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Al  Mezenhimske mati¢ne celice (MMC) predstavljajo velik napredek v klini¢ni
terapiji za regeneracijo tkiv ali celi¢no terapijo. Zaradi imunosupresivnih lastnosti in
multipotentnosti so MMC uporabne pri zdravljenju raznih bolezni in poskodovanih tkiv
Vv regenerativni medicini. Z namenom, da se zagotovijo primerne koli¢ine MMC za
klinicno uporabo, so se kot alternativa klasicnim metodam gojenja v adherentnih
enoslojnih plasteh razvili mikronosilci (MN). Slednji predstavljajo tridimenzionalno
podporno ogrodje za pritrditev, nadaljno Sirjenje in diferenciacijo MMC. Cilj naSega
magistrskega dela je bil optimizirati pogoje gojenja MMC iz maséevja (ASC) na MN za
produkcijo ¢im veéjega Stevila celic. Z optimizacijo in vitro pogojev gojenja ASC smo
pokazali, da lahko najvecje Stevilo celic dobimo z izbiro primernih fizikalnih in
kemijskih lastnosti MN, s predpripravo MN v gojilnem mediju in s postopkom menjave
medija. Celice po gojenju na MN niso izgubile proliferacijskega potenciala v primerjavi
s kontrolno adherentno kulturo. Z diferenciacijskimi poskusi pred in po gojenju celic na
MN smo pokazali, da sposobnost diferenciacije v adipocite in hondrocite ostaja enaka,
osteogeni potencial pa je bil nekoliko povecan kot pri kontrolni kulturi.
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AB Mesenchymal stem cells (MSC) represent a major advance in clinical therapy to

regenerate tissues or for cell therapy. Due to their immunosuppressive properties and

multipotency, show utility in the treatment of various diseases and damaged tissues in

regenerative medicine. In order to ensure appropriate quantities of MSC for clinical use,

as an alternative methods to conventional cultivation of the adherent monolayer layers

developed microcarriers (MC). MC represent a three-dimensional support matrix for

attachment, further expansion and differentiation of MSC. The aim of our master's

thesis was to optimize the culture conditions of MSC from adipose tissue (ASC) on MC

for the high-yield culture of cells. We have shown that the highest number of cells can

be obtained by selection of appropriate physical and chemical properties of MC, by

preincubation of MC in the culture medium and by the medium refreshment regime.

Cells grown on MC did not lose their proliferative potential compared with the control

adherent culture. The differentiation experiments before and after the cultivation cells

on MC shown that the ability of differentiation into adipocytes and chondrocytes

remains the same, but osteogenic potential was slightly increased compared with control

cultures.
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Force)

Glutamin

Gojilni medij DMEM z 20 % FBS

Humani levkocitni antigen (HLA)
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IGF-1

IL-6, IL-8
IPSC

MMC
MN
N-CAM

NSO celice
o))

PBS

PDGF

pH

pO;

Rpm

SVF
T25in T75
TGF-B

TNF-a

Hormonski rastni faktor podoben inzulinu (angl. Insulin-like
Growht Factor)

Interlevkini

Inducirane pluripotentne mati¢ne celice (angl. Induced
Pluripotent Stem Cells)

Mezenhimska mati¢na celica (angl. Mesenchymal Stem Cell)
Mikronosilci (angl. Microcarriers)

Adhezijske molekule nevronskih celic (angl. Neural Cell
Adhesion Molecule)

Celi¢na linija iz mieloma misi

Molekularni kisik

Fosfatni pufer (angl. Phosphate Buffered Saline)

Rastni faktor iz krvnih plosc¢ic (ang. Plateled derived Growht
Factor)

Merilo za koncentracijo hidroksilnih ionov v raztopini
Parciarni tlak molekule kisika

Stevilo vrtljajev na minuto (angl. Revolutions Per Minute)
Stromalna vaskularna frakcija

Gojilna posoda s povr§ino 25 cm® in 75 cm?
Transformirajo¢i rastni dejavnik beta (angl. Transforming
Growht Factor beta)

Faktor tumorske nekroze o (angl. Tumor Necrosis Factor o)
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SLOVARCEK

Pojem

Razlaga

Adherentna kultura

Celi¢na kultura sposobna pritrditve na dno gojilne

posode.

Alogensko/alogeno*

Istovrstno. TKivo, celice ali organ drugega osebka
iste bioloske vrste, ki je genetsko razliCen in zato
imunsko neskladen. »Alogenska uporaba« je uporaba
tkiv ali celic, ki jih odvzamemo eni osebi in

uporabimo pri drugi osebi.

Apoptoza Programirana celicha smrt, normalen, uravnavan
razvojni in fizioloski proces.

Avtologno * Tkivo, celice ali organ, ki jih presadimo istemu
osebku, ki jih je daroval. »Avtologna uporaba« je
uporaba tkiv ali celic, ki jih odvzamemo in
uporabimo pri isti osebi.

Bioreaktor Umeten sistem, v katerem potekajo bioloski procesi,

s katerim lahko pridobimo ¢loveku uporabne snovi.

Diferenciacija

Sposobnost celic, da se iz manj specializiranih celic

razvijejo v bolj specializirane.

Imunofenotip

Imunoloski oznacevalci na povrsini celice, ki jih

lahko dolo¢imo z imunocitokemi¢nimi reakcijami.

In vitro Izraz, ki se nanasa na procese in poskuse, ki potekajo
v nadzorovanem okolju zunaj Zivega organizma.

In vivo Izraz, ki se nanaSa na procese, ki potekajo znotraj
Zivega organizma.

Konfluenca Stanje, ko celice v enoslojni kulturi popolnoma

prerastejo dno gojilne posode.

Krvotvorna mati¢na celice *

Multipotentna maticna celica, iz katere nastanejo

eritrociti, levkociti in trombociti.
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Mati¢na celica *

Nediferencirana  celica, ki ima  sposobnost
samoobnavljanja. Z nesimetricno delitvijo nastane
ena njej enaka hcerinska celica in druga bolj
diferencirana hcerinska celica. Ta ima manjsi razvojni

potencial, ker je bolj diferencirana.

Mezenhimska mati¢na celica *

Multipotentna mati¢na celica, ki se lahko diferencira
v celice hrustanca, kosti, miSice in maScobne celice.
Nahaja se tudi v kostnem mozgu, ki je vir mnogih

mati¢nih celic.

Nekroza

Za razliko od apoptoze je nekroza patoloska celi¢na
smrt, ki privede do vnetnega procesa v celici. Ce je

omejena na tkivo, privede do lokalnega odmrtja tkiva.

Pasaza

Presaditev celic v celi¢ni kulturi v novo gojilno
posodo, ponavadi po tem ko celice v kulturi doseZejo

konfluentno stanje.

Podvojitveni cas celic

V kolikem ¢&asu se S$tevilo celic v celiéni kulturi

podvoiji.

Proliferacija

Povecanje Stevila celic s procesom celi¢ne delitve.

Senescenca

Proces staranja celic. S ¢asom se zmanjSa stopnja
delitve celic, zmanjSano je kopicenje metabolnih

produktov, kar na koncu pripelje do celi¢ne smrti.

Stopnja povecanja celi¢ne

populacije

Za koliko krat se Stevilo celic v celi¢ni kulturi poveca

v ¢asu.

Transdiferenciacija

Naraven pojav maticnih celic, kjer se mati¢ne celice
iz enega tkiva odraslega osebka spremenijo v

specializirane celice drugega tkiva.

Tripsinizacija *

Encimatska razgradnja proteinov s serinsko proteazo
tripsinom. V celi¢cnih kulturah se uporablja pri

locevanju celic od podlage.

