili pred vsakim
novim vzorcem.

Vsak posamezni organ smo s pomocjo pincete pomocili v teko¢i duSik za nekaj
sekund, da je otrdel, ter ga nato strli v terilniku.

Dodali smo nekaj kapljic medija in skuSali narediti ¢im bolj homogeno celi¢no
suspenzijo (najve¢ do 1 ml).

S Pasteurjevo pipeto smo celicno suspenzijo prenesli v oznaceno epico in jo shranili
na ledu (oz. hladilniku do izolacije DNA).

Izolacijo DNA iz organov smo opravili tako, da smo iz pridobljene suspenzije celic odvzeli
25 ul ter opravili izolacijo s pomocjo kompleta podjetja Qiagen, DNeasy® Blood & Tissue
Kit (poglavje 3.9.2).

Odvzem vzorcev krvi

Med raziskavo smo prejemnicam dvakrat vzeli vzorec periferne krvi:

1.

Zeleli smo preveriti, ali v periferni krvi morda lahko z metodo PCR v realnem &asu
zaznamo moske celice darovalcev pri prejemnicah. Kri prejemnic smo zdruzili v
bazene, in sicer BAZEN X (kri prejemnic z oznako M 10, 11, 13, 30 in 40), BAZEN Y
(kri prejemnic z oznako M 14, 31, 33 in 0) in BAZEN Z (kri prejemnic z oznako 1, 3
in 4).

Zeleli smo preveriti, ali je sama injekcija celic v repno veno uspesna. V ta namen smo
zbrali vzorce periferne krvi 15 do 30 minut po injekciji presadka (n=3). DNA smo
izolirali loCeno za vsak vzorec.
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Material:

a) Microvette epruvete (EDTA)
b) etanol

c) sterilne gaze

d) skarje

¢) imobilizator za misi

Postopek:

1. Misi smo polozili v imobilizator, z etanolom napojili gaze ter razkuzili rep.

2. S Skarjami smo odS€ipnili vrh repa (1 mm) in kapljice krvi zajemali z epruvetkami
Microvette, ki so obloZzene z EDTA (kri izteka iz vrha repa ob neznemu potegu po
repu navzdol). Na ta na¢in smo odvzeli do nekje 70 pl periferne krvi.

Iz zbrane krvi smo izolirali DNA z Bio robotom EZ1 (po postopku v poglavju 5.9.2).

5.11.2 Izolacija DNA

Izolacijo DNA iz krvi, kostnega mozga, vranice, pljuc, jeter, ledvic in dela repa smo
opravili na isti dan kot izolacijo celic ali pa naslednji dan.

Izolacija DNA iz krvi in celic KM

Izolacijo DNA iz krvi ali celic KM smo opravili z avtomatsko napravo BIO ROBOT EZI,
s kompletom za izolacijo EZ1 DNA BLOOD 350 pl.

Material:

a) material, vkljuen v kompletu

b) pipete in konice za pipete z vgrajenim filtrom

d) vibracijsko mesalo (vorteks)

Postopek:

1. Preden smo prizgali napravo BIO ROBOT EZI1, smo preverili, ¢e je v njem vstavljena
prava spominska kartica s programom za izolacijo DNA.

2. Po vklopu naprave smo iz nje vzeli nosilec za vzorce in nosilec za kartuse z reagenti.

3. Na nosilec za vzorce smo po navodilih zlozili v prvo vrsto mikroepruvete za elucijo, v
drugo vrsto nosilce za nastavke in nastavke s filtri ter v Cetrto vrsto mikroepruvete za
vzorce.

4. Mikroepruvete za elucijo smo oznacili in v mikroepruvete za vzorce prenesli celi¢ne
suspenzije z volumnom 350 pl (kri smo redCili do omenjene koli¢ine in odstranili
morebitne strdke; pri izolaciji DNA iz KM smo v omenjeno koli¢ino dali do najve¢ 10
milijonov celic).

5. Na nosilec za kartuse smo zlozili kartuse z reagenti, ki smo jih predhodno vorteksirali.

6. Oba nosilca smo postavili nazaj v napravo.

7. Zagnali smo avtomatski postopek izolacije DNA po programu za izolacijo iz 350 pl
krvi, brez uporabe etanola. Volumen elucije smo nastavili na 50 pl.
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Po zakljucku izolacije smo shranili izolirano DNA, kartuSe in ostale kivete pa zavrgli in
ocistili konice v napravi.

Izolacija DNA iz nekaterih organov

Izolacijo DNA iz celi¢ne suspenzije vranice, pljuc, jeter, ledvic in dela repa smo opravili s

pomocjo kompleta Qiagen: DNeasy Blood and Tissue Kit (50).

Material:

a) material prisoten v kompletu

b) pipete in konice za pipete z vgrajenim filtrom

c) vibracijsko mesalo (vorteks)

Postopek:

1. Iz vzorca celi¢ne suspenzije strtega organa smo odvzeli 25 pl in jih prenesli v novo
epico, kamor smo ze prej dodali 180 ul pufra ATL. Dodali smo Se 20 ul proteinaze K,
mesanico vorteksirali in polozili v inkubator (Eppendorf, Thermostat plus) na 56 °C.
Mesanico smo pustili v inkubatorju dokler se niso celice in manjsi skupki popolnoma
lizirali (okoli 30 do 60 minut). Vmes smo veckrat vorteksirali.

2. Pred nadaljevanjem izolacije smo 15 sekund vorteksirali.

Dodali smo 200 pl etanola (96 %) in vorteksirali.

4. Mesanico smo odpipetirali v kolono DNeasy Mini spin, ki smo jo postavili v 2 ml-
zbiralno kiveto. Centrifugirali smo eno minuto pri 6.000 xg ter zbiralno kiveto skupaj
s tekoc¢ino v njej zavrgli.

5. Kolono smo prestavili v novo 2 ml-zbiralno kiveto, dodali 500 ul pufra AW1 (s prej
dodanim alkoholom) ter centrifugirali eno minuto pri 6.000 xg. Ponovno smo zavrgli
zbiralno kiveto in tekoc¢ino v nje;.

6. Kolono smo prestavili v novo 2 ml-zbiralno kiveto, dodali 500 ul pufra AW2 (s prej
dodanim alkoholom) ter centrifugirali 3 minute pri 20.000 xg. Ponovno smo zavrgli
zbiralno kiveto in tekoc¢ino v njej.

7. Kolono smo prestavili v novo epico.

8. DNA smo eluirali z dodatkom 50 pl pufra AE v sredino membrane v koloni. To smo
inkubirali eno minuto pri sobni temperaturi in centrifugirali eno minuto pri 6.000 xg.

9. Kolono smo zavrgli, epico z izolirano DNA pa shranili.
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Dolocitev koncentracije in Cistosti izolirane DNA

Koncentracijo pridobljene DNA in njeno c¢istost smo preverili na Spektrofotometru
ND-1000, NanoDrop. Nukleinske kisline in proteini imajo najvecjo absorbanco pri 260 in
280 nm, razmerje med tema dvema absorbancama pa se uporablja za oceno Cistosti
izolacije (Thermo Scientific, 2014).

Razmerje A260/A280 okoli 1.8 je splosno sprejeto kot »Cista« DNA. V primeru odstopanja
razmerja A260/A280, pomeni, da je vzorec onesnazen s proteinom ali reagentom; nizko
razmerje je posledica nizje koncentracije nukleinskih kislin ter prisotnost ostankov
reagentov, uporabljenih pri postopku ekstrakcije, visoko razmerje pa ne predstavlja tezav
(Thermo Scientific, 2014).
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Absorbanco pri 230 nm je rezultat kontaminacije z drugimi snovmi, zato se spremlja tudi
razmerje v absorbanci pri 260 nm in 230 nm. Vrednosti A260/A230, ki Stejejo za »Cisto«
nukleinsko kislino so obi¢ajno v razponu od 2 do 2,2. Ce je razmerje niZje, je to lahko
posledica ostankov fenola, gvanidina, glikogena, ... snovi, ki jih uporabimo pri postopkih
izolacije DNA. Ce je razmerje visje, je lahko vzrok v uporabi neprave raztopine pri
doloc¢anju slepih (angl. blank) meritev ali pa umazane merilne naprave (Thermo Scientific,
2014).

5.11.3 PCR v realnem ¢asu (PCR-RC)

Verizna reakcija s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction) je ena vodilnih
metod molekularne biologije, ki je namenjena zaznavanju in dolo¢anju koli¢ine molekul
DNA ali RNA. PCR temelji na in vitro pomnozevanju dolocenega specificnega, majhnega
odseka dednega materiala (obicajno od 100 do 1000 baznih parov) s pomocjo encima
termostabilne polimeraze DNA. Izbrano zaporedje znotraj matricne DNA ali cDNA lahko
v nekaj urah pomnozimo do ve¢ kot milijon-krat, pri ¢emer uporabimo zaporedje
specificnih oligonukleotidov (zacetnih oligonukleotidov, ZO), termostabilno DNA
polimerazo in verizno ponavljanje termicnih ciklov. Na ta na¢in dobimo zadostno koli¢ino
nukleinske kisline za nadaljnje molekularne analize, s katerimi potrdimo specifi¢nost
pomnozenega genomskega odseka (Life technologies, 2012, Seme in Poljak, 1996).

Pri klasicni PCR obi¢ajno poteka zaznavanje in koli¢inska opredelitev pomnozenega
zaporedja po koncani reakciji (po zadnjem ciklu PCR) z elektroforezo in analizo slike.
PCR uporabljajo predvsem za dokazovanje prisotnosti (na primer, prisotnost mikro-
organizmov), za genotipizacijo, za sekvenciranje, kloniranje in pri drugih bioloskih
metodah, medtem ko PRC v realnem &asu (PCR-RC, angl. real-time PCR) uporabljajo za
doloc¢anje koli¢ine taréne molekule ali zaporedja. S spremljanjem reakcije med vsakim
ciklom pomnoZevanja, z dolocanjem zacetne koli¢ine genetskega materiala in s primerjavo
z znanim standardom lahko uporabniki tako s precejSnjo natan¢nostjo dolocijo zacetno
koli¢ino tarénega zaporedja (zato je poznana tudi pod imenom kvantitativna PCR, angl.
quantitative PCR, gPCR; Life technologies, 2012, Seme in Poljak, 1996).

Pri vsakem ciklu se Stevilo kopij pomnozevanega odseka podvoji, za kar pa se mora
temperatura kontrolirano spreminjati. Za vezavo ZO na odsek DNA, ki ga Zelimo
pomnoZzevati, je namre¢ nujno, da je DNA v enoverizni obliki, to pa dosezemo tako, da jo
za kratek Cas segrejemo na 95 °C (stopnja imenovana denaturacija). Da pride do prileganja
Z0 na matrico je treba temperaturo ponovno zniZati na temperaturo, ki je najbolj primerna
za uporabljene ZO (na 37 °C do 58 °C; stopnja prileganja ZO), nato pa temperaturo spet
prilagoditi pogojem, ki so optimalni za delovanje DNA-polimeraze (stopnja podaljsevanja
DNA), kar je obicajno med 70 in 72 °C.

Pri PCR-RC se ob vsakem omenjenem ciklu izmeri koli¢ina DNA s pomogjo
fluorescen¢nega barvila, ki oddaja signal, ki je neposredno povezan s Stevilom pomnozenih
molekul (t.i. amplikoni), ki nastajajo med PCR. Uporabljena fluorescen¢na barvila se
obi¢ajno vezejo na dvoverizno DNA, obarvajo molekule, ki so pritrjene na ZO, ali pa se
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obarvajo sonde, ki se hibridizirajo skupaj s produktom PCR med pomnozevanjem (Life
technologies, 2012).

Disociacijska krivulja

n ciklov

{0} 1. cikel 2. cikel 3. cikel 4. cikel

3. Podaljsevanje DNA. Na koncu ciklov vedno sledi stopnja analize taljenja produktov (prirejeno po
Ygonaar, Wikimedia Commons).

Pri nasi raziskavi smo uporabili nespecifi¢no fluorescen¢no barvilo SYBR® Green I, ki
absorbira modro svetlobo (A max = 497 nm) in emitira zeleno svetlobo (A max = 520 nm),
ko je vezan na dvoverizno DNA (slika 5.11.3.2), Wikipedia, 2014c. Pri poteku reakcije
PCR se barvilo vgradi v novo nastajajoco dvoverizno DNA, zato je njegova fluorescenca,
ki jo izmerimo na koncu vsakega koraka podaljSevanja, premosorazmerna s koli¢ino
nastalega produkta (Cepin, 2011).

Spremembe v fluorescenci pri vsakem ciklu zabelezi naprava za PCR v realnem ¢asu. Ob
vsakem ciklu zabelezi fluorescenco in jo na koncu prikaze na grafu pomnozevanja (slika
5.11.3.3). Racunalniski program preratuna spremembo v signalu fluorescence (ARn) po
enacbi ARn=Rn" - Rn", kjer je Rn" fluorescenca produkta v kateri koli ¢asovni to¢ki med
pomnoZevanjem, Rn™ pa fluorescenca ozadja v isti ¢asovni tocki (Cepin, 2011).

®
a ® ° -
AL
3 5 3 Rt i .o
° L ° °

Slika 5.11.3.2: PCR-RC s SYBR GREEN: 1. Denaturacija. 2. Prileganje zacetnih oligonukleotidov.
3. Podaljsevanje DNA. Na mestu oznake s puscice naprava izmeri fluorescenco. (Ygonaar, Wikimedia
Commons)
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Bazna linija PCR-RC reakcije je raven signala, ki je prisoten v zadetnih ciklih PCR
(obicajno do petnajstega cikla), ko je zaradi nizke zacetne koli¢ine produkta PCR
fluorescencni signal Se tako Sibak, da ga ne moremo razlikovati od ozadja (im. tudi lag
faza; Cepin, 2011) . Omenjen signal lahko enagimo z ozadjem oz. »$umom« reakcije.

Prag detekcije (angl. threshold) je raven signala, ki prikazuje statisticno znacilen dvig nad
izra¢unano bazno linijo in seka eksponentno fazo krivulje pomnoZevanja (Cepin, 2011).
Dolo¢imo ga z namenom, da razlikujemo relevanten signal pomnozitve od ozadja.
Obicajno PCR naprave avtomatsko postavijo prag detekcije na desetkratni vrednosti
standardne deviacije vrednosti fluorescence bazne linije (Life technologies, 2012), vendar
ciklov, ki so potrebni za dvig signala fluorescence nad prag detekcije, predstavlja vrednost
Cq, cikel pomnoZevanja (angl. guantification cycle)®. Cq vrednost uporabljamo pri
izracunavanju koli¢ine preiskovane DNA, za vrednost Cq pa vedno upostevamo povpre¢no
vrednost Cq dveh (ali treh) ponovitev.

Na koncu vsake PCR-RC reakcije $tevilnim ponovitvam ciklov (obi¢ajno med 42 in 45)
sledi stopnja disociacijske krivulje. V tej stopnji se z dvigom temperature dvoverizna DNA
»stali« v enoverizno DNA in fluorescen¢no barvilo, ki je v naSem primeru SYBR green I,
sprosti in fluorescenca upade. To se zgodi pri talilni temperaturi (T,,). Disociacijsko kri-
vuljo (slika 5.11.3.4, A) analiziramo z namenom, da preverimo specifi¢nost pomnozevanja.
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Slika 5.11.3.3: Graf pomnoZzevanja. (Life technologies, 2012: 3)

¥ Strokovno poimenovanje vrednosti Cq (cikla pomnoZevnja) priporoc¢ajo Bustin in sod. (2009), saj razli¢ni
proizvajalci naprav za PCR-RC uporabljajo razli¢no nomenklaturo, med njimi Ct (angl. threshold cycle), Cp
(angl. crossing point) in TOP (angl. take-off point).
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Zacetna oligonukleotida Zfy1 in Bcl2

Ko zelimo dolociti kopije dolocenega zaporedja DNA ali RNA, uporabimo dva ZO z
dolo¢enim zaporedjem 16 do 30 nukleinskih baz, ki se bosta prilegala nasprotnima
koncema 3' dvojne vijacnice (Raspor, 1996).

Pri nasi raziskavi smo uporabili protokol, ki sta ga razvila An in Kang (2013) na podlagi
predhodnih raziskav skupine dr. Miwa (Morisaki in sod., 1988) in dr. Schwarzenbergerja
(Byrne in sod., 2002). Uporabili smo ZO za miSja gena Zfyl in Bcl2. Zfyl gen je na Y
kromosomu, Bcl2 gen pa je uporabljen kot referencni gen (ga ni na Y kromosomu), s
katerim lahko normaliziramo zacetno koli¢ino DNA, ki smo jo dodali v vsako reakcijo
PCR. Zaporedji ZO za gen Zfyl sta 5-TGGAGAGCCACAAGCTAACCA (F) in CCCA-
GCATGAGAAAGATTCTTC (R), za gen Bcl2 pa 5'-AAGCTGTCACAGAGGGGCTA
(F) in 5'-CAGGCTGGAAGGAGAAGATG (R).

A)

. = : c)'

/ prag
_F’

Ct

Slika 5.11.3.4: A) Disociacijske krivulje ve¢ vzorcev z razli¢nimi odstotki moske DNA (vrh pri 78,5°C
nakazuje pomnozevanje Zfyl, medtem ko vrh pri 88,5°C nakazuje pomnozevanje Bcl2). Krivulje
pomnozevanja ve¢ vzorcev z razliénimi odstotki DNA za Bcl2 (B) in Zfyl (C). (An in Kang, 2013, str. 4,
sl. 1)

Na grafu pomnozevanja (logaritemski) se krivulje vseh standardov zdruzijo v eno,
neodvisno od koli¢ine prisotne moske DNA, s ¢imer vidimo, da je bila DNA enakomerno
porazdeljena (An in Kang, 2013), medtem ko se krivulje Zfyl z ve¢anjem moske DNA
premikajo po premici v levo (slika 5.11.3.4, C).
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Umeritvena krivulja

Za dolocitev odstotek himerizma v vzorcih, smo potrebovali umeritveno krivuljo, ki smo jo
pripravili iz DNA, izolirane iz krvi samcka in samicke (starosti 6—12 tednov). Po navodilih
An in Kang (2013) smo red¢ili DNA na koncentracijo 4 ng/ul ter pripravili meSanice,
navedene v preglednici 5.11.3.1.

Preglednica 5.11.3.1: Priprava vzorcev za umeritveno krivuljo
% moSke DNA v = Volumen (pul) 4 ng/pl Volumen (pl) 4 ng/pl

Zenski DNA moske DNA Fenske DNA Skupni volumen (pl)
1. 0,2 1 499 500
2. 0,5 1 199 200
3. 2,5 5 195 200
4. 12,5 25 175 200
6. 87,5 175 25 200
7. 100 200 0 200

Umeritveno krivuljo bi lahko napravili tudi iz DNA kostnega mozga, kar sta preverila tudi
An in Kang (2013). Ugotovila sta, da so rezultati pri primerjavi med izolirano DNA iz
kostnega mozga in krvi v osnovi konsistentni, le da je bilo obi¢ajno manj variacij pri
vzorcih iz kostnega mozga, kar sta pripisala ostankom hemoglobina po lizi eritrocitov, ki
bi lahko ogrozili Cistost genomske DNA v vzorcih iz krvi. Mi smo uporabili DNA
pridobljeno iz krvi, saj je bila dovolj ¢ista (A260/A280 = 1,85).

5.11.3.1 Potek PCR v realnem ¢asu

Material:

a) Power SYBR Green PCR Master Mix (ref. 4367659), podjetja Applied biosystems

b) Par zacetnih oligonukleotidov Zfyl, podjetja Applied biosystems, zalozna koli¢ina 10
nmol

¢) Par zacetnih oligonukleotidov Bcl2, podjetja Applied biosystems, zalozna koli¢ina
10 nmol

d) H,O brez DNA

e) plosca s 96vdolbinicami

f) inStrument za PCR

Priprava delovne koncentracije zacetnih oligonukleotidov (ZO):

1. ZO v prahu smo dodali 50 pul H,O brez DNA. S tem smo pripravili zalozno
koncentracijo (200 uM).

2. Delovna koncentracija je 20X manjsa kot zaloZzna, zato smo 5 pl zaloznih ZO razredc¢ili
z 95 ul H,O brez DNA in dobili delovno koncentracijo (10 pM).

Postopek smo izpeljali po navodilih An in Kang, 2013:

1. Pripravili smo vzorce, ki smo jih razporedili na plos¢i s 96 vdolbinicami. Plo§¢o smo
polozili v inStrument za PCR ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System. Skupni
reakcijski volumen (20 pl) v vdolbinicah je vseboval 400 nM ZO in 5 pl genomske DNA.
Vzorce in standarde smo porazdelili v dvojnikih ali trojnikih.
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2. V instrumentu za PCR smo nastavili protokol, ki je zagotovil naslednje pogoje: 10 minut
na 95°C (SYBR Green Master Mix, ki smo ga uporabili potrebuje 10 minut, da se aktivira
DNA polimeraza), 42 ciklov po 95°C za 10 sekund, 25 sekund po 58°C in 15 sekund po
72°C ter zakljucek z disociacijo.

3. V racunalniskem programu smo po PCR-RC od¢itali Cq ter izradunali delta Cq
vrednosti:

ACt(Cq?TYt — CqBc'?) .. (5.11.3.1.1)
Izrazanje Zfyl smo izracunali kot vrednost:
e ... (5.11.3.1.2)

4. Z uporabo 272¢9 znanih vrednosti meSanic moske in Zenske DNA smo dolo¢ili
umeritveno krivuljo in jo uporabili pri od¢itavanju vrednosti vzorcev z neznanimi
koli¢inami moSke DNA.

5.11.3.2 1zboljSave PCR v realnem ¢asu
Uporaba plosce s 384 vdolbinicami

Zaradi §tevilnih ponovitev reakcij PCR-RC smo se odlo¢iti preiti na uporabo plosée s 384
vdolbinicami. Volumen v posamezni vdolbinici se je tako razpolovil na 10 pl ter s tem tudi
poraba reagentov. Zamenjali smo tudi in§trument za PCR in presli na Viia™ 7, podjetja
Life technologies.

Sprememba protokola ciklov
Po posvetu z dr. NataSo Toplak (Omega d.o.o0.) smo prilagodili ¢asovne okvire posameznih
cilkov: 10 minut na 95 °C, 45 ciklov po 95 °C za 15 sekund, 30 sekund po 58 °C in 30

sekund po 72 °C (naprava ne more zajemati podatkov, ¢e stopnje niso dolge vsaj 30
sekund) ter zakljucek z disociacijsko krivuljo.

Optimizacija koncentracije zacetnih oligonukleotidov

Preizkusili smo delovanje ZO na 0,2 % in 12,5 % moski DNA v razli¢nih koncentracijah:
400 nM, 200 nM, 100 nM in 50 nM.

Test ucinkovitosti

Testirali smo uéinkovitost PCR-RC z 200 nM ZO in 400 nM ZO. Pripravili smo
razredcitve vzorcev 100 % moske DNA: 10x, 100x, 1000x in 10000x. Po reakciji smo
izraCunali naklon (S, angl. slope) in ucinkovitost (E, angl. efficiency). Slednjo smo
izraCunali po formuli:
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E= (10—1/5 - 1) . (5.11.3.2.1)

S je naklon premice, ki ga izraunamo iz dobljenih Cq vrednosti pri razli¢nih red¢itvah
DNA (logaritmiranih). U¢inkovitost 0 oziroma 0 % pomeni, da do pomnoZevanja ni prislo
in, uinkovitost 1 oziroma 100 %, pa pomeni, da so se vse tar¢ne molekule v enem ciklu
podvojile. 100% ucinkovitost pomnoZevanja ustreza naklonu umeritvene krivulje s = -3.33,
kar pomeni, da se koli¢ina DNA z vsakim ciklom to¢no podvoji, kar pa je v praksi v
bioloskih vzorcih zelo redek pojav (Giulietti, 2001).

Optimiziran postopek PCR v realnem casu za dolocanje himerizma

Po optimizaciji postopka PCR-RC smo odstotek moske DNA v vzorcih KM, vranice,
pljuc, jeter, ledvic in koznega dela repa dolocali s 400 nM zacetnimi oligonukleotidi Zfyl
in Bel2 (F in R) na ploi&i z 384 vdolbinicami in napravi Viia™ 7 podjetja Life
technologies.

Uporabljeni ¢asovni okviri ciklov: 10 minut na 95 °C, 45 ciklov po 95 °C za 15 sekund, 30
sekund po 58 °C in 30 sekund po 72 °C ter zakljucek z disociacijsko krivuljo.

Preglednica 5.11.3.2.1: Priprava vdolbinic za PCR-RC na ploi¢i z 384 vdolbinicami
V (pl) v posamezni

vdolbinici
2x SYBR green MM 5
H,0 1,7
400 nM F ZO (Zfy1 ali Bcl2) 0,4
400 nM R ZO (Zty1 ali Bcl2) 0,4
DNA 2,5
Skupaj 10

Preglednica 5.11.3.2.2: Nastavitev ciklov na in§trumentu za PCR Viia™ 7
10 minut 95 °C
15 sekund 95 °C
30 sekund 58 °C 45 ciklov
30 sekund 72 °C

disociacijska krivulja
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6 REZULTATI
6.1 STEVILO IN VIABILNOST PRIDOBLJENIH CELIC KM

S postopkom spiranja kosti smo izolirali od 70 do 90 milijonov celic, kar je veliko manj
kot pri postopku trenja kosti. Pri zacetnih poskusih trenja kosti smo uspeli izolirati 160
milijonov celic KM, kasneje, z nakupom nove terilnice in pestila, pa smo s trenjem izolirali
kar 300 do 400 milijonov celic KM.

Spodaj so navedeni rezultati, ki smo jih pridobili pri posameznem nacinu izolacije celic
KM. Pod tockama a) in b) so navedeni rezultati prvega poskusa postopkov izolacije, pod
tocko c) pa so navedeni rezultati po izpopolnjenem postopku ter lizi eritrocitov.

a) Metoda spiranja kosti:

St. vseh izoliranih celic KM = 72 x 10°
St. zivih celic KM = 70,8 x 10°

St. mrtvih celic KM = 1,2 x 10°
Viabilnost = <95%

b) Metoda trenja kosti:

St. vseh izoliranih celic KM = 159,2 x 10°
St. zivih celic KM = 151,5 x 10°

St. mrtvih celic KM = 7,7 x 10°
Viabilnost = 95,1 %

Metoda z encimsko razgradnjo®:

St. vseh izoliranih celic KM = 7,2 x 10°
St. zivih celic KM = 4,8 x 10°

St. mrtvih celic KM = 2,4 x 10°
Viabilnost = 66,6 %

¢) Korigirana metoda trenja kosti z lizo eritrocitov:

Stetje celic takoj po trenju Stetje celic po lizi eritrocitov in filtriranju
St. vseh izoliranih celic KM = 406 x 10° St. vseh izoliranih celic KM = 104,6 x 10°
St. zivih celic KM = 344 x 10° St. zivih celic KM = 97,5 x 10°

St. mrtvih celic KM = 62 x 10° St. mrtvih celic KM = 7,1 x 10°
Viabilnost = 84,7 % Viabilnost = 93,2 %

Sprva smo celice preStevali rocno, s hemocitometrom, kasneje smo jih prestevali z
avtomatsko napravo Vi-CELL. Preverili smo, ali se ro¢no S$tetje ujema z avtomatskim ter
ugotovili, da se. Vecja razlika se je pokazala le pri doloCanju viabilnosti, ki je bila lahko
pri meritvah z Vi-CELL do 10 % niZja (kot kaze, je bilo to odvisno od prisotnosti
celiCnega debrija, ki ga je Vi-CELL lahko zaznal kot mrtve celice). Viabilnost izoliranih

? Za postopek z encimsko razgradnjo smo uporabili le zdrobljene kosti, ki so ostale v terilnici po postopku
trenja.

47



Jazbec K. Serijska presaditev kostnega mozga pri neobsevanih misih BALB/c.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2014

celic KM smo zato raje dolocali s preto¢nim citometrom, ki je bila za jedrne celice v
izbranih vratih (R1) vedno nad 92 %.

6.2 MORFOLOGIJA PRIDOBLJENIH CELIC

Najlepsi celicni pripravek smo dobili pri postopku spiranja kosti, najslabsi in najmanj
primeren postopek za presaditev pa je bil tisti, ki je vkljuc¢eval uporabo encima kolagenaze
in dispaze, saj je vseboval ve¢ delcev kosti. Pripravek celic, pridobljen s postopkom trenja
kosti, je prav tako vseboval delce kosti, vendar si bili ti manjsi in jih je bilo vidno manj,
vsebnost teh delcev pa se je Se zmanjSala, ko smo celi¢no suspenzijo filtrirali vsaj dva do
trikrat preko 40 pm-najlonskih sit (podjetja Falcon).

a) Celice pridobljene s spiranjem

A"}

o, LY s @ A o
d) Celice pridobljene s trenjem po lizi eritrocitov
in filtriranju s Falcon in Miltenyi sitom
Slika 6.2.1: Mikroskopski posnetki pripravkov izoliranih celic KM, posneti z mikroskopom Nikon ECLIPSE
Ti-S in programom NIS-Elements D.

c) Celice pridobljne z encimsko razgradnjo

Ce stevilo pridobljenih celic ne bi bilo pomembno, bi se odlogili za postopek spiranja kosti
(slika 6.2.1, a), vendar pa smo se za presaditev celic KM pri poskusu odlocili uporabiti
postopek trenja, ker z njim pridobimo ve¢ celic KM (in s tem prihranimo na Stevilu
uporabljenih poskusnih zivali), je v sploSnem hitrejSi in po Haylocku in sod. (2007)
vsebuje ve¢ krvotvornih mati¢nih celic, ki so v endostu.