* Rozman in Jez, 2009
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1 UvOD

Mezenhimske matic¢ne celice (MMC; angl. Mesenchymal stem cells) so odrasle mati¢ne
celice, ki se nahajajo v razli¢nih tkivih, kot so kostni mozeg, mas¢evje, popkovni¢na
kri, horionski vili placente, amnijska membrana ipd. Kot glavni vir MMC je bil dolgo
uveljavljen kostni mozeg. Zaradi lazjega dostopa je vedno bolj kot alternativni vir
pridobivanja MMC v uporabi tudi mascevje. Iz mascevja lahko pridobimo vecje
koli¢ine izhodi$¢nega materiala in nato namnozimo vecje Stevilo celic. Mezenhimske
mati¢ne celice iz mascevja (ASC; angl. Adipose-derived stem cells) se lahko
diferencirajo v razli¢ne vrste celic, med drugimi v mascobne, kostne in hrustan¢ne
celice. Pomembna lastnost MMC je njihova sposobnost samoobnavljanja in
regeneracije poSkodovanega tkiva ter njihovo protivnetno in imuno-modulatorno
delovanje. Tako se uspesno uporabljajo pri alogenskih transplantacijah in predstavljajo
velik potencial pri zdravljenju razli¢nih bolezni. V ta namen je potrebno zagotoviti
zadostno koli¢cino MMC primerne kakovosti. Klasi¢no gojenje MMC se izvaja v
adherentnih enoslojnih plasteh, ki predstavljajo 2D okolje. TakSen proces gojenja ima
mnoge pomanjkljivosti, predvsem je dolgotrajen, tezje ga je spremljati ter nadzorovati,
kar poveca dovzetnost za kontaminacije. Kot delovno intenziven proces je povezan z
visokimi stroski in majhnim stevilom dobljenih celic glede na povrSino. Vse te
pomanjkljivosti lahko zaobidemo z gojenjem celic na mikronosilcih (MN), Ki
predstavljajo izboljsan, nadzorovan in stroskovno uéinkovit 3D nacdin gojenja. MN
omogocajo povecanje razmerja gojilne povrsine in prostornine, potrebno pa je dodatno

optimizirati pogoje gojenja.

1.1 NAMEN DELA

Zaradi potrebe po vecjih koli¢inah MMC se bomo v magistrskem delu usmerili v
optimizacijo pogojev gojenja ASC na MN v gojilni suspenziji. Skusali bomo dolociti
klju¢ne parametre gojenja, kot so ustrezna priprava MN glede na njihove fizikalne in
kemijske lastnosti, rezim menjave medija, UStrezni pogoji meSanja v gojilni suspenziji.
S tem bomo omogocili pridobivanje najveéjega moznega Stevila celic za terapevtsko

uporabo.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE
V magistrski nalogi smo si zastavili naslednje hipoteze:
e Predinkubacija MN v serumu govejega zarodka (Cisti FBS) vpliva na izboljsano
rast in kon¢no stevilo ASC v primerjavi s predinkubacijo MN v gojilnem mediju
DMEM z 20 % FBS (GM).

e Pogostejsa menjava GM poveca proliferacijo in Stevilo pridobljenih celic.

e ASC po gojenju na MN v gojilni suspenziji ohranijo enak proliferacijski

potencial, kot ga imajo celice v adherentni enoslojni plasti.

e Gojenje ASC na MN ne vpliva na njihovo diferenciacijsko sposobnost.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE

Mezenhimske mati¢ne celic (MMC; angl. Mesenchymal stem cells) uvr§¢amo v skupino
odraslih mati¢nih celic, ki imajo multipotentni znacaj (Jiang in sod., 2002). Za
multipotentne mati¢ne celice je znacilno, da so se sposobne diferencirati v razli¢ne,
vendar sorodne vrste celic (Scholer, 2007). Poleg MMC v skupino odraslih mati¢nih
celic z multipotentnim potencialom spadajo tudi krvotvorne mati¢ne celice (hSC, angl.
Hematopoetic stem cells), iz katerih nastanejo vse krvne celice in celice imunskega

sistema, ki se nahajajo v ve¢ organih (Scholer, 2007).

V §irSo skupino mati¢nih celic s pluripotentnim potencialom spadajo embrionalne
mati¢ne celice (ESC; angl. Embryonic stem cells) in inducirane pluripotentne mati¢ne
celic (iPSC; angl. Induced pluripotent stem cells). Slednje imajo vecji terapevtski
potencial v primerjavi z odraslimi MMC. Njihova prakti¢na uporaba pa je precej bolj
omejena, tako iz eticnega kot tudi iz zdravstvenega vidika. Embrionalne mati¢ne celice
so se namre¢ sposobne diferencirati v celi¢ne linije vseh zarodnih plasti. Pri njihovi
uporabi to lahko privede do negativnih stranskih u¢inkov, kot so nastanek nezelenega
tkiva ali tvorbe teratomov (Mizuno in sod., 2012). V nasprotju z njimi so MMC bolj
imuno-kompatibilne in eti¢no ne sporne. Pospeseno se uporabljajo tako v regenerativni

medicini kot za $tevilne druge terapevtske namene.

MMC so prisotne v vseh tkivih (Dominici in sod., 2006). Ucinkovitost izolacije in
Stevilo izoliranih celic je odvisno od vrste tkiva, starosti osebka in postopka izolacije
(Motaln in sod., 2010). Prvotno so bile izolirane iz aspiratov kostnega mozga. Danes
lahko zadostno koli¢ino MMC izoliramo tudi iz drugih tkiv, kot so mascevje, popkovina
in amnionska membrana (Fangming, 2012). Po izolaciji celic iz razli¢nih tkiv dobimo
najprej heterogeno populacijo celic, sestavljeno iz progenitorskin mezenhimskih
mati¢nih celic, mezenhimskih stromalnih celic in fibroblastov. MMC se od ostalih celic

razlikujejo po sposobnosti pritrditve na gojilno povrsino in razrasta v obliki celicne
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kolonije (CFU; angl. Colony-forming unit) (Akiyama in sod., 2012). Z adherentnim
gojenjem in nadaljnim presajanjem v nove gojilne posode postopoma dobimo ciste

kulture teh celic. Te so sposobne nadaljne diferenciacije v specifi¢ne celi¢ne linije.

YX AK Y

Kostni [ sdvice Trebuina Maidobno Skslstne MozZzani Jetra

mozzg slinavka tkivo misice
Multipotentni CD 146-
pelurzor MMC P NG2-
[ PDGFRS-
i~ CFU-F

- 4
V) Multipotentns
mezenhimskes

/ \ DXF / stromalnecalice
b R

Diferenciacija Diferenciaciav  Diferenciacijav
v ostaoblasta adipocite hondrocitz
' [ '

Diferenciacija v ostale
celiéna tipe ne-
mezenhimsksga izvora

Slika 1: Multipotentni potencial MMC. Celice so po izolaciji iz razli¢nih tkiv ali
organov sposobne pritrditve na gojilno povrsino in oblikovanja celi¢nih kolonij.
Lahko se tudi diferencirajo v razli¢ne celi¢ne linije

(Nombela-Arrieta in sod., 2011).

Poimenovanje MMC se nanaSa na njihov izvor. Poleg MMC imajo enak izvor tudi
krvotvorne mati¢ne celice (hSC), zato njihovo poimenovanje predstavlja precejSen
izziv, kadar Zelimo celice specifi¢no lo¢iti od izvornih hSC. Glede na njihove specifi¢ne
lastnosti mnogi avtorji predlagajo alternativno poimenovanje »mezenhimske
progenitorske celice« ali »ne-krvotvorne mezenhimske mati¢e celice« (Nardi in
Meirelles, 2006). MMC, ki jih izoliramo iz speficnih organov, poimenujemo glede na
njihov izvorni organ, npr. MMC iz mascevja (ASC; angl. Adipose-derived stem cells)
(Nardi in Meirelles, 2006).
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2.1.1 Lastnosti MMC

Po uspesni izolaciji MMC iz s$tevilnih tkiv se je uporaba celic usmerila predvsem v
celi¢no terapijo. Pri tem je bilo kljuénega pomena opredeliti tako njihov fenotipski kot
diferenciacijski znacaj in jih lociti od ostalih mati¢nih celic. Ker MMC na svoji povrsini
nimajo unikatnega markerja, je Mednarodno drustvo za celi¢no terapijo (angl.
International Society for Cellular Therapy) objavilo kriterije, s katerimi si lahko
pomagamo pri opredelitvi teh celic. Prvi kriterij, ki opredeljuje MMC, je sposobnost
pritrditve na plasticno podlago v gojilni posodi. Hitro identifikacijo celi¢ne populacije
omogoca tudi izrazanje specifi¢nih povrsinskih antigenov. MMC morajo v vsaj 95 %
izrazati specifi¢tne mezenhimske oznacevalce CD105, CD73 in CD90. Ne smejo izrazati
krvotvornih in endotelijskih oznacevalcev (< 2 %) CD45, CD34, CD14 ali CD11b,
CD79a ali CD19 in HLA-DR. Kot zadnji kriterij opredelitve MMC je njihov
diferenciacijski potencial. Sposobne morajo biti diferenciacije in vitro v vsaj tri celi¢ne

linije — v osteoblaste, hodrocite in adipocite (Dominici in sod., 2006).