Da smo iz celi¢ne suspenzije odstranili ¢im ve¢ celi¢nega debrija in delcev kosti, smo
izolirane celice KM vsaki¢ vsaj dvakrat prefiltrirali preko 40 pm-najlonskega sita (slika
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6.2.1, b in slika 6.2.2, levo). Sele po zaklju¢ku pilotskega poskusa smo nasli 30 pm-sita
podjetja Miltenyi, ki smo jih testirali (poglavje 6.5.5) in jih priporo¢amo za uporabo tik
pred prenosom celi¢ne suspenzije v brizge (slika 6.2.1, d).

Slika 6.2.2: Pri postoku trenj
40 pm-sito (levo), tik pred prenosom v brizgo pa Se skozi 30 pm-sito (desno; Miltenyi Biotec).

a je zelo pomembno celi¢no suspenzijo vsaj dvakrat dobro prefiltrirati skozi

6.3 REZULTATI ZAMRZNITVE CELIC

Poskus je pokazal, da postopek zamrznitve zelo zmanjSa Stevilo celic, saj smo po
zamrznitvi in odmrznitvi v celi¢ni suspenziji izgubili kar dve tretjini celic. Zanimivo je, da
pri pridobitvi celic z encimsko razgradnjo do upada celic ni prislo.

Preglednica 6.3.1: Stevilo celic pred in po odmrznitvi

Nacin G s . o

pridobitve celic Stevilo celic po odmrznitvi

St. pridobljenih celic KM = 20,1 x 10°
St. zivih celic KM = 18,9 x 10°

Stevilo sveZe pridobljenih celic

St. pridobljenih celic KM = 70,8 x 10°

. . & . . _ 6
Spiranje Stmrih eelie KM e $t. mrtvih celic KM = 1,2 x 10°
° Viabilnost = 94%
St pridoblienih celic KM = 151,5 x 10° | St Pridoblienih celic KM = 64,6 x 10°
Trenje St. mrtvih celic KM = 7,7 x 10° St 2ivih celic KM = 52,5 x 10°
Viabilnost = 94.9% St. mrtvih celic KM = 12,1 x 10
’ Viabilnost = 81,2%
& . .. . _ 6
Trenje z St. pridobljenih celic KM = 4,8 x 10° St %rtld;?lﬂle nllllicelglcwlil\/‘[‘; 2’21 (;(6 10
encimsko St. mrtvih celic KM = 2,4 x 10° & ot ihce 1(; KM =35 x 10°
razgradnjo Viabilnost = 50% - TV cetie ’

Viabilnost = 57,3%

X

Slika 6.3.1: Mikroskopski posnetki celic po odmrznitvi.

¢) Celice, pridobljene z
encimsko razgradnjo

Zaradi velike izgube Stevila celic po odmrznitvi (dveh tretjin) smo se odlocili, da pri
presaditvah KM postopka zamrzovanja celic ne bomo uporabljali.
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6.4 STETJE CELIC PO SHRANITVI NA 4°C IN NA SOBNI TEMPERATURI

Celi¢no suspenzijo smo spremljali prve tri dni in deveti dan po izolaciji. Celice so se po
Stevilu in viabilnosti dobro ohranile. Stevilo celic je lahko sprva celo naraslo in $ele nato
upadlo. Podobno neznacilno rast in nato padec Stevila so opazili tudi pri celicah CD34+ v
odmrznjeni popkovnicni krvi (Ifko, 2011, Laroche in sod., 2005).

Stevilo Zivih celic KM x 10(6) (spiranje) Stevilo Zivih celic KM x 10(6) (trenje)

=4=4°C =f=sobnaT =4=4°C =f=sobnaT

o237 732

-

137,70

89,7

Oh 20h 44 h 72h 9 dni oh 20h 44 h 72h 9 dni

Slika 6.4.1: Stevilo zivih celic KM po enem, dveh treh in devetih dneh v mediju RPMI+.

Viabilnost celic KM (spiranje) Viabilnost celic KM (trenje)

=4=4°C =f=sobnaT =—4p=4°C =fl=sobnaT

3570 94,80 92,30
92,60 81,70
: 87,90
78,90 67,70
58,90 66,90
oh 20h a4h 72h 9 dni oh 20h 4ah 72h 9 dni

Slika 6.4.2: Viabilnost celic KM po enem, dveh treh in devetih dneh v mediju RPMI+.

6.5 REZULTATI PRETOCNE CITOMETRIJE
6.5.1 Dolocanje deleza jedrnih celic in njihove viabilnosti

S pretocnim citometrom smo analizirali celice KM, ki smo jih pridobili z dvema razli¢nima
postopkoma — s spiranjem in trenjem. Celice smo pred analizo zmesali z barvilom 7-AAD,
ki obarva le mrtve celice.

V postavljenih vratih R1 smo se omejili na populacijo jedrnih celic in dolocili viabilnost
celic. Pri pripravku celic KM pridobljenih s spiranjem je bilo med vsemi izoliranimi
celicami KM 67,2 % jedrnih celic, pri pripravku celic, pridobljenih s trenjem pa je bilo
jedrnih celic 50,5 % (slika 6.5.1.1). Videli smo, da pri postopku trenja v celi¢ni suspenziji
ostane nekaj ve¢ celi¢nega debrija kot pri postopku spiranja, a je bila koli¢ina debrija Se
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zmeraj v sprejemljivih okvirih (Se posebej pri kasnejsih postopkih, ko smo celi¢no
suspenzijo Se bolje prefiltrirali). Viabilnost jedrnih celic je bila v obeh primerih ve¢ kot
devetdeset odstotna.

spiranje TAAD trenje 7AAD

Rk 87,2% R1=50,5%

SSC-Height

celiéni .
debri

eritrociti

- ———— T T T T
800 1000 0 200 400 600 800 1000
FSC-Height

spiranje 7AAD trenje 7AAD

1000
000

9

91,92%

800

800

SSC-Height
400 600
SSC-Height
400 600

8% &

102 4
7-AAD

Slika 6.5.1.1: Sliki na levi strani prikazujeta analizo celic KM, pridobljenih s spiranjem kosti, sliki na desni
pa prikazujeta analizo celic KM, pridobljenih s trenjem kosti. Zgornji sliki prikazujeta jedrne celice v
oznacenem obmocju R1 glede na vse izolirane celice KM. Pri postopku spiranja je jedrnih celic 67,2 %, pri
postopku trenja pa 50,5 %. Spodnji sliki prikazujeta viabilnost le jedrnih celic, ki je v obeh primerih nad
90 %.

6.5.2 Barvanje celic KM z barvilom PKH26

Po 100 milijonov celic KM samca in samicke, ki smo jih izolirali iz kosti po postopku
trenja, smo loCeno obarvali z rumeno-oranznim barvilom PKH26. Po konanem postopku
barvanja nam je ostalo le 13,1 milijonov celic KM samca in 10,6 milijonov celic KM
samice (do 90 % izguba celic).Te celice smo v 200 pul PBS s heparinom presadili
prejemnicama M 3 (ta je prejela celice samca) in M 4 (ta je prejela celice samice).

Analiza celic pred presaditvijo je pokazala, da barvanje celic ni bilo povsem uspesno. 1z
neznanega razloga se je obarvalo le 60 % celic v obmocju vrat R1. Pri postopku barvanja
je prislo do lepljenja celic v skupke, zaradi ¢esar smo verjetno izgubili precej$ne Stevilo
celic.
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Slika 6.5.2.1: Celice KM smo pred barvanjem analizirali in preverili postavljeno mejo. Analiza je pokazala

1,48 % lazno pozitivnih celic, ki smo jih odsteli pri nadaljnji analizi barvanih celic pred in po presaditvi.
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Slika 6.5.2.2: Analiza celic KM s preto¢nim citometrom po barvanju s PKH26 pred presaditvijo. S PKH26
smo pobarvali 59,3 % celic KM Zenskega spola (levo) in 59,7 % celic KM moskega spola (desno).
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Slika 6.5.2.3: Analiza celic KM s preto¢nim citometrom 24 ur po presaditvi 10,6 milijonov celic KM
darovalke Zenskega spola in 13,1 milijonov celic KM darovalca moskega spola, ki so bile obarvane s PKH26.
V KM prejemnice M 3 smo zaznali 1,9 % obarvanih celic moskega darovalca (desno) in 2,9 % obarvanih
celic zenske darovalke v KM prejemnice M 4 (levo).

En dan po presaditvi s PKH26 obarvanih celic KM smo izolirali celice KM prejemnic M 3
in M 4 ter jih analizirali s pretocnim citometrom. Z analizo smo zaznali 1,9 % obarvanih
celic moskega darovalca v KM prejemnice M 3 in 2,9 % obarvanih celic Zenske darovalke

v KM prejemnice M 4 (slika 6.5.2.3).

Preizkus presaditve obarvanih celic nas ni privedel do konkretnih zakljukov, saj bi za
zanesljive rezultate morali Se bolj natan¢no nastaviti prag za locevanje obarvanih celic od
neobarvanih ter optimizirati postopek barvanja celic s PKH26, da bi bilo barvanje ¢im bolj
uspesno. Za nadaljevanje raziskav z oznacevanjem celic s PHK26 se nismo odlocili in smo
himerizem raje ugotavljali na podlagi analize prisotnosti Y-kromosoma z metodo PCR-RC.
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6.5.3 Dolocanje deleza jedrnih celic in njihove viabilnosti po lizi eritrocitov

V zelji, da bi iz celiCne suspenzije odstranili eritrocite, smo opravili poskus, pri katerem
smo zeleli doloc€iti optimalen ¢as za lizo eritrocitov v suspenziji mis§jih celic KM.
Opazovali smo, kako postopek vpliva na Stevilo in viabilnost jedrnih celic v suspenziji. Da
bi natan¢no dolocili primeren Cas lize celic KM, smo opravili lizo eritrocitov v razli¢nih
¢asovnih okvirih: 3 minute, 5 minut, 7,5 minut ter 10 minut. Sledili smo navodilom za lizo
eritrocitov (poglavije 5.6), dolocili viabilnost na pretocnem citometru z uporabo barvila 7-
AAD (poglavje 5.7.1) ter celice Steli z avtomatskim Stevcem Vi-CELL (poglavje 5.2.2).

Poskus je potrdil, da je najbolje opraviti lizo eritrocitov v presadku KM v ¢asovnem okviru
treh minut, kar se ujema s priporocili proizvajalca uporabljenega pufra za lizo (PD Pharm
Lyse). Ker barvanju sledi Se centrifugiranje in spiranje celi¢nega pripravka, smo celice
pred lizo presteli in nato preverili izgubo celic po postopku. Pred lizo je bilo v pripravku
39—-44 9% eritrocitov, 37—48 % jedrnih celic in 10-20 % celi¢nega debrija. Po postopku lize
je bilo v suspenziji okoli 72 % jedrnih celic, 11 % eritrocitov in 10-20 % celi¢nega debrija
(preglednica 6.5.3.1). S postopkom lize smo odstranili 75 % eritrocitov.

Preglednica 6.5.3.1: Analiza celi¢nih suspenzij KM po opravljeni lizi eritrocitov v razlicnih casovnih
okvirih"’

Ime vzorca Odstotek jedrnih celic Odstotek eritrocitov
Brez lize, obarvano s 7-AAD 37 %; 41 % 44 %; 43 %
Brez lize 47.8 % 39%
Liza 3 min, brez centrif. in
spiranja 62 % 18 %
Liza 3 min, 5 min centrif. in
spiranje 72 % 11,4 %
Liza 5 min, 5 min centrif. in
spiranje 72 % 11%
Liza 7,5 min, 5 min centrif. in
spiranje 71 % 12,5 %
Liza 10 min, 5 min centrif. in
spiranje 69 % 13,6 %"

Celice smo pred in po lizi eritrocitov presteli in doloc€ili odstotek izgube vseh celic KM
(preglednica 6.5.3.2). Zanimalo nas je, koliko celic KM izgubimo z lizo in koliko s samim
postopkom centrifugiranja in spiranja, zato smo primerjali izgubo v obeh primerih in
ugotovili, da se je Stevilo celic v suspenziji zmanjSalo po postopku lize za kar 60 %
(preglednica 6.5.3.2), po samem spiranju pa okoli 25 % vseh celic KM. Slednja izguba je
prisotna pri vsakem spiranju celic in tudi v sploSnem otezuje raziskave.

19 Vsak vzoréek je v zadetku vseboval 3,8 milijonov celic KM.
'V &asu odstotek eritrocitov glede na celoto raste, verjetno zato, ker pufer ¢ez &as lizira tudi druge jedrne
celice.

53



Jazbec K. Serijska presaditev kostnega mozga pri neobsevanih misih BALB/c.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2014

Preglednica 6.5.3.2: Stetje celic KM z Vi-CELL pred in po postopku lize eritrocitov in po postopku spiranja
(vkljucuje enkratno centrifugiranje in spiranje)

Liza eritrocitov Spiranje
Stevilo celic pred postopkom 3.8x10° 3.8x10°
St. vseh celic po postopku 1,52 x 10° 2,83 x 10°
St. zivih celic po postopku 1,39 x 10° 2,48 x 10°
St. mrtvih celic po postopku 0,13 x 10° 0,36 x 10°
Yiabilnost po postopku 91 % 87,6%
Stevilo izgubljenih celic po
postopku 2,28 x 10°( = 60 % manj celic) 0,97 x 10°( = 25,5% manj celic)

S preto¢nim citometrom smo dolocili tudi viabilnost jedrnih celic pred lizo, ki je bila
93,9 %, in viabilnost jedrnih celic po tri minutni lizi, ki je bila 96,7 %. Preglednica 6.5.3.2
prikazuje nekoliko nizjo viabilnost, izmerjeno z Vi-CELL. Razlog nizjega rezultata
viabilnosti je v tem, da Vi-CELL doloc¢a viabilnost celotni celi¢ni suspenziji, s pretocnim
citometrom pa smo dolocali viabilnost le izbrani populaciji jedrnih celic v vratih RI.
Enako viabilnost kot z Vi-CELL smo lahko dobili, ¢e smo jo merili brez postavljenih vrat,
torej vse dogodke, zaznane s pretocnim citometrom. Ko smo z Vi-CELL na vzorcu dobili
87,4 % viabilnost, smo s preto¢nim citometrom brez vrat dobili 88,27 % (slika 6.5.3.1).
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Slika 6.5.3.1: Dolo¢anje viabilnosti celotnega vzorca brez vrat. Viabilnost (desno) pretocni citometer meri v
celotnem kvadratu (levo), ne le v vratih R1.
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6.5.4 Test medijev za izolacijo celic KM

Celice smo testno izolirali iz kosti s Stirimi razlicnimi mediji: RPMI-1640, RPMI-1640 s
heparinom (10E/ml), RPMI-1640 s FBS (2 %) in s fiziolosko raztopino. Opazovali smo
sam potek trenja kosti, ali se izplavljene celice med seboj lepijo, kako poteka
centrifugiranje in spiranje itn.