Poleg diferenciacije v tri glavne celi¢ne linije, ki dokazuje multipotentni znacaj celic, SO
se po porocanju nekaterih raziskovalcev, MMC sposobne diferencirati tudi v celice ne-
mezodermalnega izvora. Sposobnost MMC, da se lahko diferencirajo v celice ne-
izvornih organov se imenuje plasti¢nost. Plasti¢nost je sposobnost trans-diferenciacije
mati¢nih celic specificnega organa v ne le celice izvornega organa, ampak tudi v celice
drugih organov. Tako se lahko na primer MMC diferencirajo v mioblaste, kardiomiocite

ali celo nevrone (Lakshmipathy in Verfaillie, 2005).

2.1.2 Uporaba MMC

MMC se zaradi sposobnosti diferenciacije v razlicne celi€ne vrste pospeSeno
uporabljajo v medicini. Klini¢no se alogenske MMC najpogosteje uporabljajo za
zdravljenje poskodovanih tkiv. Poskodbe tkiva, kot so hipoksija, ishemija ali nekroza,
povzrocijo aktivacijo MMC skupaj z ostalimi mediatorji, ki so povezani s poskodbo

tkiva (Patel in Genovese, 2011). Celice po aktivaciji migrirajo na poSkodovano mesto v
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tkivu, Kjer stopijo v stik z drugimi celicami. Pri¢nejo izlocati pomembne bioaktivne
molekule, ki spremenijo redoks potencial v tkivu. To privede do apoptoze celic,
stimulirajo se celice, ki popravijo poSkodbe in regulirajo lokalni imunski odziv. MMC
sodelujejo pri popravilu poskodbe tkiva na dva na¢ina. Lahko nadomestijo poskodovane
celice ali z izlocanjem bioaktivnih molekul omogoc¢ijo aktivacijo celic imunskega
sistema (Genovese in sod., 2009). MMC se uspesno uporabljajo tudi pri
transplantacijah. Zaradi njihove diferenciacijske sposobnosti se lahko MMC po
transplantaciji v kostno tkivo razvijejo v osteoblaste, kar vodi do hitrejSega razvoja kosti
in zmanj$ane moznosti zlomov (Horwitz in sod., 1999, Horwitz in sod., 2002). Nadaljna
uporaba MMC =za celi¢no terapijo je usmerjena v zdravljenje Stevilnih genetskih,
nevroloskih ali skeletnih motenj, kot je npr. metakromatska levkodistrofija ali Hurler-
jev sindrom (Kog in sod., 2002). Trenutno je v fazi III klini¢nega preizkusanja zdravilo
Prohimal (angl. Prochymal), ki temelji na MMC izoliranih iz kostnega mozga zdravega
odraslega ¢loveka. Namenjeno je za zdravljenje bolezni, kot so kronova bolezen
(Duijvestein in sod., 2010) ali akutna bolezen zavrnitve presajenih organov (Herrmann
in sod., 2012; Kuzmina in sod., 2012). Poleg uporabe v celi¢ni terapiji kazejo MMC
velik potencial tudi pri zdravljenju miokardialnih poskodb. Njihova prednost je v
imunomodulatovnem delovanju, kar zmanjSa tveganje za nastanek vnetij ali drugih
poskodb (Frantz in sod., 2009). Poleg regeneracije poSkodb srca je uporaba teh celic
usmerjana tudi v regeneracijo hrustanca (Chen in sod., 2013), v regeneracijo sklepnega
hrustanca (Wakitani in sod., 2002), za zdravljenje osteoartritisa ali za zdravljenje
bolezni kosti, kot je npr. osteogenesis imperfecta (Horwitz in sod., 1999).

2.1.3 Mezenhimske mati¢ne celice iz masc¢evja (ASC)

Eden izmed pomembnih virov MMC je poleg kostnega mozga tudi mascevje. Zaradi

lazjega dostopa se pospeseno uporablja pri izolaciji ASC.

V naSem telesu obstaja pet razli¢nih vrst mascevja, in sicer mascevje v kostnem mozgu,
mle¢no, mehansko, rjavo in belo masc¢evje. Vsak tip ima tudi svojo biolosko funkcijo.

Mascevje v kostnem mozgu igra tako pasivno kot aktivno vlogo. Sluzi kot zaloga
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energije in je vir citokinov, ki so potrebni pri procesih hematopoeze ali osteogeneze.
Mle¢no mascevje zagotavlja hranila in energijo med dojenjem in je regulirano s
hormoni, ki se spros¢ajo med nosec¢nostjo. Mehansko mascevje zagotavlja podporo za
razli¢ne kriti¢ne telesne strukture, kot so oc¢i ali dlani. Rjavo mascevje je termogeno in
ustvarja toploto z izrazanjem proteina termogenina, ki vpliva na pH gradient v
mitohondrijih. Znaten delez rjavega maséevja najdemo pri novorojenckih okoli glavnih
organov, kot so srce, aorta, ledvice in spolne Zleze, kjer je njegova glavna naloga tvorba
toplote. Pri odraslih se koli¢ina rjavega mascevja zaradi povecane tvorbe toplote iz
bazalnega metabolizma med razvojem zmanjsuje (Nedergaard in sod., 2007). Belo
mascevje Sluzi za shranjevanje energije in omogoca toplotno izolacijo (Gimble in sod.,
2007). Pri ljudeh dobimo ASC iz belega mascevja iz razli¢nih delov telesa. V eni izmed
Studij so pokazali, da je najve¢ celic mogoce pridobiti iz trebusne mascobe. Za odvzem
mascéevja je bolj primeren zgornji del telesa v primerjavi s spodnjim delom telesa
(Stocchero I. N. in Stocchero G. F., 2011).

ASC imajo Stevilne prednosti v primerjavi z ostalimi MMC. Iz mascobe lahko
pridobimo vecje Stevilo predniskih celic kot iz kostnega mozga (Kern in sod., 2006).
Kirurski postopek pridobivanja mascevja je manj invaziven. ASC se tako morfolosko
kot imuno-fenotipsko ne razlikujejo z MMC iz kostnega mozga ali popkovnice. Kazejo
celo vegji terapevtski u€inek v primerjavi z ostalimi viri MMC (Hayato in sod., 2014).
ASC so bile v primerjavi z MMC iz kostnega mozga uspesnejSe pri zdravljenju posSkodb
hrbtenjace (Zhou in sod., 2013) in celjenju ran (Liu in sod., 2013). Pomembna prednost
ASC je tudi izrazitej$i imunomodulatorni u¢inek (Keyser in sod., 2007). Celice lahko
izrazajo Stevilne molekule kot so interlevkini (IL-1 RA, IL-6, IL-8), razli¢ne rastne
dejavnike, kemoatraktivni monocitni protein-1, dejavnike, ki spodbudijo tvorbo
granulocitih kolonij kot tudi dejavnike za tvorbo kolonij med granulociti in makrofagi.
Te molekule so izrazene v vecjem obsegu, kot jih lahko izrazijo MMC iz kostnega
mozga ali normalni fibroblasti (Keyser in sod., 2007). Tako MMC iz kostnega mozga
kot tudi ASC lahko uporabimo za alogenske presaditve celic, kjer ne pride do
imunskega odziva. Razlog za to je, da MMC izrazajo molekule imunskega sistema
HLA-I in ne izrazajo molekul HLA-II. Prav tako ne izrazajo stimulatornih molekul, kot
so CD80, CD86 in CD40 (Keyser in sod., 2007). S tem so celice zasSCitene in jih
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imunski sistem ne prepozna kot tuje (Le Blanc in Ringdén, 2007). Seveda pa so

potrebne Se dodatne raziskave na tem podrocju.

Preglednica 1: Specifi¢ni imuno-fenotipski oznacevalci za MMC iz mas¢evja

(Gimble in sod., 2007).

Kategorija oznacevalca

Prisotni povrSinski oznacevalci

Odsotni povrsinski oznacevalci

Adhezijske molekule

CD9 (tetraspan)
CD29 (B, integrin)
CDA49 (ay4 integrin)
CD54 (ICAM-1)
CD105 (endoglin)
CD166 (ALCAM)

CD11b (o integrin)
CD18 (B, integrin)
CD50 (ICAM-3)
CD56 (NCAM)
CD62 (E-selektin)
CD104 (04 integrin)

Receptorske molekule

CD44 (hialuronat)
CD71 (transferin)

CD16 (Fc receptor)

Encimi CD10 (antigen akutne limfocitne
levkemije)
CD13 (aminopeptidaza)
CD73 (5" ekto-nukleotidaza)
Aldehid dehidrogenaza
Molekule ECM CD90 (Thy1)
CD146 (Mucl8)
Kolagen tipa I in Il
Ostepontin, osteonektin
Citoskelet a-gladko-misi¢ni aktin, vimentin
Krvotvorni CD14, CD31, CD45
Komplement CD55, CD59 (protektin)
Histokompatibilni HLA-ABC HLA-DR
antigeni
Znacilni za matic¢ne celice | CD34, ABCG2

Stromalni

CD29, CD44, CD73, CD90, CD166

2.1.1.1 Diferenciacija ASC

Sposobnost diferenciacije v adipocite, hondrocite in osteocite je eden izmed klju¢nih
kriterijev, ki definirajo populacijo MMC. Multipotentni diferenciacijski znacaj celic s
starostjo donorja upada. Kljub temu zadnje studije kazejo, da ASC ohranijo adipogeni
potencial tudi v visji starosti donorja (< 60 let), medtem ko osteogeni in hondrogeni
potecial signifikantno upade (Choudhery in sod., 2014).