Rezultat tega poskusa je bila ugotovitev, da dodatek heparina v medij povzroci, da postane

celotna celi¢na suspenzija bolj gostljata, da se lepi na stene konic pipet in da se slabo mesa
s PBS. Ko smo na kapljico PBS kanili kapljico celi¢ne suspenzije s heparinom, je slednja
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ostala v obliki kapljice in se ni razlila, kot so se celicne suspenzije z drugimi mediji (slika
6.5.4.1, levo). Enaka gostljatost se je pojavljala tudi pri centrifugiranju in spiranju v
centrifugirki (slika 6.5.4.1, desno). Podobne tezave z lepljivostjo smo imeli v preteklih
pripravah celi¢nih suspenzij za presaditev celic KM, saj smo na podlagi izkusenj drugih
raziskovalcev heparin vedno dodali v medij za izolacijo celic.

Zgoraj omenjene gostljatosti oz. lepljivosti pri ostalih treh preizkuSenih medijih ni bilo —
vsi pripravki so bili primerno tekoci in se niso lepili na stene konic pipet. Pri Stetju z
Vi-CELL in pri analizi s preto¢nim citometrom se je za slabSo izkazala tudi uporaba
fizioloske raztopine. V celi¢ni suspenziji, izolirani s fiziolosko raztopino, je bilo le 34,4 %
jedrnih celic (v vratih R1), medtem ko jih je bilo pri RPMI-1640 51,6 % jedrnih celic, pri
RPMI-1640 s heparinom 45,6 % in pri RPMI-1640 s FBS 48,9 %. Po teh rezultatih je
najboljsi medij za izolacijo celic KM RPMI-1640.

Spremljali smo tudi Stevilo celic v usedlini in supernatantu ter viabilnost celic. Ali je za
izolacijo bolje uporabiti samo RPMI-1640 ali je bolje dodati FBS, po opravljenem poskusu
ni najbolj jasno, ker so rezultati izolacije videti precej podobni. Pri dodanem FBS je bila
viabilnost celic za nekaj odstotkov vi§ja in vis§ji odstotek celic se je pri centrifugiranju
usedel v usedlino kot pri ostalih medijih, kar pomeni manj izgub celic pri postopkih
izolacije celic KM. Po dobljenem rezultatu, bi se lahko odlo¢ili za uporabo RPMI-1640 z
dodanim FBS, vendar obstaja moznost, da bi lahko sam FBS negativno vplival na vsaditev
celic KM v izbrane BALB/c miS$i, zato ga v bodo¢e v medij za izolacijo ne nameravamo
dodajati.

Preglednica 6.5.4.1: Primerjava Stevila celic in viabilnosti pri izolaciji celic z razlicnimi mediji (izmerjeno z
Vi-CELL)

Medij Stevilo vseh celic v Stevilo vseh celic v Odstotek celic v
supernatantu; viabilnost usedlini; viabilnost usedlini
RPMI-1640 28,6 x 10% 38,1 % 30 x 10% 85,6 % 51,1%
RPMI-1640 s heparinom 29,6 x 10% 46,9 % 38 x 10% 80,3 % 56,2 %
RPMI-1640 s FBS 36,6 x 10°% 47,9 % 78,9 x 10°%; 88,3 % 68,3 %
fiziolo§ka raztopina 18,4 x 10°% 41,6 % 17,9 x 10% 77,7 % 493 %

Slika 6.5.4.1: Ko medij vsebuje heparin, se celicna suspenzija sla%o mesa s PBS in je zelo lepljiva/gostljata
(levo). Podobno zlepljanje v kosme smo opazili tudi pri centrifugiranju in spiranju (desno, modra puscica).
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Ko smo po 24 urah pod mikroskopom opazovali celice, izolirane v razli¢nih medijih, v
kombinaciji razli¢nih celic, med njimi ni bilo ve¢jih razlik, le celice s heparinom so bile
videti bolj samostojne — manj v skupkih. Antikoagulacijski ucinek, ki smo ga pri¢akovali,
smo na celicah lahko opazili Sele po enem dnevu in ne takoj.

6.5.5 Korekcija priprave presadka

Po uspesni izolaciji celic KM iz kosti in lizi eritrocitov z dvakratnim filtriranjem preko
40 pm-—najlonskih sit in dvakratnim spiranjem smo 114,3 milijonov celic v 500 pl
prefiltrirali preko Miltenyi sita (30 pum). Po filtriranju je v suspenziji ostalo 104,6
milijonov celic v 630 ul (suspenzija je bolj razredCena zaradi spiranja sita pred in po
filtriranju), kar pomeni, da smo s filtriranjem izgubili 8,5 % celic.
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Slika 6.5.5.1: Analiza pripravljenega presadka celic KM po lizi eritrocitov in filtriranju z Miltenyi sitom.
Vrata R1 predstavljajo jedrne celice KM (73,8 %), vrata R2 predstavljajo granulociti (36,5 %), vrata R3
limfociti (23,7 %) in vrata R4 monociti (11 %).

Prefiltrirani presadek smo pregledali tudi z mikroskopom (slika 6.2.1, d) in analizirali s
pretonim citometrom. V presadku je bilo 73 % jedrnih celic, 12 % eritrocitov in 15 %
celicnega debrija (slika 6.5.5.1). Viabilnost jedrnih celic v vratih R1 je bila 92,5 %.

Ker smo primerna sita za filtriranje celicne suspenzije z veliko gostoto in majhnim

volumnom nasli Sele po vseh opravljenih presaditvah KM, smo jih v okviru te diplomske
naloge testirali le za namene prihodnjih presaditev.
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6.6 REZULTATI PRESADITEV CELIC KM
6.6.1 Presaditev celic KM v skupini mladih miSi BALB/c

Osnovni namen Studije presaditve KM skupin mladih prejemnic (starosti 15 do 19 tednov)
je bil ugotoviti, ali obstaja razlika v ¢asu po presaditvah oz. ali se bodo pokazale kak$ne
razlike v vsaditvi celic KM 1 in 3 mesece po presaditvi celic mladih darovalcev (starosti 7
do 9 tednov). Pri analizi DNA pridobljene iz KM in vranic prve skupine prejemnic (M A,
M B in M C) s PCR-RC en mesec po presaditvi himerizma nismo zaznali. Himerizma prav
tako nismo zaznali v bazenu vzorcev periferne krvi (preglednici 6.6.1.1 in 6.6.1.3).

Ker v prvi skupini mladih prejemnic nismo zaznali himerizma (preglednica 6.6.1.1, M A,
M B in M C), smo se lotili korigiranja postopkov presaditve celic pri drugi skupini mladih
prejemnic (M 1, M 4 in M 5) in opravili Stevilne teste, s katerimi smo zeleli zmanjSati
Stevilo neznank pri raziskavi.

Opravili smo dodatne preizkuse, da bi se prepricali, da izostanek himerizma ni morda
posledica neuspesnih injekcij celicne suspenzije v repno veno. Po Quesenberry in sod.
(2005), Colvin in sod. (2007) in Ellis in sod. (2011) ostajajo celice v krvnem obtoku nekje
do ene in najve¢ Sest ur po presaditvi v veno, zato smo prejemnicam z oznako M 1, M 3 in
M 4 15 do 30 minut po presaditvi 30 milijonov celic iz repa odvzeli 70 pl krvi in dolo¢ili
odstotek darovalCevih celic v periferni krvi. Rezultati so pokazali, da je v krvi prejemnic v
tem casu krozilo 66,1 % (M 1), 29,1 % (M 3) in <0,6 % (M 4) celic darovalca (preglednica
6.6.1.1). Pri tem se je pokazalo, da je zelo pomembno natan¢no injiciranje presadka v Zilo,
saj celice pri nenatan¢ni injekciji sicer pridejo v podkozje namesto v krvni obtok (te
obravnavamo kot nepresajene). Pri sami presaditvi smo zabelezili, da je bilo injiciranje pri
prejemnici M 1 zelo uspesno, pri M 4 pa smo zabelezili, da je bila injekcija slabsa (po
obcutku naj bi Slo v Zzilo le polovico odmerka). Prejemnici M 1, pri kateri smo spremljali
visoko raven darovalCevih celic v periferni krvi, smo naslednji dan odvzeli vzorce KM in
vranice, izolirali DNA in opravili PCR-RC. V KM smo zaznali manj kot 0,8 % in v vranici
manj kot 0,6 % moske DNA. Ceprav smo tej misi presadili do 120 milijonov celic (ker je
bila to prva prejemnica pri nasem poskusu, jih je verjetno prejela precej manj),
pricakovanega himerizma (do 21 %) nismo zaznali.

Ko smo presadili s PKH26 obarvane celice samca pri prejemnici M 3, smo naslednji dan s
PCR-RC analizo zaznali zelo majhno koli¢ino moske DNA v KM in vranici prejemnice, ki
se je ne da kvantificirati (verjetno manj kot 0,5 %). S pretocno citometrijo smo izmerili
1,9 % obarvanih celic v KM prejemnice, vendar je rezultat lahko visji ker pretocni
citometer zazna tudi obarvane eritrocite, medtem ko PCR-RC zazna le DNA (ki pa je v
eritrocitih ni).

Ce je moske DNA v vzorcu <0,5 %, je rezultat PCR-RC tezko ovrednotiti (to je odvisno od
vsake posamezne analize). Z obcutljivo metodo po An in Kang (2013) smo lahko zaznali
0,2 % moske DNA, ki se je pomnozila pri 31,5 Cq, kvantificirali pa smo jo lahko
natan¢neje Sele nad 0,5 %, saj je izraCun po dobljeni premici standardne krivulje lahko
vodil v lazno pozitivne ali negativne rezultate. Zaradi velike verjetnosti, da so rezultati z
himerizmom manj kot 0,5 % laZzno pozitivni, smo te rezultate obravnavali kot negativne,
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izjema je bila analiza z dne 20. 08. 2014, ko smo z izraCunom ugotovili lazno negativnost
pri 0,2 % himerizmu.

Preglednica 6.6.1.1: Rezultat presaditve celic KM mladih darovalcev (starosti 7 do 9 tednov) pri Sestih
mladih prejemnicah BALB/c (starosti od 15 do 19 tednov na dan prve presaditve). V preglednici so podani
rezultati dvakratne analize istih vzorcev.

Ozn.

. Stevilo presajenih o J4 DNA (%);
preje celic KM (datum Cas po PKM Vzorci d DN? (%), 400 nM;
- . 400nM’; 3.7.14
mnic presaditve) 20.8.14
MA?  45x10°(23.4.14) 32 dni M A KM SPIR.? 0,00 0,00
45 x 10° (24.4.14)° 32 dni M A KM TREN.? 0,00 /
32 dni M A VRAN. SRED.* 0,00 0,00
32 dni M A VRAN. ROB 0,00 /
MB  25x10°(28.4.14) 27 dni M B KM SPIR.? 0,00 0,00
15 x 10° (29.4.14) 27 dni M B KM TREN.? 0,00 /
27 dni M B VRAN. 0,49 0,00
MC | 62x10°(28.4.14) 27 dni M C KM SPIR.? 0,00 0,00
8.4 x 10°(29.4.14) 27 dni M C KM TREN.? 0,00 /
27 dni M C VRAN. 0,00 0,00
M1® | 45x10°(24.4.14) 60 dni + 15 min'’ M 1 KRI (15 MIN. PO 3. PKM) 66,07 66,95
45 x 10° (24.4.14)° 60 dni + 1 dan M 1 KM 0,83 0,00
30 x 10° (23.6.14) 60 dni + 1 dan M 1 VRAN. 0,63 0,00
M3 25x 10°(28.4.14) 55dni+8 dni+15min. = M 3 KRI (15 MIN. PO 3. PKM) 21,89 29,09
15x 10° (29.4.14)° 55 dni + 8 dni +1 dan M 3 KM 0,56 0,00
30 x 10° (23.6.14) 55 dni + 8 dni +1 dan M 3 VRAN. <2,5° 0,00
12,3x 10° (1.7.14)°
M4 | 94x10°(284.14) | 55dni+8dni+30min = M 4 KRI (30 MIN. PO 3. PKM) <0,6 /
8,4 x 10° (29.4.14)° 55 dni + 8 dni + 1 dan M 4 KM 0,00 0,00
15-30 x 10°
(23.6.14) 55 dni + 8 dni + 1 dan M 4 VRAN. 0,00 0,00

16,4 x 10° (1.7.14)’

' Na dan 3. 7. 2014 je bila PCR-RC opravljena po protokolu: 10 minut na 95°C, 42 ciklov po 95°C za 10 sekund, 25
sekund po 58°C in 15 sekund po 72°C ter zakljucek z disociacijsko krivuljo, na dan 20. 8. 2014 pa po protokolu: 10
minut na 95 °C , 45 ciklov po 95 °C za 15 sekund, 30 sekund po 58 °C in 30 sekund po 72 °C ter zakljucek z
disociacijsko krivuljo.

2 Prejemnice so verjetno prejele manj celic, kot je zapisano.

3 Prejemnice M A, M B in M C so bile prve, ki smo jim analizirali KM. Zeleli smo videti, ali bo rezultat himerizma
drugacen, ¢e bomo celice KM pridobili na drugacen nacin: a) celice KM sredic dolgih kosti smo pridobili s spiranjem
(oznaceno »SPIR.«) in b) celice KM smo pridobili s trenjem prej spranih kosti (vkljucno z odrezanimi kon¢nimi deli;
oznaceno »TREN.«). Ker je bil rezultat negativen, smo vse nadaljnje izolacije celic KM opravili po standardnem
postopku trenja.

* Vranico smo razrezali ter celice izolirali iz robnega in sredinskega dela vranice.

> Presadek celic KM je bil pred presaditvijo shranjen na 4 °C do najveg 24 ur po izolaciji.

8 Celice smo oznatili z barvilom PKH26.

7 Celice izvirajo iz samice in ozna¢ili smo jih z barvilom PKH26.

8 Rezultati vrednosti do 0,5 % so lahko lazno pozitivni.

? Se ne da ovrednotiti, ker sta se pomnozila dva produkta.

1960 dni + 15 min pomeni, da smo analizirali organ prejemnice, ki je prejela prvo presaditev 60 dni in drugo presaditev 15 minut pred
odvzemom vzorca.
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Preglednica 6.6.1.2: Rezultat presaditve celic KM mladih darovalcev (starosti 7 do 9 tednov) pri starih
prejemnicah BALB/c (starosti 15 mesecev na dan prve presaditve). V preglednici so podani rezultati

dvakratne analize istih vzorcev.

Ozn.
preje-
mnic

M 10*

M 11%

M 40>

M 30

M 31

M 33

Stevilo presajenih
celic KM (datum
presaditve)

30 x 10° (12.5.14)
30 x 10°(23.6.14)
30 x 10° (16.7.14)t

30 x 10° (12.5.14)
30 x 10° (23.6.14)
15x 10° (16.7.14)t

30 x 10° (12.5.14)
30 x 10° (23.6.14)
30 x 10° (16.7.14)t

30 x 10° (12.5.14)
30 x 10°(23.6.14)

30 x 10° (12.5.14)
30 x 10° (23.6.14)

30 x 10° (12.5.14)
20 x 10°(13.5.14)°

30 x 10° (12.5.14)
20 x 10° (13.5.14)°

30 x 10° (12.5.14)
20 x 10°(13.5.14)°

30 x 10° (12.5.14)
20 x 10°(13.5.14)°

Cas po PKM

42 dni + 24 dni

42 dni + 24 dni

42 dni + 24 dni

42 dni + 56 dni

42 dni + 56 dni

98 dni

99 dni

99 dni

99 dni

Vzorci

M 10 KM
M 10 VRAN.
M 10 PLJ.
M 10 JET.
M 10 LED.
M 10 REP
M 11 KM
M 11 VRAN.
M 11 PLJ.
M 11 JET.
M 11 LED.
M 11 REP
M 40 KM
M 40 VRAN.
M 40 PLJ.
M 40 JET.
M 40 LED.
M 40 REP
MOUSE 13 KM
M 13 VRAN.
M 13 PLJ.
M 13 REP
M 30 KM
M 30 VRAN.
M 30 PLJ.
M 30 REP
M 14 KM
M 14 VRAN.
M 14 PLJ.
M 14 REP
M31 KM
M 31 VRAN.
M 31 PLJ.
M 31 REP
M 33 KM
M 33 VRAN.
M 33 PLJ.
M 33 REP
M 0 KM
M 0 VRAN.
M0 PLJ.
M 0 REP

J DNA (%);
200 nM; 14.8.14

0,42*
0,39
7,53
0,43
0,49
3,13
0,42
0,00
4,53
0,44
0,42
0,89
0,40
0,39
3,82
0,52
0,40
1,51
/

N N N N N s

d DNA (%);
400 nM;
20.8.14

0,00
0,00
8,07

/

/
2,53
0,00
0,00
4,77

0,48
0,00
0,00
4,84

1,51
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

" PCR-RC je bil opravljen po protokolu: 10 minut na 95 °C , 45 ciklov po 95 °C za 15 sekund, 30 sekund po 58 °C in 30

sekund po 72 °C ter zakljucek z disociacijsko krivuljo.

% Prejemnice so poginile v roku dveh minut po tretjem injiciranju celic.
3 Presadek celic KM je bil pred presaditvijo shranjen na 4 °C do najve¢ 24 ur po izolaciji.

4 Rezultati vrednosti do 0,5 % so lahko lazno pozitivni.
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Preglednica 6.6.1.3: Odstotek moske DNA v periferni krvi prejemnic po presaditvi celic KM. Prejemnicam
smo vzeli vzorce periferne krvi (po 70 pl), jih zdruzili v bazene ter iz bazenov krvi izolirali DNA. Vzorce
smo morali zdruziti v bazene, ker bi posamezni vzorci vsebovali premajhno koli¢ino DNA za uspesno
analizo.

5 5 o 4 DNA
Oznaka prejemnic Stevilo presajenih celic Cas po Vzorei C?E)IOV:N(I'A) ) (%);
KM (datum presaditve) PKM 37.14 > 400 nM;
o 20.8.14
1. SKUPINA STARIH MISI
M10+M11+M13+M 30+
M 40) 30 x 10° (12.5.14) 36 dni BAZEN X KRI 0,00 /
2. SKUPINA STARIH MISI
M14+M31+M33+M0) 30 x 10° (12.5.14) 36 dni BAZEN Y KRI 0,00 0,00

20 x 10° (13.5.14)

2. SKUPINA MLADIH MISI
M1+M3+M4) 16-90 x 10° (24.4.-29.4.14) 50-54 dni BAZEN Z KRI 0,00 0,00

' Na dan 3. 7. 2014 je bila PCR-RC opravljena po protokolu: 10 minut na 95°C, 42 ciklov po 95°C za 10 sekund, 25
sekund po 58°C in 15 sekund po 72°C ter zakljucek z disociacijsko krivuljo, na dan 20. 8. 2014 pa po protokolu: 10
minut na 95 °C , 45 ciklov po 95 °C za 15 sekund, 30 sekund po 58 °C in 30 sekund po 72 °C ter zakljucek z
disociacijsko krivuljo.

6.6.2 Presaditev KM v skupini starih prejemnic BALB/c

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti ali serijska (zaporedna) presaditev celic KM vodi
v vecjo vsaditev celic pri skupini starih prejemnic misi BALB/c (starosti 15 mesecev). Nasi
rezultati presaditve celic KM so bili negativni, himerizma torej nismo zaznali (preglednica
6.6.1.2), zato primerjava uspesSnosti zaporednih presaditev ni bila mozna.

Pri vseh starih prejemnicah smo himerizem preverjali v KM, vranici, pljucih in koZnem
delu repa (pri nekaterih Se v jetrih in ledvicah). Himerizma nismo zaznali pri nobenem
osebku, izjema so bile tri prejemnice (M 10, M 11 in M 40), ki so poginile nekaj minut po
tretji injekciji celicnega presadka (preglednica 6.6.2.1). Pri njih smo celice darovalca
zaznali v koznem delu repa (do 2,5 %), nad mestom injekcije celic v repno veno (mesto,
kjer je bila presaditev le delno uspe$na) in v pljucih (2,5 % do 8 % himerizem).

Ko smo preverjali himerizem v periferni krvi starih prejemnic, pet tednov po presaditvi,
tudi v tem primeru z analizo s PCR-RC nismo zaznali prisotnosti darovaléevih celic
(preglednica 6.6.1.3). Ker smo vsaki misi lahko odvzeli le okoli 70 ul periferne krvi, smo
vzorce prejemnic zdruzili in dolocali himerizem meSanic (bazen X je zdruzeval periferno
kri misi M 10, M 11, M 13, M 30 in M 40, bazen Y pa je zdruzeval periferno kri misi
M 14, M 31, M 33 in M 0). Rezultat je bil prav tako negativen.

6.6.3 Rezultati izolacije DNA

Koncentracijo pridobljene DNA in njeno cistost smo preverili s spektrofotometrom
NanoDrop. Razmerje A260/A280 nad 1.8 je splosno sprejeto kot »Cista« DNA in tudi nasi
vzorci so pokazali Zeleno Cistost (preglednica 6.6.3.1). Malce manj Cisti so bili le vzorci,
kjer je bila prisotna nizja koli¢ina DNA, a Se zmeraj dovolj Cisti za nadaljnjo analizo;
najmanj €isti so bili vzorci repa.
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Vrednosti A260/A230, ki Stejejo za »Cisto« nukleinsko kislino so obicajno v razponu
2-2,2. Pri nasih vzorcih pogosto nismo dobili te Zelene vrednosti, vendar pa so rezultati
PCR-RC pokazali, da je bila pridobljena DNA dovolj &ista za analizo (izjema so bili le
vZzorci repa).

Preglednica 6.6.3.1: Rezultati izolacije DNA v vzorcih

Vzorec Vv DNA ¢ DNA celokupna DNA > 60/4280 A260/A230
(ul) (ng/ul) (ng)

Kri samice (za umer.) 50 81,8 4090 1,85 1,52
Kri samice 2 (za umer.) 50 90,1 4505 1,9 1,33
Kri samca (za umer.) 50 88,4 4420 1,88 1,59
M A KM SPIR. 50 142,1 7105 1,81 1,92
M A KM TREN. 50 140,0 7000 1,81 1,56
M A VRAN. SRED. 50 125,7 6285 1,84 2,12
M A VRAN. ROB 50 263 13150 1,9 2,23
M B KM SRED. 50 158,3 7915 1,81 1,94
M B KM TREN. 50 166,6 8330 1,81 1,42
M B VRAN. 50 92,9 4645 1,87 2,14
M C KM SPIR. 50 150,6 7530 1,82 1,69
M C KM TREN. 50 146,4 7320 1,81 2,03
M C VRANICA 50 3342 16710 1,9 2,26
M 1 KRI 50 15,0 750 1,68 0,49
M1 KM 50 80,0 4000 ? 1,5
M 1 VRAN. 50 128 6400 - -

M 3 KRI 50 50,0 2500 1,68 0,48
M3 KM 50 71,4 3570 - -

M 3 VRAN. 50 48,1 2405 - -

M 4 MIS 50 15,0 750 1,68 0,49
M 4 KM 50 65,1 3255 - -

M 4 VRAN. 50 160,3 8015 - -

BAZEN X 50 128,5 6425 1,89 1,81
BAZEN Y 50 82,6 4130 1,88 1,13
BAZEN Z 50 97,4 4870 1,79 1,9
M 10 KM 50 71,6 3580 1,93 1,74
M 10 REP 50 8,63 431,50 1,49 2,33
M 10 LED. 50 2445 12225,00 2,00 2,43
M 10 JET. 50 180,6 9030,00 1,9 1,48
M 10 PLJ. 50 344 1720,00 1,9 2,44
M 10 VRAN. 50 296,1 14805,00 1,89 2,29
M 11 KM 50 58,5 2925 1,94 1,82
M 11 REP 50 10,86 543,00 1,75 2,41
M 11 LED. 50 397,9 19895,00 1,91 2,07
M 11 JET. 50 3823 19115,00 1,92 2,25
M 11 PLJ. 50 104,64 5232,00 1,73 1,02
M 11 VRAN. 50 58,8 2940,00 1,97 1,47
M 40 KM 50 62,7 3135 1,92 1,63
M 40 REP 50 12,3 615,00 1,53 0,99
M 40 LED. 50 3272 16360,00 1,98 2,3
M 40 JET. 50 330 16500,00 1,93 1,9

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 6.6.3.1: Rezultati izolacije DNA v vzorcih

M 40 PLJ. 50 44,8 2240,00 1,87 2,06
M 40 VRAN. 50 419,1 20955,00 1,88 2,33
M 13 KM 50 60,1 3005,00 1,86 1,74
M 14 KM 50 69,3 3465,00 1,81 1,8
M 30 KM 50 44,1 2205,00 1,86 1,61
M 31 KM 50 46,9 2345,00 1,89 1,68
M 31 VRAN. 50 93,3 4665,00 1,86 1,51
M 31 PLJ. 50 29,3 1465,00 2,32 0,94
M 31 REP 50 5,5 275,00 6,9 0,22
M 33 KM 50 91,0 4550,00 1,82 1,84
M 33 VRAN. 50 44,9 2245,00 2,08 0,81
M 33 PLJ. 50 66,6 3330,00 2,01 1,29
M 33 REP 50 6,3 315,00 4,10 0,33
M 0 KM 50 62,1 3105,00 1,9 1,74
M 0 VRAN. 50 129,5 6475,00 1,97 1,7
M 0 PLJ. 50 48,9 2445,00 2,07 1,24
M 0 REP 50 234 1170,00 2,15 0,83

6.6.4 Rezultati analize s PCR v realnem ¢asu

Za dolocitev odstotka moske DNA v vzorcih prejemnic po presaditvi smo izbrali metodo
PCR-RC na osnovi postopka, ki ga priporo¢ata An in Kang (2013). Sprva smo natanéno
sledili njunim navodilom, le da smo pri tem uporabili material drugih proizvajalcev.
PCR-RC smo opravili na plo§¢i s 96 vdolbinicami in indtrumentu za PCR ABI PRISM
7900HT Sequence Detection System.

Metodo smo preizkusili tako, da smo pripravili umeritveno krivuljo. Izolirano DNA,
pridobljeno iz celic krvi samca in samice BALB/c, smo razred¢ili na 4 ng/ul ter ju zmesali
v razmerjih, tako da smo dobili 0,2%, 0,5%, 2,5%, 12,5%, 50%, 87,5% in 100% moske
DNA. Vzorce DNA smo porazdelili v vdolbinice v triplikatih (Zfyl) in duplikatih (Bcl2)
ter dodali meSanico SYBR Green Master Mix, par zacetnih oligonukleotidov, ZO
(400 nM) ter vodo. Plos¢o smo vstavili v inStrument za PCR z nastavitvami: 95°C za 10
minut, 42 ciklov s 95°C za 10 sekund, 58°C za 25 sekund in 72°C za 15 sekund ter
zakljucek z disociacijsko krivuljo.

Gen Bcl2 sluzi kot referen¢ni gen in njegove krivulje se morajo prakticno prekrivati, kar
nakazuje, da smo v vsako vdolbinico vnesli enako koli¢ino DNA. Sliki 6.6.4.1 in 6.6.4.2 na
desni prikazujeta omenjeno prekrivanje pri pomnoZzevanju Bcl2, na levi pa sliki prikazujeta
razli¢ne krivulje pomnozZevanja gena Zfyl, ki je v razlicnih vzorcih prisoten v razli¢nih
koli¢inah. Kljub temu, da je prisoten v razli¢nih koli¢inah pa se mora disociirati pri vseh
vzorcih pri enaki temperaturi. Ceprav so se pri Bcl2 krivulje prekrivale, pa smo z
nadaljnjimi izboljSavami Zeleli odpraviti pomnoZevanje drugih nespecificnih produktov
(vidni kot Se en nakazan vrh spredaj na sliki 6.6.4.2, desno).
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Slika 6.6.4.2: Disociacijske krivulj'e pri Zfyl (levo) in Bel2 (desno)

Uporaba plosce s 384 vdolbinicami, sprememba protokola ciklov in optimizacija
koncentracije zacetnih oligonukleotidov

Po optimizaciji postopka PCR-RC smo presli iz ploiée z 96 vdolbinicami na plosée s 384
vdolbinicami. Volumen v posamezni vdolbinici se je tako razpolovil na 10 pl ter s tem tudi
poraba reagentov. Zamenjali smo tudi in§trument za PCR in presli na Viia™™ 7 podjetja
Life technologies.

Pri protokolu 10 minut na 95 °C, 45 ciklov po 95 °C za 15 sekund, 30 sekund po 58 °C in
30 sekund po 72 °C ter zakljucek z disociacijsko krivuljo smo preizkusili delovanje ZO na
vzorcih 0,2% in 12,5% moske DNA v razli¢nih koncentracijah: 400 nM, 200 nM, 100 nM
in 50 nM. Rezultat je pokazal, da je najboljsa uporaba 400 nM ZO (slika 6.6.4.3).
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Slika 6.6.4.3: Krivulje pomnoZevanja pri testu razlicnih koncentracij ZO. Pri uporabi 400 nM in 200 nM so
rezultati zelo podobni, le pri vzorcu z 0,2 % mosko DNA se je produkt pomnozil malce kasneje.

0.001 ——
2 4

Nekatere vzorce smo testirali z uporabo 400 nM in 200 nM. V obeh primerih so se
produkti moske DNA lepo pomnozili, ¢e so le bili prisotni (ve¢ kot 1 %), to je bilo pri
vzorcih pljuc in repa pri skupini starih prejemnic (preglednica 6.6.1.2).