V in vitro pogojih lahko celice induciramo v poljubne celi¢ne linije z ustreznimi citokini
in rastnimi dejavniki. Specifi¢ni diferenciacijski oznac¢evalci MMC so fibroblastni rastni

faktor beta (B-FGF; angl. Fibroblast growth factor beta), transformirajoci rastni faktor
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beta (TGF-B; angl. Transforming growth factor beta) in rastni faktor iz krvnih plos¢ic
(PDGF; angl. Plateled-derived growth factor) (Ng in sod, 2008).

MMC se najlazje diferencirajo v celice originalnega tkiva. Tako se mati¢ne celice iz
mascevja in kostnega mozga najlazje diferencirajo v adipocite in osteocite. Tezje se
diferencirajo v celice hrustan¢nega tkiva (hondrocite) (Kern in sod., 2006). Nasprotno

pa se mati¢ne celice iz popkovniéne krvi tezje diferencirajo v adipocite (Kern in sod.,
2006).

Slika 2: Diferenciacijski potencial MMC iz mas¢evja. A) Nediferencirana adherentna celi¢na
kultura, barvana z Giemsa barvilom; B) Osteogena diferenciacija po barvanju z Alizarin Red;
C) Adipogena diferenciacija z fazno-kontrastno sliko; D) Hondrogena diferenciacija po

barvanju z Alcian Blue (100 x povecava) (Meirelles in Nardi, 2009).

2.1.1.2 Proliferacija ASC

Na proliferacijski potencial ASC vpliva tako starost donorja kot vrsta tkiva. Pri uporabi
teh celic v terapevtske namene je pomembno, da imajo celice sposobnost dolgotrajnega
gojenja in rasti kot tudi nizko stopnjo senescence. S starostjo donorja se proliferacijski
potencial zmanjSuje, povecuje pa se stopnja senescence (Jin Jin in sod., 2013). V ta
namen so glede visokega proliferacijskega potenciala in nizke stopnje izraZanja S
senescenco povezanih proteinov najbolj primerne celice iz popkovine. Stevilo izoliranih

celic je mo¢no odvisno od samega postopka izolacije, zato te niso vedno mozne za
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terapevtsko uporabo (Kern in sod., 2006). ASC vsebujejo v primerjavi z MMC iz
kostnega mozga veéje Stevilo progenitorskin celic (Kern in sod., 2006). Ostale
proliferacijske lastnosti so odvisne tudi od in vitro gojenja. V in vitro pogojih se celice
obi¢ajno goji v okolju s 5 % O,, kar za celice predstavlja normoksi¢ne pogoje.
Zmanjsan delez kisika (hipoksi¢no okolje) lahko poveca proliferacijski potencial celic
(Grayson in sod., 2007). Proliferacijski potencial ASC je v in vitro pogojih mogoce
stimulirati tudi z dodajanjem rastnih faktorjev (npr. FGF-2, EGF, IGF-1 ali TNF-a, ipd.)
v gojilni medij celic. Kadar celice gojimo dlje ¢asa, je za izboljSano rast in zmoZnosti
samo-obnove celic priporocljivo dodati rastni faktor EGF-2, ki deluje preko zunaj
celicnih ERK 1/2 signalnih poti (Mizuno in sod., 2012).

2.1.1.3 Izolacija ASC
Vzorec mascevja za izolacijo progenitorskih celic se pridobi iz posegov liposukcije.
Mascoba se med posegom liposukcije funkcionalno popolnoma ohrani, prav tako je

izkoristek celic v primerjavi z ostalimi viri MMC zelo visok (Preglednica 2).

Preglednica 2: Stevilénost MMC glede na razli¢en vir donorja. CFU predstavlja osnovno enoto in

ponazarja sposobnost oblikevanja celi¢ne kolonije (Stocchero I. N. in Stocchero G. F., 2011).

i ) . Liposukcijska Rezina mascobega
Vir ASC Popkovina Kostni mozeg )
mascoba tkiva
200 - 20.000 28.000
Donos 100 - 1.000 CFU/g | 3.600 - 10.700 CFU/g
CFU/g CFU/g

Izolacija ASC iz lipoaspirata poteka tako, da plasti¢ni Kirurg med posegom liposukcije s
kanilo prepoji podkoZno tkivo s fizioloSko tekocino. Fizioloska tekocina vsebuje
anestetik in/ali epinefrin. S pomocjo sesala nato odstranijo tako tekoc¢ino kot koscke
tkiva (lllouz, 1983). Nastanejo drobni fragmenti tkiva, katerih velikost je odvisna od
dimenzij kanile. lIzolirani fragmenti tkiva vsebujejo stromalno vaskularno frakcijo
(SVF; angl. Stromal vacular fraction). SVF je sestavljena iz heterogene popuacije
krvnih celic, fibroblastov, pericit, endotelnih celic in »preadipocit« oziroma predniskih
celic adipocitov (Rodbell in Jones, 1966) kot tudi iz adherentnih stromalnih celic, ki

imajo znacilnosti predniskih adipocit. Adheretne stromalne celice se poleg v SVF
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nahajajo tudi neposredno v liposukcijski aspiracijski tekoc¢ini (Yoshimura in sod.,
2006). Kadar se liposukcija izvaja z ultrazvokom, lahko le-ta vpliva na zmanj$ano
Stevilo pridobljenih celic iz vzorcev mas¢evja (Yoshimura in sod., 2006). Optimalen

izkoristek celic se lahko kasneje izboljsa s spreminjanjem hitrosti centrifugiranja (Kurita

in sod., 2008).

Postopek izolacije ASC vkljucuje najprej spiranje lipoaspirata, da odstranimo krvne
celice. Ce so prisotni ve&ji fragmenti tkiva, jih je potrebno razrezati na manjse koscke.
Nato se doda encim kolagenaza, ki omogo¢i razgradnjo tkiva, s centrifugiranjem pa se
lo¢i SVF od zrelih adipocit. SVF je v obliki peleta, katerega se lahko dodatno
resuspendira v pufru za razgradnjo krvnih celic. Zadnji korak vklju¢uje nasaditev celic v
gojilne posode. Ob 70-90 % konfluenci celic sledi nadaljno presajanje, dokler ne
dobimo ciste kulture ASC. ASC imajo zmoznost pritrditve na dno posode po cemer se

jih lo¢i od ostalih celic (protokol po Gimble in sod., 2007).

Spiranje
Liposukeija mastavja Razgradnja s kolagenazo
ali operacija 3x-3x =i (60 min, 37°C)
/"" ‘- 3 !
' 'm Pelet celic -
=g . stromalna
Maséobno vaskularna
Pacient tkivo s :'fgkcija
\ (lipoaspirat) (SVF)
Ca-a\\' ma.scoﬁ ‘\ 2 i, ]‘
Nadaljna vporaba kost D”af enciacija o
ASC~ mt:zc- y Fnietny
terzpavisle/Kinién= / L& TS
TATOENS hrustanec Nasaditev calic (SVF)
in nadaljno prasajanje

do &iste kulturs ASC

Slika 3: Shematski prikaz izolacije MMC iz ma$éevja za uporabo v terapevtske

namene (prirejeno po Locke in sod., 2009).
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2.2 MIKRONOSILCI (MN)

Studije s pomogjo celiénih kultur so do sedaj postale nenadomestljiv pripomocek za
mnoge raziskovalce. Predstavljajo odli¢en in vitro model za preucevanje strukture,
funkcije in diferenciacije zivalskih celic (GE Healthcare, 2013). Biotehnoloska in
farmacevtska industrija uporablja celicne kulture za produkcijo Stevilnih bioloskih
materialov, kot so zdravila, encimi, hormoni, protitelesa, nukleinske kisline ipd. Pri tem
je v prvi vrsti glavni cilj pridobiti najveéje mozno Stevilo celic. V ta namen so
raziskovalci zaceli iskati alternativne moznosti gojenja zivalskih celi¢nih linij. Ideja o
gojenju pritrjenih zivalskih celic na majhnih ogrodjih sferi¢nih oblik, se je prvic
porodila raziskovalcu van Wezel-u. Ta je v svojem eksperimentu prvi uporabil
mikronosilec (MN; angl. Microcarriers), DEAE Sephadex™ A-50 (Van Wezel, 1967).
Pokazal je, da bi takSen homogen sistem lahko predstavljal reSitev za gojenje in

proizvodnjo velikega stevila celic pri pritrjenih zivalskih celi¢nih linijah.