Za obe koli¢ini ZO smo dolo¢ili tudi naklon (S, angl. slope) in ucinkovitost (E, angl.
efficiency) pri razredCenih vzorcih 100 % moske DNA: pri 200nM in 400 nM
koncentraciji ZO smo vzorce redcili 10x, 100x, 1000x in 10000x (8,5 ng/ul do 8,5 pg/ul).
Naklon premice smo izracunali iz dobljenih Cq vrednosti pri razlicnih logaritmiranih
redCitvah DNA (slika 6.6.4.4) ter nato izraCunali ucinkovitost (preglednica 6.6.4.1) po

formuli 5.11.3.2.1: E=(10‘1/S—1). Ucinkovitost 400 nM ZO je v okviru splosnih

priporocil med 0,9 in 1,1 (0z. med 90 % in 110 %; Life technologies, 2012), vendar je
sprejemljiva tudi u¢inkovitost 200 nM ZO, ki je v obmoc¢ju med 0,8 in 1,2 (Baebler in sod.,
2011).

Preglednica 6.6.4.1: Naklon (S) in u¢inkovitost (E) PCR-RC

Uporabljeni ZO Naklon (S) Uc¢inkovitost (E)
200 nM Zfy1 -3,64 0,88
200 nM Bcl2 -3,72 0,86
400 nM Zfy1 -3,5 0,93
400 nM Bcl2 -3,38 0,98

64



Jazbec K. Serijska presaditev kostnega mozga pri neobsevanih misih BALB/c.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2014

Utinkovitost za Zfyl Ucinkovitost za Blc2
35
. 40
30 35 &
e 30 Lo )
25 4 .
20
g y =-3,4995x + 35,767 8w
L R?=0,988 e y =-3,9273x +39,006
= " R?=0,9756
5 5
o 0
0 1 2 3 4 5 H 1 3 = 1 ;)
Log konc. Log konc.

Slika 6.6.4.4: Rezultati testa ucinkovitosti za Zfyl in Bcl2. Ucinkovitost pri 400 nM za Zfyl je 0,93,
uc¢inkovitost za Bel2 je 0,98.

Koncni postopek PCR-RC za dolocanje himerizma

Za dolocanje kolicine moSke DNA v vzorcih je najboljsi postopek s 400 nM zacetnimi
oligonukleotidi Zfy1 in Bcl2 na ploi¢i z 384 vdolbinicami in napravi Viia™ 7 podjetja Life
technologies. Pri tem smo uporabili ¢asovni okvir ciklov: 10 minut na 95 °C, 45 ciklov po
95°C za 15 sekund, 30 sekund po 58 °C in 30 sekund po 72 °C ter zakljucek z
disociacijsko krivuljo. Po tem postopku smo dolocali himerizem v vseh zbranih vzorcih
KM, krvi, vranice, pljuc, jeter, ledvic in koznega dela repa.

Iz rezultatov znanih vrednosti odstotkov moske DNA smo po formuli An in Kang (2013)
postavili umeritveno krivuljo in ji dolocili trendno c¢rto (slika 6.6.4.5), pri ¢emer smo
uporabili formuli ACq(Cq?/¥* — Cq®¢'?) in 272¢4 (5.11.3.1.1 in 5.11.3.1.2). Formulo
dobljene premice smo uporabili za izracun neznanih vrednosti moske DNA v vzorcih
(rezultati so navedeni v preglednicah 6.6.1.1, 6.6.1.2 in 6.6.1.3). Preverili smo tudi talilno
temperaturo vseh disociacijskih krivulj (slika 6.6.4.6), s ¢imer smo se prepricali, da se
pomnoZzuje pravo nukleotidno zaporedje. Povprecna temperatura disociacije pri vzorcih
umeritvene krivulje je bila pri Zfyl 75,56 °C £ 0,08 °C in pri Bcl2 85,63 °C + 0,08 °C.

Umeritvena krivulja za razlicne
odstotke mosSke DNA

4
N 35 y = 0,0361x + 0,0067
@ 3 R? = 0,9981
fd
(@)
F'|> 2,5
(1=
N 2
=
i 1,5

1

0,5
0

0 20 40 60 80 100
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Slika 6.6.4.5: Umeritvena krivulja znanih vrednosti odstotkov moske DNA.
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Med rezultati smo za natancen izracun himerizma pri vzorcih z neznano koli¢ino moske
DNA upostevali le tiste, pri katerih je imela disociacijska krivulja le en vrh in talilno
temperaturo pri Zfyl 75,42 °C £+ 0,17 °C ter pri Bcl2 85,49 °C £ 0,15 °C. V nekaterih
primerih natan¢en izracun zaradi dveh vrhov (pomnozil Se je Se en nespecifi¢en produkt) ni
bil mogo¢, zato smo vrednost moske DNA le ocenili (na primer, <0,2 %).

Pri izratunu smo upostevali prag detekcije, ki ga je avtomatsko postavil program Viia'™ 7.
Grafa pomnozevanja na sliki 6.6.4.7 prikazujeta krivulje pomnozevanja produktov glede
na koli¢ino prisotnosti moske DNA pri Zfyl in glede na koli¢ino prisotnosti DNA pri Bcl2.
Pri Bcl2 se je nekaj krivulj pomnozZilo kasneje, kar nakazuje, da meritev koncentracije
DNA z NanoDropom pri nizjih koncentracijah ni tako natan¢na ter da je normalizacija z
referencnim genom zazelena.

Pri disociacijskah krivuljah vzorcev z Zfy1 vidimo (slika 6.6.4.8, levo), da so se v primeru
pomanjkanja moske DNA pomnoZevala druga nukleotidna zaporedja. Do tovrstnega
pomnoZevanja obic¢ajno prihaja, ko ni prisotnega tarénega nukleotidnega zaporedja ali pa je
prisoten v zelo majhnih koli¢inah.

Ko je v vzorcu moSke DNA zelo malo (do 1 %), je zaradi Ze omenjenega pomnoZevanja
drugih nukleotidnih zaporedij tezko natanc¢no kvantificirati odstotek moSke DNA. Poleg
tega pa je na obcutljivost metode vplivala sama pridobljena formula umeritvene krivulje, ki
je lahko vodila do 0,5 % laZzno pozitivnega ali lazno negativnega rezultata. Dobljeno
formulo smo tako vedno preverili na znanih vzorcih (preglednica 6.6.4.2) in s tem dobili
boljsi vtis o tem, kako obcutljiva je metoda.

Preglednica 6.6.4.2: Primer izraCuna vrednosti za postavitev umeritvene krivulje in test dobljene formule za
izracun znanih vrednosti moske DNA v vzorcih (PCR-RC z dne 20. 08. 2014)

Odstotek Testni izrac¢un odstotka moske DNA v
moske DNAv  Cq Zfyl Cq Bcl2 27(Cq™™-Cq®)  vzorcu po dobljeni formuli umeritvene
vzorcu (%) krivulje y = 0,0361x + 0,0067 (%)

0,2 31,498 23,677 0,004421393 -0,06

0,5 29,548 24,08 0,022600066 0,44

2,5 27,478 24,068 0,094037145 2,42

12,5 24,847 23,552 0,407650924 11,1

50 22,811 23,743 1,907933186 52,7

87,5 21,929 23,621 3,232037299 89,3

100 21,967 23,777 3,508202166 96,7
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Slika 6.6.4.6: Disociacijske krivulje za Zfyl in Bcl2. Povpre¢na talilna temperatura vzorcev umeritvene
krivulje je bila pri Zfyl 75,56 °C + 0,08 °C in pri Bcl2 85,63 °C + 0,08 °C.
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Slika 6.6.4.8: Disociacijske krivulje za Zfy1 in Bcl_2 za vse vzorce z dne 20. 08. 2014.
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Dolocitev stevila celic za pozitiven rezultat

Zanimalo nas je, kolikSno je najmanjSe Stevilo celic moskega spola v vzorcu KM ali
periferne krvi, da pri PCR-RC lahko mosko DNA zaznamo in jo kvantificiramo. Iz podatka
po dos Anjos Pires s sod. (2001), da je v eni celici vranice 6.42 +/- 0.234 pg DNA, smo
izracunali, da potrebujemo v vzorcu 0,2 % moske DNA 7 celic z jedrom — to je dovolj da
mosSko DNA le zaznamo. Za to da mosko DNA lahko kvantificiramo — da dosezemo vsaj
0,5 % (morda 1 %) himerizem — potrebujemo v vzorcu vsaj 9 (morda do 17) celic
darovalca.
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7 RAZPRAVA IN SKLEPI

7.1 RAZPRAVA

Pricujoce diplomsko delo je pravzaprav pilotski poskus za vec¢jo raziskavo, namenjeno
preucevanju presaditve KM pri neobsevanih starih miSih BALB/c. Ker je za uspesno
presaditev KM potrebno pripraviti dober presadek, ki vsebuje dovolj veliko Stevilo
viabilnih celic, med katerimi so tudi KMC, je bil prvi cilj pripraviti takSen kakovosten
presadek ter optimizirati postopke za njegovo pripravo.

Najboljsi postopek za izolacijo celic KM je trenje

Presaditev KM na miSih izvajajo ze Sest desetletij in ve¢inoma so za pridobitev celic KM
uporabili postopek spiranja kosti (predvsem stegnenice, golenice in nadlahtnice). Sele v
zadnjem desetletju se uveljavlja postopek trenja kosti, katerega prednost je vecje Stevilo
izoliranih celic in ve¢ji odstotek mati¢nih in progenitorskih celic (Colvin in sod., 2004).
Nekateri izvajajo tudi postopke, ki vkljuCujejo uporabo encimov kolagenaze in dispaze za
razgradnjo kosti. V okviru nase raziskave smo preizkusili vse omenjene postopke izolacije
celic iz kosti, ki smo jih izpeljali na podlagi priporoc¢enih protokolov razlicnih avtorjev,
med njimi Ramkumar in sod. (2013), Lo Celso in Scadden (2007), McGarry (2014),
Madaan (2014), Benton (2009) ter Duran-Struuck in Dysko (2009).

Ugotovili smo, da je za izolacijo celic KM najprimernejsi postopek trenja, saj smo z njim
pridobili najvecje Stevilo celic, in sicer do 400 milijonov, kar je pri¢akovano Stevilo celic
glede na predhodne rezultate, pridobljene pri misih BALB/c (Colvin in sod., 2004). Ce
uporabimo postopek trenja, lahko pri eni misi uporabimo ve¢ kosti kot pri spiranju, saj
dodatno tremo Se hrbtenico in ¢revnici, poleg tega je tudi sam postopek hitrejsi. Ker so po
trenju v celi€ni suspenziji prisotni tudi strti delci kosti in mascobe, je zelo pomembno
pridobljeno suspenzijo dobro prefiltrirati skozi 40 um-najlonska sita in tik pred prenosom v
brizgo Se skozi 30 um- najlonsko sito, ki omogoca filtriranje majhnih volumnov z veliko
gostoto celic. Da je postopek trenja najprimernejsi, dokazuje tudi objava Haylocka in sod.
(2007), kjer navajajo, da s trenjem pridobimo vecji odstotek progenitorskih celic, ki so v
regijah endosta.

Kot dodaten poskus pri izolaciji celic smo uporabili tudi encima kolagenazo in dispazo ter
spremljali, ali bomo z razgradnjo ostankov kosti po trenju izolirali e dodatno Stevilo celic.
Na ta nacin smo izolirali le dodatnih 7 milijonov celic in celi¢na suspenzija je vsebovala
veliko kostnih delcev, zato se za nadaljevanje, ki bi vkljucevalo postopek encimske
razgradnje, nismo odlo¢ili.

Celice, pridobljene s postopkom spiranja, so bile pricakovane morfologije, suspenzija pa je
vsebovala malo celi¢nega debrija, vendar pa smo s tem postopkom lahko izolirali le do 90
milijonov celic iz posameznih Zivali, kar je sicer v skladu s pricakovanim (izracunano po
rezultatih Colvina in sod., 2004), a e vedno do Stirikrat manj kot pri postopku trenja kosti.
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Analiza sestave celi¢nih suspenzij s preto¢nim citometrom po spiranju in trenju ni pokazala
vecjih razlik. V postavljenih vratih R1 smo se omejili na populacijo jedrnih celic, ki jih je
bilo 50,5 % pri trenju in 67,2 % pri spiranju, njihova viabilnost pa v obeh primerih vec¢ kot
90 %. Pretoc¢ni citometer je pokazal, kar smo videli Ze z mikroskopom, da ima suspenzija,
pridobljena s trenjem, ve¢ celicnega debrija.

Pri postopkih izolacije celic je dobro ¢im bolj omejiti centrifugiranje s spiranjem, saj pri
tem vsakokrat izgubimo 25 % celic.

Najbolje je presaditi sveze izolirane celice KM

Nasledn;ji korak pri doloCanju postopka presaditve KM je bil povezan s pripravo celi¢ne
suspenzije za presaditev. Ugotovili smo, da je izolirano celicno suspenzijo najbolje
presaditi svezo, takoj po izolaciji. Z zmrzovanjem in odmrzovanjem celic izgubimo
izredno veliko Stevilo celic (ve¢ kot 50 %). Ko smo celice nekaj dni spremljali na 4 °C in
na sobni temperaturi, so visoko viabilnost ohranjale dolgo ¢asa ( >90 % po enem dnevu, do
67 % devet dni po izolaciji), a pri tem ne moremo trditi, da ta viabilnost velja tudi za
krvotvorne mati¢ne in progenitorske celice, ki so klju¢ne za uspesno vsaditev. Zanimivo je
bilo, da je ponekod Stevilo Zivih celic sprva naraslo in Sele zatem upadlo. Ta pojav obcasno
opazajo tudi pri KMC pri ¢loveku (CD34+) pri odmrznjeni popkovnicni krvi (Ifko, 2011,
Laroche in sod., 2005).

Himerizem smo dolocali z metodo PCR v realnem casu

Za dolocanje himerizma v prejemnicah je potrebno uporabiti celice darovalca, ki jih lahko
razlikujemo od celic prejemnika. Celice darovalca bi lahko obarvali s fluorescen¢nimi
barvili, med katerimi je najprimernejsi PKH26, ki se in vivo na mati¢nih celicah ohrani do
49 dni (Ude in sod., 2012). Obarvane celice bi nato spremljali s pretocnim citometrom. Ker
je na$ poskus potekal 90 dni in ker obstaja moznost, da bi PKH26 lahko prehajal tudi na
druga tkiva (Li in sod., 2013), smo se odlocili uporabiti raje celice moskega darovalca in
himerizem dolo¢iti na podlagi kvantifikacije prisotnosti Y-kromosoma v prejemnicah
zenskega spola.