Gojenje in rast celic na prvih MN pa kljub izboljsani metodi ni potekalo brez tezav. Ob
odkritju MN je veljalo prepricanje, da je gostota pritrjenih celic odvisna od rastne
povrsine MN. To bi vodilo do sorazmernosti maksimalne celi¢éne gostote in povrsine
MN. Teorija se je v praksi izkazala za napa¢no. V prvem poskusu je van Wezel uporabil
DEAE Sephadex A-50 pri koncentraciji 1 mg/ml. Ce je povecal koncentracijo MN, se je
pri celicah pojavila toksi¢nost, ki ni bila sorazmerna s povecano gostoto celic.
Toksi¢nost je definiral z umrljivostjo celic v zgodnji fazi gojenja, dolgi lag fazi in
zmanjs$ani gostoti celic v eksponentni fazi rasti (GE Healthcare, 2013). Kasneje so
odkrili, da je bil vzrok za neuspes$no rast celic pri vi§ji koncentraciji MN, povecana
kapaciteta ionske izmenjave DEAE skupin v mikro-okolju celice in ne skupna
kapaciteta izmenjanih ionov v kulturi. Prav tako je potrebno upoStevati dejstvo, da
zaCetni poskusi niso bili kontrolirani in optimizirani. Nadgradnja prvotnega MN
vkljuCuje nizjo stopnjo zamenjave pozitivno nabitih DEAE skupin in optimizacijo
parametrov, ki izboljsajo celi¢no rast. Tako so do sedaj uspesno razvili MN, ki so

primerni za rast razli¢nih vrst celic.
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2.2.1 Pritrditev in rast celic na MN

Celice v 2D kulturi rastejo v monosloju, kjer so se zaradi specifi¢ne sestave povrsinskih
glikoproteinov zmozne pritrditi na podlago in tvoriti enoslojno kulturo (GE Healthcare,
2013). Da bi lahko enake celi¢ne kulture gojili tudi na MN, je pomembno, da imajo tudi
vse potrebne lastnosti, ki omogoc¢ajo tako pritrditev kot rast celic. Pritrditev celic na
gojilno povrsino lahko razdelimo v 4 klju¢ne korake. V prvem koraku se elementi
zunajceliénega matriksa (ECM) pritrdijo na povrSino, Kkjer tvorijo vezi z
transmembranskimi adhezijskimi receptorji. Povezava elementov ECM z receptorji
omogoci rahlo vezavo celic na povrSino MN. V drugem koraku so celice Ze nekoliko
bolj splos¢ene, vendar $e vedno sferoidnih oblik. Celice preidejo v kontakt s podlago,
poveca se stiéna povrSina in gostota vezi. V tretjem koraku se celice pritrdijo na
povrsino. Zadnji korak predstavlja popolnoma pritrjene celice, plos¢atih oblik, ki se
zacnejo Siriti po podlagi (Grinnell, 1978; GE Healthcare, 2013).

Slika 4: Mikroskopski prikaz $tirih glavnih korakov pritrditve celic na podlago (GE Healthcare, 2013).

Pritrditev celic je v prvi vrsti odvisna od komponent ECM (kolagen tipa I in IV,
fibronektin, vibronektin, laminin itd.), ki se povezejo z adhezijskimi receptorji
(kadherini, integrini in N-CAM) (Grinnell, 1978). Vezava proteinov ECM z receptorji
izzove spremembo konformacije v citoplazemski domeni receptorja, kar povzroci
agregacijo receptorjev. Prosti receptorji, ki so ostali, difundirajo blizje do povrSine
substrata. Tam je kontaktno obmocje, kjer tvorijo povezave s komponentami ECM. S
tem se povecuje velikost kontaktne povrsine (tretji korak). Celice se zac¢nejo Siriti po
podlagi, pri tem pa se prerazporedijo mikrotuboli, aktinski filamenti in ligandi, ki so
vezani na adhezijske receptorje. Za rast pritrjenih celic v in vitro pogojih so potrebne
to¢no dolocene koliCine ustreznih proteinov, ki omogocajo pritrditev celic in nato

nadaljno Sirjenje. Omenjene zahteve se lahko doseze z dodajanjem seruma v gojilni
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medij. Druga moznost je, da rastne povrSine prevleCemo s kolagenom ali drugimi
proteini ECM (fibronektin ipd.). Vse omenjene znacilnosti, ki so potrebne za uspe$no
pritrditev in nadaljno rast celic v adherentnih enoslojnih plasteh veljajo tudi za MN.
Povrsine MN so Se dodatno optimizirane glede na specificno vrsto celic. Celice
vretenéarjev imajo na svoji povrSini neenakomerno razporejene negativno nabite ione.
To pomeni, da jih lahko gojimo na povrSinah, Ki so negativno ali pozitivno nabite.
Povrsine, primerne za gojenje teh celice, so lahko bodisi steklene ali plasticne
(negativno nabite), bodisi s pozitivno nabitimi ioni prevleCene strukture (npr. MN
Cytodex-1). Celice so sposobne rasti na Stevilnih povrSinah z razli¢no ionsko
porazdelitvijo. Glavni dejavnik, odgovoren za pritrditev in rast celic na MN, je gostota
nabojev na povrsini kulture in ne polarnost nabojev (Maroudas, 1975; GE Healthcare,
2013). Dva klju¢na dejavnika v gojilnem mediju, ki omogocata pritrditev celic na MN,
sta dvovalentni kationi in proteini v mediju. Vecina transformiranih celi¢nih tipov
izlo¢a le malo koli¢ino fibronektina, zato ga je potrebno predhodno dodati v medij.
Nekatere celice (diploidni fibroblasti) lahko same izlocajo velike koli¢ine fibronektina
in zato ne potrebujejo dodatnega vira proteinov za njihovo pritrditev (GE Healthcare,
2013). Pri gojenju celi¢nih kultur je pomembno, da gojilna povrsina pride najprej v stik
z gojilnim medijem, ki vsebuje ustrezen serum. Nato se celice dodajo v kulturo (GE
Healthcare, 2013). Nacrtovanje gojenja celi¢nih kultur na MN je torej za vsako vrsto
celic tesno povezano z lastnostmi oprijemljivosti celice na podlago. Uspesno morajo biti
izvedeni vsi koraki pritrditve. Le tako so celice sposobne nadaljevati uspesno rast. Za

vsako posamezno vrsto celic je potrebno dolociti optimalne parametre gojenja na MN.

Pritrditavin aditev celicna
Mikronosilee TR B
- Csalicne kulture

Slika 5: Shematski prikaz pritrditve celiéne kulture na sferiéno oblikovane MN, potem ko so
izpolnjeni vsi pogoji za uspesno pritrditev in nadaljno rast celic na MN (prirejeno iz

Biotechnology and Bioengineering, 2013).



15

Erjavec P. Optimizacija gojenja mezenhimskih mati¢nih celic ... na mikronosilcih v meSalnem biorekatorju.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Strukturna in funkcionalna biologija, 2015

2.2.2 Prednosti MN

MN predstavljajo podporno ogrodje za rast pritrjenih celi¢nih kultur v 3D okolju.
Mobilnost MN v gojilnem mediju generira homogenost, ki je podobna okolju kot ga
imajo tradicionalne sesalske celi¢ne kulture (Chen in sod., 2013). Glavne prednosti 3D

sistema MN v primerjavi z 2D okoljem celi¢nih kultur so:

1. Visoko razmerje med povrSino in prostornino. Razmerje se lahko regulira s
spremembo koncentracije MN. Na primer 3 mg/ml MN Cytodex-1 lahko doseze
povrsino 1.32 x 10%* cm? v 1 1, kar je enakovredno 176 posodam za tkivne kulture s
povr§ino 75 cm? (Chen in sod., 2013). Z gojenjem celic na MN se tako prihrani

laboratorijski prostor in olaj$a celoten postopek gojenja celic.