Prisotnost Y-kromosoma v DNA smo dolo¢ali s PCR-RC po An in Kang (2013), ki smo jo
optimizirali. Obcutljivost metode je 0,2 %, zmoZznost kvantifikacije pa je odvisna od vsake
posamezne PCR-RC — giblje se nekje med 0,5 % in 1 %. V obmodju do 0,5 % (o0z. do 1 %)
je mosko DNA tezko kvantificirati, saj lahko sama pridobljena formula premice
umeritvene krivulje vodi do 0,5 % lazno pozitivnega ali lazno negativnega rezultata.
Dobljeno formulo smo tako vedno preverili na znanih vzorcih iz umeritvene krivulje in s
tem dobili boljsi vtis o tem, od kje dalje je mozna kvantifikacija. Da bi bil lazno pozitivni
ali lazno negativni rezultati ¢im manjsi, An in Kang (2013) priporocata, a) da na isti plosci
analiziramo umeritveno krivuljo in neznane vzorce, kar smo ze poceli, ter b) da tocke
umeritvene krivulje postavimo v obmocje, kjer pricakujemo rezultate. Morda bi pri
prihodnjih PCR-RC analizah naredili umeritveno krivuljo v obmo¢ju od 0,2 % do 40 %.
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Presaditev celic KM v neobsevane misi BALB/c je bila neuspesna — ni vodila v zaznavni
himerizem

Po pripravi celi¢nega presadka smo presadili celice KM Sestim mladim in devetim starim
misi BALB/c. Prejemnice so bile Zenskega spola in so prejele celice KM moskih mladih
darovalcev istega seva. Osnovni namen skupine z mladimi prejemnicami je bil spremljati
razliko po enem ali po treh mesecih po presaditvi, vendar se je izkazalo, da himerizma v
prvi skupini ni bilo, zato smo drugo skupino mladih prejemnic namenili kontroli in
izboljSanju postopkov presaditve celic KM.

Celi¢ni presadek smo vbrizgali v eno od repnih ven prejemnic, vendar je bilo injiciranje
celi¢ne suspenzije v zilo le deloma uspesno, saj je tezave povzrocala velika gostota celic v
pripravku (do 45 milijonov celic v 110 do 200 ul). Zaradi negotovosti, ali celice uspesno
pridejo v krvni obtok, smo se odlocili opraviti dodatne teste, ki bi nam odgovorili na to
vprasanje. Trem mladim prejemnicam smo odvzeli vzorec periferne krvi 15 do 30 minut po
presaditvi celic KM ter s PCR-RC dologili koli¢ino prisotne DNA darovalca. V krvi smo
zaznali 66,9 %, 29 % in <0,6 %, kar sovpada z nasimi opazanji pri sami injekciji celic, kjer
smo zabelezili, da smo presaditev opravili dobro ali pa slabo. Kljub dobri injekeiji celic
KM pri prejemnici, ki jih je imela v krvi takoj po presaditvi 66,9 %, pa smo naslednji dan
pri njej v KM zaznali le <0,8 % in v vranici <0,6 % darovalc¢eve DNA.

Izbrana metoda PCR-RC je zelo obéutljiva metoda za doloanje moske DNA v vzorcih,
vendar smo kljub temu zeleli preveriti uspeSnost presaditve Se z barvanjem celic. Pred
presaditvijo smo jih obarvali s fluorescencnim barvilom PKH26, pri presaditvi pa smo
uporabili celice darovalca zenskega in moskega spola. Pri barvanju nam je uspelo obarvati
le 60 % presajenih celic, od katerih je pretocni citometer v KM prejemnice zaznal 1,9 %.
Da smo v tem primeru zaznali vec¢ji himerizem je lahko razlog v tem, da smo s PKH26
obarvali tudi eritrocite, teh pa PCR-RC ne zazna, saj ne vsebujejo DNA. Ce bi zeleli
nadaljevati raziskave z barvanjem, bi morali metodo optimizirati, a se za to nismo odlo¢ili.

Pri presaditvah KM starim neobsevanim prejemnicam smo prav tako prisli do zakljucka,
da po presaditvah ni zaznavnega himerizma oz. se rezultati lahko gibljejo v obmocju do
0,5 %, ki se ga ne da natan¢no kvantificirati (v tem obmocju so rezultati lahko laZzno
pozitivni ali lazno negativni). Pri skupini starih prejemnic poskus ni potekal po Zelenem
nacrtu, saj so tri prejemnice poginile nekaj minut po injekciji celic ob tretji presaditvi.
Poginulim prejemnicam smo odvzeli vzorce KM, vranice, pljué, jeter, ledvic in koznega
dela repa, nad mestom injekcije, ter celice zaznali v repu (0,5 % do 2,5 % moske DNA) in
pljucih (4,7 % do 8 % moske DNA). Rezultati kazejo, da a) vseh celic nismo uspeli
injicirati v repno zilo, temvec, da jih je del presel v podkozje, ter b) da so pljuca prvo
mesto, kjer so se ustavile celice po injekciji.

Cui in sod. (1999) so spremljali, v katerih organih se ugnezdijo celice 4 ure po presaditvi,
in ugotovili, da so med njimi KM, vranica, jetra, pljuca, misice, ledvice in srce. Medtem ko
je bilo pri neobsevanih prejemnicah celic ve¢ v KM kot drugih organih, pa je bilo pri
obsevanih prejemnicah celic najve¢ v pljucih. Cui in sod. ne vidijo specificnega vzorca pri
migraciji presajenih celic ter predvidevajo, da gre za nespecifi¢no prijemanje in da se le
celice, ki preidejo v KM, srecajo s pravim okoljem, ki jih vodi v ugnezditev. Nasi rezultati
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kazejo prisotnost darovalCevih celic nekaj minut po presaditvi v pljucih, medtem ko jih v
KM, jetrih, ledvicah in vranici ni bilo. Iz tega lahko sklepamo, da so pljuca prvi organ, kjer
se ustavijo celice, preden se pridejo do drugih organov, morda zaradi preprostega toka krvi,
ki jih iz venoznega dela skozi srce vodi do pljuc. Podatka o razporeditvi celic darovalca po
telesu prejemnika tako hitro po presaditvi v objavah avtorjev Se nismo opazili.

Po Brecher in sod. (1982), Saxe in sod. (1984), Rao in sod. (1997), Bubnic in Keating
(2002) in Colvin in sod. (2004) presaditve celic KM vodijo v himerizem, ki je linearno
odvisen od kolicine presajenih celic, in sicer v obmocju od 0,17 do 0,27 %, ali celo 0,52 %,
na milijon presajenih celic KM. Odstotek kon¢nega himerizma pri prejemnicah v
odvisnosti od presajenega Stevila celic naraS¢a vse do okoli 40 %, kjer naj bi dosegel plato
(Blomberg in sod., 1998), ¢eprav lahko himerizem pri posameznih osebkih doseze tudi od
19 % do 88 % (po presaditvi 800 milijonov celic). Po teh rezultatih bi morali pri naSem
poskusu pri presaditvi 50 milijonov celic pri eni skupini starih prejemnic zaznati od 8,5 %
do 13,5 % (ali celo do 26 %) himerizem. Glede na druge avtorje pa bi lahko pricakovali
tudi nizji himerizem (ali celo odsotnost himerizma), saj so dosegli nizjo vsaditev, med
njimi, na primer, Stewart in sod. (1993), ki so pri presaditvi 200 milijonov celic dosegli
10—18 % himerizem, pri presaditvi 30—40 milijonov celic pri BALB/c pa himerizma niso
zaznali.

Zagotoviti je potrebno uspesno injekcijo celic v krvni obtok

Razlogov, zakaj v nekaterih prejemnicah nismo zaznali himerizma, je lahko precej. Sprva
smo se lotili preverjanja izolacije celic KM in same presaditve. Ker smo imeli tezave z
gostoto celic v majhnem volumnu medija, smo opravili test z nekaj razli¢nih medijev ter
ugotovili, da je po dodatku heparina v medij za izolacijo celic celi¢na suspenzija postala
gosta in lepljiva, kar bi lahko bil vzrok za tezave pri presaditvi. V medij smo v osnovi
dodali heparin po predlogu Ramshawa in sod. (1995b) in Kovina in sod. (2013), saj naj bi
ta zmanjSal smrtnost prejemnic in povecal vsaditev celic. V bodoc¢e heparina v medij ne
bomo dodajali, morda bi prejemnicam vbrizgali heparin lo¢eno na dan presaditve ali celo
en dan prej. Iz medija bomo izlocili tudi FBS, saj bi lahko v prejemnicah sprozal nezelene
imunske odzive ter zmanjSal moznost uspesne vsaditve.

Da bi zmanjSali gostoto celic v presadku, smo opravili tudi lizo eritrocitov in pripravili
presadek, ki vsebuje okoli 73 % jedrnih celic, 12 % eritrocitov in 15 % celi€nega debrija.
Viabilnost jedrnih celic je bila 92,5 %. Omenjenega presadka Se nismo testirali pri
presaditvi, a bo liza eritrocitov vsekakor del priprave presadka pri bodocCih raziskavah.
Lizo eritrocitov uporabljajo pri pripravah celic mnogi raziskovalci, ki pri presaditvah
uporabljajo sortirane celice (Lin, ...). Tudi Bubnic in Keating (2002) sta odstranila
eritrocite in pri svojih presaditvah uporabila le enojedrne celice. Prihodnje presaditve bomo
opravili po postopku, ki je pripet v Prilogi 1.

Ko smo zeleli doloc¢iti optimalno gostoto celic v presadku, smo morali izbrati volumen
medija (PBS), ki ga lahko Se vbrizgamo v krvni obtok misi, ne da bi te dozivele volumski
Sok. Objavljeni ¢lanki (Kovina in sod., 2013, Blomberg in sod., 1998, Rao in sod.,
1997, ...) v svojih metodah opisujejo, da so misim BALB/c presajali celice v 0,5 ml
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(Stewart in sod., 1993 celo do 1 ml) pri posamezni injekciji. MiSi imajo v krvnem obtoku
okoli 77-80 pl/g krvi, kar pomeni, da imajo 18 — 20 g misi 1,4 do 1,6 ml krvi, zato
menimo, da ob presaditvi ne smejo prejeti ve¢ kot 300 pl tekocine. Po nasih izkusnjah je
bila gostota celi¢ne suspenzije primerna, ¢e ni presegala 10 milijonov celic na 100 pl
medija, vendar moramo gostoto celic ponovno oceniti, ko pri izolaciji celic ne bomo
uporabljali heparina, ki je v naSem primeru gostil suspenzijo in otezil presaditve.

Ena od neznank pri presaditvah je uspesnost injekcije celic v repno veno. Ce celice
vbrizgamo v podkozje, namesto v zilo, te celice obravnavamo kot nepresajene. Oseba, ki
izvaja presaditve mora biti zelo izurjena.

Mozni razlogi za odsotnost himerizma so zavrnitev celic, zapolnjenost nis, pomanjkanje
proliferacije celic in drugi za sedaj Se neznani razlogi

Kljub wustrezni sestavi presadka in navidezno ustrezni injekciji v repno veno pri
prejemnicah nismo uspeli doseci vsaditve darovalCevih celic pri neobsevanih prejemnicah.
Tehni¢na izvedba presaditve je le eden od moznih vzrokov za pomanjkanje himerizma.
Obstaja moznost, da vsaditve ni, ker med celicami prejemnic in presajenimi celicami
prihaja do zavrnitve. Pri naSem raziskovalnem delu smo sicer z namenom ¢im vecje tkivne
skladnosti uporabili sev miS§i BALB/c AnNCrl, ki naj bi imele v sploSnem =zaradi
sokrvnosti MHC skoraj identi¢en. Sev uporabljenih misi ima MHC haplotipa H2® in ta
haplotip naj bi imel zanemarljivo majhno imunoreaktivnost za H-Y antigen, to je z Y-
kromosomom povezana histokompatibilnost (Nilsson in sod. (1997, 1999), Bubnic in
Keating (2002), na podlagi objav Fierza s sod. (1982) ter Silvers in Wachtel (1977)). V
zavrnitev presadka lahko vodi delovanje minorskih histokompatibilnostnih antigenov
(angl. minor histocompatibility antigens, MiHA), ki lahko delujejo, Cetudi sta darovalec in
prejemnik identicna v MHC (Roopenian in sod., 2002). Zaradi moznosti, da so celice
samca in samice med seboj imunoreaktivne, je potrebno opraviti dodatne raziskave.
Opazovanje zdravja misi, ki so prejele presadek, sicer ni pokazalo znakov zavrnitve ali
znakov bolezni presadka proti gostitelju (prejemnice niso bile videti bolne, niso imele
grize, ni se jim razvil dermatitis; Seller, 1970, Duran-Struuk in Dysko, 2009).

Druga moznost za pomanjkanje himerizma pri nekondicioniranih miSih je lahko
pomanjkanje prostora v niSah KM (Nilsson in sod., 1997b). Kljub temu, da je Stevilnim
avtorjem uspelo dokazati, da za uspesno vsaditev misi ni potrebno kondicionirati (Micklem
in sod., 1968, Brecher in sod., 1982, Saxe in sod., 1984, Sadelain in Wegman, 1989,
Stewart in sod., 1993, Wu in Keating, 1993, Ramshaw in sod., 1995a in 1995b, Nilsson in
sod., 1997 in 1999, Rao in sod., 1997, Blomberg in sod., 1998, Bubnic in Keating, 2002,
Colvin in sod., 2004 in 2007; mnogi od teh pod vodstvom dr. Petra Quesenberryja), je Se
danes precej razSirjena dogma, da je potrebno sprostiti niSe pri prejemnicah z obsevanjem
ali s kemoterapijo. Razloga za slabo vsaditev pri neobsevanih miSih pa Wu in Keating
(1993) ter Zhong in sod. (2002) niso videli v pomanjkanju prostora v niSah, temve¢ v
neuspesni proliferaciji celic darovalca v prejemnikovem KM. Pokazali so, da so bile celice
darovalca v prejemnikih prisotne vsaj 6 mesecev, vendar pa se niso delile, kot so se delile v
obsevanih prejemnikih. Tudi Sadelain in sod. (1989) predvidevajo, da je razlog za
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pomanjkanje ali nizek odstotek himerizma lahko v regulatornih mehanizmih, ki
preprecujejo proliferacijo mati¢nih celic darovalca.

7.2 PRIHODNJE DELO

Nasa nadaljnja prizadevanja za uspesSno doseganje himerizma bodo usmerjena v izvedbo
testa meSanih limfocitnih kultur, ki nam bodo pokazale, ali so celice med seboj imunsko
neskladne.

V primeru, da so celice med seboj skladne, bomo nadaljevali s poskusom, kjer bomo
uporabili rastni dejavnik granulocitne vrste (G-SCF, angl. granulocyte-colony stimulating
factor), kar je glikoprotein, ki stimulira KM, da ustvarja granulocite in mati¢ne celice in jih
sprosca v krvni obtok. Namen uporabe G-SCF je sprostitev ni§ KM prejemnic in upanje za
uspesen dolgotrajen himerizem brez mieloablativnih postopkov, saj mieloablacija ni
primerna za potrebe naSih bodocih raziskav na geriarti¢nih misih, ker uni¢i imunski sistem,
tega pa zelimo ohraniti neoslabljenega.

V prihodnje bomo spremljali tudi vsaditev celic po izboljSanem postopku izolacije celic,
pri katerem bomo uporabili jedrne celice KM ter medij brez heparina in FBS. V
nadaljevanju pa je potrebno opraviti Se preiskave presadka s pretocno citometrijo, kjer bi

dolocili natan¢no Stevilo KMC, ter opraviti teste CFU, ki bi nam pokazali krvotvorno
sposobnost mati¢nih in progenitorskih celic za proliferacijo in diferenciacijo v presadku.

7.3 SKLEPI

1. Za izolacijo celic KM je najprimernejSi postopek trenja, saj smo z njim pridobili
najvecje Stevilo celic, in sicer do 400 milijonov.

2. Nas poskus dosedanjih objav ni potrdil, saj pri Sestih mladih in devetih starih miSih
BALB/c nismo dosegli zaznavne vsaditve daroval¢evih celic KM po enem ali treh
mesecih po presaditvi.

3. Himerizma nismo dosegli niti z enkratnimi niti z zaporednimi presaditvami celic KM.

4. Zaznavne vsaditve celic ni bilo niti v kostnem mozgu, niti v drugih organih.
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8 POVZETEK

Misi so pred ve¢ kot Sestimi desetletji postale pomemben model raziskovalnih in
predklini¢nih Studij za preucevanje presaditev kostnega mozga (KM). KM je dinami¢no
okolje znotraj ploscatih kosti, dolgih kosti, vretenc, medenic¢nih kosti in nekaterih kratkih
kosti, kjer nastaja veliko Stevilo celic in se odvija izjemen spekter celi¢nih diferenciacij. Je
glavno mesto nastajanja krvnih celic (hematopoeze), ki se diferencirajo iz KMC.

Pri Studijah presaditev KM na miSih raziskovalci ve¢inoma uporabljajo mieloablativne
postopke (obsevanje in uporaba kemoterapevtskih sredstev), ki so po splosno razsirjeni
dogmi nujni za sprostitev ni§ v KM prejemnika in uspeSno vsaditev presajenih alogenskih
celic. Pri nekaj ve¢ kot ducat Studijah pa so uspesno dosegli vsaditev presajenih celic tudi
pri nekondicioniranih mis§jih prejemnicah. Te Studije s bile podlaga za naso raziskavo, pri
kateri smo zeleli ugotoviti stopnjo himerizma po presaditvi celic KM nekondicioniranim
misjim prejemnicam.

V prvem delu naSe raziskave smo Zeleli dolociti najprimernejSo metodo za izolacijo celic
kostnega mozga, s katero bi pripravili presadek s ¢im vecjim Stevilom viabilnih celic. Pri
tem smo za izolacijo celic KM preizkusili postopka spiranja in trenja, z ali brez uporabe
encima kolagenaze in dispaze. Spremljali smo tudi ucinke razlicnih postopkov
shranjevanja celic, barvanja celic, izolacije celic z ali brez lize eritrocitov in uporabo
razli¢énih medijev med izolacijo celic na kakovost presadka. V drugem delu raziskave smo
pridobljene celice KM misjih darovalcev injicirali v petnajst neobsevanih misjih prejemnic
(sev BALB/c) in izmerili stopnjo himerizma. Dodatno smo zZeleli ugotoviti ali s tremi
zaporednimi presaditvami dosezemo vecji himerizem kot z eno presaditvijo.

Analiza celi¢nih suspenzij s preto¢nim citometrom po spiranju in trenju ni pokazala ve¢jih
razlik, v obeh primerih je bila viabilnost jedrnih celic >90 %. Za najprimernejSo metodo za
izolacijo celic KM smo dolocili postopek trenja kosti, pri katerem smo uporabili po dve
golenici, stegnenici, nadlahtnici, ¢revnici in hrbtenico. S tem postopkom smo pridobili
najvecje Stevilo celic, in sicer do 400 milijonov, kar je kar Stirikrat ve¢ kot pri postopku
spiranja kosti. Tako lahko s postopkom trenja prihranimo $tevilo uporabljenih misi in tudi
potek same izolacije je hitrejSi. Hkrati pa je trenje ugodnejSe tudi zaradi dejstva, da se z
njim pridobi vecji odstotek progenitorskih celic, ki so v regijah endosta, v predelu KM ob
kosti.

Uspesnost vsaditve darovalcevih celic smo po injekciji v repo veno preverjali z metodo
PCR-RC. 1z kosti prejemnic smo izolirali celice KM, izolirali DNA ter z analizo PCR-RC
dolocili koli¢ino prisotnosti moske DNA na podlagi umeritvene krivulje, ki smo jo
pripravili iz znanith meSanic DNA samice in samca (od 0,2 % do 100 % moske DNA). V
PCR-RC reakcijah smo uporabili SYBR Green in zagetna oligonukleotida (ZO) Zfy1 (je na
Y-kromosomu) in Bcl2 (referencni gen). Ucinkovitost pomnozevanja pri 400 nM ZO je
bila 0,93 za Zfyl in 0,98 za Bcl2. Presaditve KM pri Sestih mladih in devetih starih miSih
niso pokazale vsaditve celic KM. V nekaterih primerih smo izmerili do 0,5 % vsaditev, kar
je pod mejo kvantifikacije. Odsotnost himerizma smo najprej zaznali v skupini mladih
prejemnic (slika 2.1, 4. skupina), zato smo zeleli izboljsati postopek presaditve celic KM,
kar smo opravili pri ostalih mladih prejemnicah (slika 2.1, 3. skupina). Opravili smo

75



Jazbec K. Serijska presaditev kostnega mozga pri neobsevanih misih BALB/c.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2014

dodatne teste (vzorcCenje periferne krvi po presaditvi, barvanje celic s PKH26), s katerimi
smo se Zzeleli prepricati, da pri presaditvi celice dosezejo krvni obtok. V vzorcih krvi
prejemnic takoj po injiciranju nismo izmerili prisotnosti Y-kromosoma, kar pomeni, da
injiciranje ni bilo vedno uspesno.

Pri treh starih prejemnicah, ki so poginile po injiciranju tretje doze celic, smo odvzeli
vzorce KM, in drugih tkiv, vranice, pljuc, jeter, ledvic in koznega dela repa nad mestom
injekcije. Celice darovalcev smo zaznali v repu (0,5 % do 2,5 % moske DNA) in pljucih
(4,7 % do 8 % moske DNA). Rezultati torej kazejo na to, da delez celic verjetno ni dosegel
periferne krvi ter da so se celice darovalcev po injiciranju ustavile v pljucih.

Avtorji pomanjkanje himerizma v KM nekondicioniranih prejemnic povezujejo s tremi
glavnimi razlogi: a) prihaja do zavrnitve celic darovalca, b) niSe v KM prejemnic so
popolnoma zasedene in ni prostora za celice darovalca ter c) celice darovalca, ki prispejo v
KM prejemnic, ne proliferirajo, temve¢ mirujejo. Razlogi bi lahko bili povezani tudi s
samo tehni¢no izvedbo poskusa in pripravo presadka, ali pa z neucinkovito injekcijo v
repno Zilo prejemnic.

Z nadaljnjimi poskusi bomo skusali najti reSitve, ki bi vodile v uspeSen himerizem pri
nekondicioniranih misih, Se posebej starih. Ob uspeSni vsaditvi celic KM mladih
darovalcev v stare prejemnice bi lahko preucevali morebitne pozitivne ucinke presajenih
mladih celic na oslabljeni imunski in krvotvorni sistem starih prejemnic. Tovrstne himere
bi lahko postale dober model za preucCevanje zdravljenja mnogih s starostjo povezanih
bolezni.
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PRILOGA: PROTOKOL TRENJA KOSTI ZA PRIDOBITEV CELIC KOSTNEGA
MOZGA

Protokol je povzet po Ramkumar in sod. (2013), vkljuene so spremembe po avtorjih Lo
Celso in Scadden (2007), McGarry (Bone marrow ...), Madaan (2014), Haylock in sod.
(2007), Benton (2009) ter Duran-Struuck in Dysko (2009).

Material:
a) medij za pridobitev KM (RPMI+): g) sterilna gaza
- brezbarvni RPMI-1640 z dodanim h) steriliziran terilnik in pestilo
25 mM HEPES (pH 7,0 — 7,5) in L- 1) petrijevke (60 mm) in centrifugirke
glutaminom (300 mg/1) (50 ml)
-1 mM EDTA j) 40 um-najlonska sita (Falcon)
- 1X PenStrep (penicilin (100 E/ml) + k) 30 um-najlonska sita (Miltenyi)
streptomicin (100 ug)) 1) Pasteurjeve pipete
b) PBS m)pipete in konice za pipete s filtrom
¢) 1X PharmLyse Buffer n) epice
d) 70% etanol o) centrifuga z nadzirano temperaturo
e) razkuZilo Asepsol (5% raztopina) p) brezpraSna komora
f) sterilna rezila (2 kosa), skarje (2 kosa) q) kadicka z ledom

in pincete (2 kosa)

Delo naj poteka v brezprasni komori. Vse uporabljene raztopine in orodje mora biti
sterilno. Medije, ki se jih uporablja med postopkom, se postavi v kadi¢ko z ledom. Tudi
petrijevke, v katere se polaga kosti, se postavi na led.

Postopek:

1. Evtanazirane miSi za 5 minut potopite v 5% raztopino Asepsol. Za tem jih polozite na
sterilno podlago. Ves Cas ekstrakcije vse dobro razkuzujte z alkoholom.

2. Kozo zarezite na hrbtnem delu in jo s prsti povlecite narazen navzgor in navzdol.
Skarje in pinceto, ki ju uporabite za rezanje koze, zavrZite in pri nadaljnjem delu
uporabite svez komplet.

3. Z rezi odstranite glavne kosti: po dve golenici (tibia), stegnenici (femur), nadlahtnici
(humerus) in Crevnici (ilium).

4. Golenico odstranite tako, da zarezete v vezivno tkivo nad kolenom in v miSice pod
kolenom. Za tem zarezite skozi koleno, lo€ite golenico in jo potegnite ven iz koze. Pri
odstranjevanju bodite previdni, da ne polomite kosti.

5. S skarjami nato od golenice locite Se stopalo in odstranite miSice, kolikor gre. Kost
postavite v RPMI+ na ledu.

6. Stegnenico odstranite tako, da prerezete miSice ter jih postrgate stran. Izpahnite jo iz
sklepa ter polozite v medij.

7. Na enak nacin izrezite Se obe nadlahtnici in obe ¢revnici.

8. Odstranjene kosti, ki so se jih drzijo miSice in vezivo, za 5 minut polozite v 60 mm
petrijevko na ledu, ki vsebuje mrzel medij za pridobitev KM, da se tkivo zmehca.

9. Za odstranitev hrbtenice odrezite rep in nato rezite ob hrbtenici spodaj, levo in desno,
pri ¢emer pazite, da ne zarezete v peritone;.

10. Pripravite sveze rezilo (skalpel).
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Vsako odstranjeno kost posebej primite s pinceto in jo na sterilni podlagi ocistite
miSi¢nega in vezivnega tkiva. Tudi hrbtenico dobro ocistite, jo na Stirth mestih
prerezite in s pomocjo igle odstranite tudi hrbtenjaco.

Vse kosti obriSite z gazo in jih polozite nazaj v RPMI+. Videz kosti po ¢iS¢enju
prikazuje slika 5.1.1.1 (levo).

Ociscene kosti za 2 minuti namocite v 70% etanolu.

Kosti nato prenesite v PBS, s ¢imer se spere etanol ter jih postavite v petrijevko z
medijem za pridobitev KM.

TRENIJE: Ociscene kosti prenesite v sterilni terilnik, ki vsebuje nekaj ml medija za
pridobitev KM (obicajno se za kosti ene miske porabi okoli 6 ml medija).

S tolkacem strite kosti v fragmente. Najprej strite kosti (golenici, stegnenici,
nadlahtnici in ¢revnici) in nato posebej hrbtenico. Trite toliko casa, dokler se slisi
»skrtanje«, pri ¢emer bodite pozorni, da kosti ne strete v fin prah.

Po trenju suspenzijo vbrizgavajte in izbrizgavajte s pipeto, da premesate celice, in jih
odpipetirate skozi 40 um-najlonsko sito v 50 ml-centrifugirko. Pred filtriranjem mrezo
sita omocite z medijem.

Kostem, ki ostanejo v terilniku ponovno dodajte medij in ponovite trenje, celice
premesajte s pipeto in jih odpipetirajte skozi 40 pm-najlonsko sito v centrifugirko.
Kosti, ki ostanejo, so po trenju zelo svetle (slika 5.1.2.1, desno).

Enak postopek ponovite pri trenju hrbtenice. To je najbolje narediti s svezim sitom in
loceno centrifugirko.

Ko imate celi¢no suspenzijo zbrano, jo ponovno prefiltrirajte skozi 40 um-najlonsko
sito. Po filtraciji z medijem Se malce sperite sito.

Celi¢no suspenzijo nato centrifugirajte 5 minut pri 490 xg, pri 4 °C.

Supernatant previdno odstranite in usedlino pretresite (in vorteksirajte na nizkih
obratih), preden nadaljujete.

LIZA ERITROCITOV: Celice resuspendirajte v 5 ml 1X PharmLyse Buffer za 3 min
v temi. Po poteku treh minut, celice takoj sperite s 30 ml PBS in centrifugirate 5 minut
pri 490 xg.

Supernatant previdno odstranite tako, da iz obeh centrifugirk vse celice zdruzite v eno
ter ponovno sperite s 30 ml PBS.

Suspenzijo ponovno centrifugirajte 5 minut pri 490 xg, pri 4 °C in odstranite
supernatant in usedlino pretresite in vorteksirajte na nizkih obratih.

Celice postavite v ledeno kopel in odvzemite vzorcek za Stetje celic.

PRIPRAVA ZA PRESADITEV: Preracunajte, v kolikSnem volumnu PBS morate
resuspendirati celice, da boste lahko pripravili brizge za posamezne presaditve (brizge
za presaditev ter ena rezervna). Pri tem morate uposStevati, da boste volumen
suspenzije povecali za 200 pl pri spiranju 30 pm-sita (Miltenyi).

Pripravite epico, v katero boste prefiltrirali celicno suspenzijo, in nanjo postavite
(drzite) 30 pm-sito. S 100 pul PBS zmocite sito in nato skozi vbrizgnite celicno
suspenzijo. Ker se celice oprimejo sita, s pomocjo Pasteurjeve pipete celice pihnite
navzdol. Za tem sito sperite s 100 pl ter ponovno pihnite s Pasteujevo pipeto.

Cim prej opravite presaditev celic. Vsako posamezno brizgo je najbolje napolniti tik
pred presaditvijo vsaki posamezni prejemnici.
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