2. Homogeno mesSanje suspenzije MN v kulturi omogoca spremljanje in nadzor
razli¢énih okoljskih parametrov (npr. pH, pO,, koncentracije sestavin gojilnega

medija).

3. Makroporozni MN omogocajo rast in Sirjenje celic znotraj por MN. Celice so tako

zasCitene pred strizno napetostjo, katero lahko povzro¢i mesalo v bioreaktorju (Ng

in sod., 1996).

4. Stevilo celic gojenih na MN se poveca tako, da se konfluentne celice lahko same
povezejo s sosednjimi MN. Celice na MN rastejo dalje brez uporabe proteoliti¢nih
encimov (Bliiml, 2007).

5. Ob dosezeni konfluenci se v gojilni medij lahko doda nove MN, pri ¢emer celic ni
potrebno precepljati in ob vsaki konfluenci tripsinizirati. To posledicno vodi do

manjsih tveganj za poskodb in kontaminacije celic.
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6. MN se uporabljajo tudi za gojenje perfuzijskih kultur. Prednost je v lazji kontroli in
menjavi gojilnega medija (Bliiml, 2007).

7. Uporaba MN je usmerjena predvsem v razmnozevanje celic v 3D kulturi, za studije

ko-kultur in pri $tudijah medceli¢nih interakcij (Martin in sod., 2011).

8. Biorazgradljivi MN se lahko uporabljajo tudi kot nosilci za in vivo transplantacijo
celic (Martin in sod., 2011).

2.2.3 Komercialni MN

Danes so na trziS¢u Stevilni MN za uporabo v raziskovalne ali klinicne namene.
Komercialni MN so bili zasnovani v skladu s potrebami za produkcijo adherentnih
celi¢nih kultur za proizvodnjo cepiv in drugih biofarmacevtskih produktov. Trzis¢u

dostopne MN lahko razdelimo v $est skupin (Chen in sod., 2013):

Skupina 1: Gladki, ne-porozni MN (npr. MN obdani s polistirenom) ali mikro-porozni
MN (npr. Cytodex-1) s pozitivno nabitimi ioni na svoji povr$ini. Ta skupina MN je
primerna za gojenje pritrjenih celic. Celice rastejo na povr§ini MN v monosloju in so

skupaj z MN suspendirane v gojilnem mediju z rahlim mesanjem.

Skupina 2: MN obdani s kolagenom (npr. Cytodex-3 in FACT 102-L). Primerni so za

gojenje obcutljivih celic, ki imajo nizko u€inkovitost nasaditve.

Skupina 3: MN obdani s proteini ECM (npr. Pro-F 102-L). Pro-F 102-L je obdan z
rekombinantnim fibronektinom za gojenje obcutljivih celic v gojilnem mediju brez

dodanega seruma.
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Skupina 4: MN brez ionskih nabojev na svoji povrSini (npr. MN iz stekla ali
polistirenski MN P 102-L, kjer je povrSina enaka tkivni kulturi). MN iz te skupine imajo

podobne lastnosti povrsine kot povrSine klasi¢nih tkivnih kultur v 2D okolju.

Skupina 5: Makroporozni MN (npr. Cytopore in Cultispher). Makroporozni MN imajo
na svoji povrS§ini pore z velikostjo 10-70 um v premeru. Zagotavljajo ve¢jo obmocje za
rast celic in nudijo boljSo mehansko zaSCito celic pred striznimi silami, ki nastanejo

zaradi meSanja v meSalnih bioreaktorjih.

Skupina 6: MN, ki so pred uporabo ustrezno umerjeni (npr. Cytoline). Namenjeni so za

uporabo perfuzijskih kultur.

2.2.4 MN Cytodex

Cytodex so razviti posebej za gojenje zivalskih celic v prostornini vse od nekaj ml do
nekaj tiso¢ litrov. Uporaba MN Cytodex v suspenziji celi¢ne kulture tako zagotavlja
donose ve¢ milijonov celic na ml. MN omogocijo vi§jo gostoto celic kot tudi visjo
produktivnost celi¢nih kultur. Celi¢ne kulture, ki vsebujejo MN so bolj homogene.
Matriks Cytodex temelji na mrezno sestavljenih dekstranovih kroglicah. Kroglice so
mikroporozne, transparentne, hidrirane in so lahko zamenjane s pozitivno nabitimi
DEAE skupinami (Cytodex-1) ali s kolagenom (Cytodex-3). V ustreznih gojilnih
posodah (mesalni biorekatorji, meSalne cisterne, mesalne steklenke) MN ustvarijo
homogeno okolje za rast celic. Gojilne posode za MN omogocajo enostavno
spremljanje in nadzor osnovnih parametrov gojenja celic na MN. Cytodex spada v

skupino mikroporoznih MN, kjer imajo celice iz vseh strani dostop do hranil.
Cytodex-1
PovrSina Cytodex-1 je prekrita s pozitivno nabitimi N, N-dietilaminoetil (DEAE)

skupinami. Pozitivno nabite skupine omogoc¢ijo kemi¢no vezavo negativno nabitih celic

in predstavljajo optimalne pogoje za pritrditev in rast celic na njihovi povrSini.
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Cytodex-1 so primerni za gojenje in produkcijo Stevilnih celi¢nih linij, za produkcijo

virusov, primarnih celi¢nih kultur in diploidnih vrst celic.

Cytodex-1

+ L
- ¥
+ 4 :‘} Wawzlrizne CH, CH;
a L poveman: o cp, CH;--:\T: HCL
et % fnnlaL‘l:.la CH, CH;
¢ delestrana

Pozitivnonabit matnx

Slika 6: Shematski prikaz zgradbe MN Cytodex-1. Povrsina MN je prekrita s
pozitivno nabitimi DEAE skupinami (GE Healtcare, 2013).

Cytodex-3

Vecina MN ima na svoji povrsini majhne molekule z naboji, ki omogocajo pritrditev in
rast celic. Za razliko ima Cytodex-3 nekoliko druga¢no sestavo. PovrSino prekriva
denaturiran protein kolagen, kovalentno povezan s podpornim ogrodjem, ki je iz
mreznega dekstrana (Gebb in sod., 1984). Kolagen, ki prekriva povr§ino MN, je
kolagen tipa I in je pridobljen iz koZe svinje. V ta namen se Cytodex-3 lahko uporablja
tudi kot substrat za celi€ne kulture, saj se vecina epitelijskih celic bolj u¢inkovito veze
na kolagen kot na druge povrSine. Cytodex-3 je primeren za gojenje bolj obcutljivih
celic, ki tezje rastejo v kulturi. S kolagenom prevlecene povrSine MN dopusc¢ajo in vitro
diferenciacijo celic tudi pri zelo redkih gostotah (GE Healthcare, 2013). V ta namen se
pogosto uporabljajo pri Studijah celi¢nih funkcij in diferenciacije. Pomembna prednost s
kolagenom obdanih MN je, da upocasnijo odstop celi¢nih plasti. To se s¢asoma pojavi
pri vecji gostoti celic, ki jo gojimo dlje ¢asa na povrsinah, ki niso obdane s kolagenom.
Cytodex-3 so tako primerni za gojenje hepatocitov, fibroblastov, hondrocitov,
epidermalnih celic, mioblastov, epitelnih celic (GE Healthcare, 2013). Vse omenjene
celicne linije se bolj uspesno gojijo na povrsini obdani s kolagenom, saj ta omogoci
maksimalno pritrditev teh celic na MN kot tudi spodbuja kasnjeso rast (Gebb in sod.,
1984).
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Cytodex-3
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Slika 7: Shematski prikaz zgradbe MN Cytodex-3. Matriks MN je sestavljen iz molekul

dekstrana na katerega je kovalentno vezan denaturiran kolagen (GE Healthcare, 2013).

Uporaba kolagena kot podlaga za celi¢no rast se je uporabljala ze v preteklosti, vendar
je bil glavni problem, da se je kolagen hitro odstranil iz povrSine. V primeru Cytodex-3
je tezava odpravljena, saj je kolagen zamrezen v dekstranovem ogrodju. S tem se
prepreci izguba kolagena. Podporno ogrodje je porozno, kar omogoc¢a dostop nutrientov
do celic. Se dodatna prednost Cytodex-3 je preprosto odstranjevanje celic iz MN, saj
Stevilne proteaze, kot so tripsin in kolagenaze, omogocijo razgradnjo kolagena (GE
Healthcare, 2013).

2.2.5 Uporaba MN

Tehnologija gojenja celic na MN se danes uspe$no uporablja predvsem v industrijske
namene, za produkcijo cepiv, vektorjev za gensko terapijo, pri produkciji naravnih in
rekombinantnih proteinov in za produkcijo monoklonskih protiteles. Poleg tega
omogoca izboljSane donose celicnih linij. Te lahko nadalje uporabimo za celicno
terapijo, nekoliko zmanjSana pa je Se uporaba MN pri transplantacijah in izdelavi
umetnih tkiv ali organov (GE Healthcare, 2013).

2.2.5.1 Produkcija vec¢jih donosov celi¢nih linij za terapevtske namene
Glavno podro¢je uporabe MN je produkcija velikega stevila celic iz majhne prostornine

celi¢nih kultur. Sistem MN je zasnovan tako, da omogoca poveCanje razmerja med

celi¢no povrsino in prostornino ter hkrati ohranja visoko celi¢no gostoto v kulturi. Z
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tradicionalnimi gojilnimi tehnikami enoslojnih celi¢nih kultur tako visokega razmerja
med povr§ino in prostornino ne moremo dosec€i. S pove¢anjem razmerja dosezemo vecji
kon¢ni izkupicek celic, Se preden je potrebno ponovno precepljanje celic v novo gojisée.

TaksSen nacin gojenja predstavlja dodatne prednosti.

a)  Uporaba MN za produkcijo cepiv

Uporaba MN kot substrat ali podlaga za produkcijo Stevilnih cepiv se v zadnjih
desetletjih uspesno uporablja pri Stevilnih evropskih kot tudi svetovnih proizvajalcih
cepiv. Predstavljajo le eno izmed Stevilnih mozZnosti uporabe MN. Za produkcijo
virusov, virusnih vektorjev ali celi¢nih produktov moramo izbrati ustrezne MN. Eden
taksnih je Cytodex, ki omogoca rast Sirokega spektra pritrjenih celi¢nih linij. Danes se
Ze uspesno uporablja Sirok nabor cepiv, pri katerih se celice z virusi (polio, rubella,
rabies, influenca, Japanesse encephalitis, RSV, adenovirus) producirajo na MN.
Prednost uporabe MN za produkcijo cepiv je povecana produktivnost, nizji ekonomski
stroski, zmanjSana verjetnost okuzbe v primerjavi z ostalimi metodami gojenja celi¢nih

kultur.

b)  Uporaba MN za produkcijo naravnih in rekombinantnih proteinov

MN se uporabljajo tudi za produkcijo rekombinantnih in naravnih proteinov v
terapevtske namene. Za proizvodnjo rekombinantnih proteinov se uporabljajo celice iz
ovarija kitajskega hrcka (CHO celice). Celice CHO so prilagojene za gojenje v
suspenzijski kulturi in rasti pri nizki gostoti celic. To je predstavljajo precej$nje tezave
pri gojenju teh celic na prvotnin MN. Z razvojem makroporoznih MN, ki omogocajo
vecjo celiéno gostoto, se je povecala tudi stabilnost in produktivnost celic CHO. Glavna
prednost makroporoznih MN pri gojenju CHO je zmoznost dolgoro¢ne proizvodnje v
procesu perfuzije. Celice CHO se gojijo na MN v perfuzijskih reaktorjih, ki omogocajo
boljso oskrbo z hranili in kisikom (GE Healthcare, 2013).

Naravne proteine lahko pridobimo iz diploidnih celi¢nih linij, ki jih gojimo na povrsini

MN v mesalnih bioreaktorjih. Z optimizacijo postopkov gojenja in rasti humanih
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fibroblastov na MN (Clark in Hirtenstein, 1981) lahko danes gojimo humane fibroblaste
za produkcijo ve¢jega donosa interferonov kot v adherentnih enoslojnih plasteh (GE
Healthcare, 2013; Clark in Hirtenstein, 1981). Interferoni so glikoproteini in se izlocajo
iz celic imunskega sistema kot odgovor na vdor virusov, kar prepre¢i njihovo
razmonozevanje. Interferoni na viruse delujejo nespecificno in so del naravnega
imunskega sistema. Zaradi njihove protivirusne dejavnosti se uporabljajo pri zdravljenju
virusnih bolezni in pri Stevilnih rakavih obolenjih (Malmgaard, 2004; GE Healthcare,
2013). Za produkcijo interferonov iz fibroblastov so se kot naju¢inkovitejsi izkazali MN
tipa Cytodex (GE Healthcare, 2013).

c)  Uporaba MN za produkcijo monoklonskih protiteles

Zdravljenje s pomoc¢jo monoklonskih protitels je v zadnjih desetletjih strmo naraslo, kar
vodi do veéje potrebe po proizvodnji protiteles. Za uspesno zdravljenje mora biti
odmerek protiteles sorazmerno velik. To nas pripelje do vpraSanja, kako zagotoviti
velike koli¢ine protiteles. Pri  proizvodnji monoklonskih protiteles so kot
najucinkovitej§i v uporabi makroporozni MN. S povecanjem gostote celic v
bioreaktorju lahko dodatno povecamo proizvodnjo celic. Gostoto celic v reaktorju
najlazje poveCamo z dodajanjem MN v celi¢no suspenzijo. S tem so celice sposobne
povecati svojo gostoto tudi do 10-krat (GE Healthcare, 2013). Zaradi velikih donosov
celic pa je potrebno v reaktorju zagotoviti perfuzijo, ki omogoc¢i podporo celicam pri
oskrbi z hranili. Perfuzijska tehnologija z uporabo makroporoznin MN omogoca

stopnjevanje samega procesa v produkciji celic kot tudi povec¢a kakovost izdelka.

2.2.5.2 Studije celi¢nih funkcij, metabolizma in diferenciacije

Sposobnost gojenja celi¢nih kultur pri visokih gostotah v homogenem sistemu omogoca
priloznost za Studije celi¢nih funkcij, metabolizma in diferenciacije. MN omogocajo
izboljsane pogoje gojenja celic kot v adherentnih enoslojnih plasteh. Zaradi 3D okolja
in sferi¢ne oblike MN je lazje spremljanje celi¢nih procesov. Na primer MN Cytodex so
se izkazali za uspeSne pri gojenju endokrinih celic (Bone in Hellerstrom, 1980; Bone in

Swenne, 1982). Ker so MN sposobni vzdrzevati visoke gostote celic v daljsem
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¢asovnem obdobju, je tako omogoceno sproSc¢anje hormonov v daljSem c¢asovnem
obsegu. Celice trebusne slinavke, gojene na MN, so zmozZne sinteze in spro$¢anje
inzulina v obdobju enega tedna rasti na MN (Bone in Swenne, 1982). V ta namen se
lahko MN uporabljajo tudi za produkcijo in Studije funkcij diferenciranih celic.
Progenitorske celice (unipotentne - sposobne diferenciacije le v en celi¢ni tip) kot tudi
pluripotentne celice so zaradi diferenciacijskega znacaja kljucne za celi¢no terapijo. MN
predstavljajo idealno resitev, kjer se lahko zdruzi tako rast in diferenciacija teh celic v
samem bioreaktorju. S tem se omogoci produkcija velikih koli¢in diferenciranih celic,
ki so potrebne za kliniéno uporabo. Pri tem najveéji izziv predstavlja postopek
diferenciacije celic na MN, saj veéina diferenciacijskih protokolov zahteva Stevilne
fizicne postopke. Ti vkljucujejo bodisi precepljanje celic ali izbor celic. Kljub temu so
mnogi do sedaj Ze uspeli vzpostaviti ustrezen sistem MN. Potrdili so zmoznost
embrionalnih mati¢nih celic, ki so bile gojene na MN, da tvorijo endodermalni celi¢ni
tip, vklju¢no s pankreati¢nimi oto¢ki in jetrnimi celicami v terapevtsko uporabnih
koli¢inah (Lock in Tzanakakis, 2009). Z ustreznimi MN se lahko celice diferencirajo
tudi v kardiomiocite. To predstavlja velik napredek za potencialno uporabno pri

zdravljenju srénih poskodb (Lecina in sod., 2010).

2.2.5.3 Uporaba MN kot nosilcev pri transplantacijah

Pri direktni infuziji celic v telo je v nekaterih primerih potrebno celice zas¢ititi pred
imunskim sistemom, zato se takSne celice obda s kapsulo. Makroporozni MN
predstavljajo idealno reSitev, saj se lahko skupaj s konfluentnimi celicami obdajo s
kapsulo in vstavijo direktno v telo (Sun in sod., 2011). Epitelne celice gojene na
razgradljivih MN se lahko uporabljajo pri zdravljenju ran ali opeklin. Ko celice na MN
postanejo konfluentne, se lahko skupaj z MN presadijo v bolnika z opeklinami (ali
drugimi hujsimi poskodbami koze). Epitelne celice koze omogocijo hitrejSe celjenje
(Bayram in sod., 2005). Kljub nekaterim ze uspe$nim poskusom uporabe MN pri
transplatacijah, je tovrstna uporaba $e nekoliko omejena. Clovekov imunski sistem je
unikaten in dodatne raziskave na tem podrocju so potrebne za vecjo varnost uporabe

MN tudi pri transplatacijah.
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2.2.5.4 Izdelava umetnih tkiv

MN se uporabljajo tudi pri izdelavi 3D umetnih tkiv. MN (Cytodex, Cytopore) se nasadi
v kapilare votlih vlaken, ki predstavljajo ustrezno okolje in omogocijo rast celic (npr.
umetna jetra) (GE Healthcare, 2013). Prednost uporabe MN v namene tkivnega
inZenirstva je, da omogocijo veliko razmerje med povrSino in prostornino, boljSo oskrbo
s hranili ter s tem velike donose celic. So enostavni za uporabo. Celice se lahko pritrdijo
na MN in izloc¢ajo Specifiéne proteine ECM ter oblikujejo ustrezen »celica-MN«
konstrukt. Taksne 3D konstrukte se z velikim $tevilom specificno induciranih celic
vstavi v poSkodovana tkiva (Perez in sod., 2014). Seveda so potrebne dodatne Studije in
vivo implantacije 3D konstruktov in izboljSave na podro¢ju diferenciacijskega

potenciala teh celic.

2.2.5.5 Subkultivacija celic brez uporabe proteoli¢nih encimov

Uporaba celic v terapevtske namene zahteva celice, ki so najboljse mozne kakovosti. Z
gojenjem celic v adherentnih enoslojnih plasteh se lahko kvaliteta celic zmanjsa s
pogostim presajanjem celic in uporabe proteoli¢nih encimov. MN nudijo ustrezno
povrsino za rast celic. Celice se lahko skupaj z MN prenese v drugo gojilno posodo ali
se direktno uporabijo za poskuse, brez odstranitve iz MN. Ko celice dosezejo
konfluentnost, lahko migrirajo na nove MN, katere lahko dodamo v celi¢no suspenzijo
med gojenjem (Horst in sod., 1980; Ryan in sod., 1980). Z red¢enjem konfluentnih MN
in dodajanjem novih MN dosezemo podalj$ano eksponentno fazo rasti, pri tem pa ne

spremenino funkcionalnosti celic (Crespi and Thilly, 1981).

2.2.5.6 Mikroskopija

MN se lahko uporabijo tudi kot podlaga celicnih kultur za razlicne mikroskopske
tehnike, kot so wvrstina elektronska mikroskopija, transmisijska elektronska
mikroskopija, razlicne vrste svetlobne mikroskopije. Prednost uporabe MN v
mikroskopiji je enostavna uporaba, prav tako celic ni potrebno odstranjevati iz MN (GE
Healthcare, 2013).
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2.3 BIOREAKTORSKI SISTEMI ZA GOJENJE CELIC

Da bi zagotovili najboljSe rezultate gojenja celic na MN, je potrebno poleg pravilne
izbire MN izbrati tudi ustrezno opremo za gojenje celic. MN omogocajo najboljse
rezultate pri uporabi opreme, ki omogoca suspenzijo MN z rahlim meSanjem in ustrezno
izmenjavo plinov z gojilnim medijem. Mesanje mora biti kontinuirano z enako hitrostjo
skozi celotno gojenje celic. V nasprotnem primeru se celice lahko odlepijo iz MN.
Oblika posode in mehanizem meSanja MN Vv suspenziji morata biti ustrezno izbrana, da
se prepreci sedimentacija MN v gojilni posodi. Izbira gojilnih posod za gojenje celic na
MN je odvisna od namena Studije in Zelene prostornine celi¢ne kulture. Za produkcijo
manjSih donosov celic se obi¢ajno uporabljajo mesalne steklenke s prostornino do petih
litrov. TakSne meSalne steklenke vsebujejo razliéne magnetne mesalne palcke, ki
omogoc¢ajo kontinuirano meSanje MN v suspenziji. Med gojenjem celic na MN se
mesalne steklenke polozi na ve¢jo magnetno mesalno plosco v inkubatorju. Tako se
regulira oziroma vzdrZuje konstantna hitrost meSanja celic na MN v suspenziji (GE

Healthcare, 2013).

Slika 8: Mesalne steklenke z razli¢no oblikovanimi magnetnimi mesalnimi pal¢kami.
A) Tradicionalne mesalne steklenke proizvajalca Bellco Glass Inc. ali Wheaton
Scinetific. B) Mesalne steklenke z. rotorjem v obliki vesla. C) Mesalna steklenka z
okroglino na koncu mesalne palcke (proizvajalec Techne). D) Mesalna steklenka z
rotorjem in magnetno palcko iz teflona. Rotor ima obliko pluga, kar omogoc¢a krozno
vrtenje MN v suspenziji (GE Healthcare, 2013; Gebb in sod., 1984).
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Poleg mesalnih steklenk so v uporabi tudi vrtljive steklenke v obliki valja, fermentorji
do prostornine desetih litrov in sistemi za gojenje celi¢nih kultur, ki temeljijo na pretoku
zraka ali tekocine (angl. Air-lift and Fluid-lift culture systems). Pri »Air-lift« in »Fluid-
lift« sistemu ni konstantnega krozenja MN v suspenziji, ampak krozenje uravnavajo
plinski mehurcki. To lahko privede do vecjih striznih sil, ki poskodujejo celice na MN.
Taksen sistem se uporablja le za vrste celice, ki se relativno moc¢no pritrdijo na povrsino
MN. Omogoca vec¢je donose celic kot gojenje celic na MN v mesalnih steklenkah,

vendar se tezje zagotovijo asepti¢ni pogoji za celi¢ne kulture (GE Healthcare, 2013).

Za produkcijo velikega Stevila celic se lahko uporabijo bioreaktorji s prostornino vse od
petih litrov pa do nekaj tiso¢ litrov. V tem primeru morajo biti bioreaktorji posebej
prilagojeni za produkcijo tako velikega Stevila celic na MN. Omogociti morajo
spremljanje in nadzor parametrov gojenja, kot so plini in pH. Bioreaktorski sistemi, ki
so vefinoma v uporabi, so meSalne cisterne ali gojilni rezervoarji napolnjeni z MN
(angl. »Packed beds«). Pri slednjem so MN lahko zapakirani v »kletki«, ki se vstavi v
notranjost mesalne cisterne. Gojilni medij krozi v »kletki« z uporabo rotorja. Druga
moznost je, da se MN (Cytopore, Cytoline) zapakira v kolono, pri ¢emer se mora medij
Crpati skozi kolono. Glavne prednosti so nizka mo¢ striznih sil, visoka gostota in
produkcija celic ter ni abrazije MN. Slabosti tega sistema so slaba preskrba s kisikom in
teZje pridobivanje kon¢ne biomase iz paketa MN. Poleg omenjenih, se lahko uporabjajo
tudi gojilni reaktorji za utekoCinjenje biomase (angl. »Fluidized bed«) (GE Healthcare,
2013). Goyjilni reaktorji, ki omogocajo utekocinjenje trdnih snovi, temeljijo na zunanjem
ali notranjem krozenjem snovi. TakSen sistem omogoca kontroliran, stalen prenos

utekocinjenih plinov do celic.
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2.4 OPTIMALNI POGOJI GOJENJA MMC NA MN

MMC lahko gojimo v adherentni enoslojni plasti, ki predstavlja 2D okolje, vedno
pogosteje pa se uporablja alternativna metoda gojenja na MN, ki v suspenziji
predstavljajo 3D okolje. Ker se gojenje celic v 3D okolju razlikuje od gojenja v 2D
okolju, je potrebno zagotoviti ustrezne pogoje gojenja za produkcijo najvejega
moznega $tevila celic. V nasi nalogi smo ASC gojili in vitro na MN in pri tem

optimizirali razli¢ne parametre gojenja celic.

Optimalni pogoji gojenja MMC na MN so klju¢ni za namnozitev zadostnega Stevila
celic v terapevtske namene. Katere MN bomo izbrali, je odvisno od vrste in kon¢ne
uporabe celic. Za gojenje MMC so se izkazali najbolj primerni MN tipa Cytodex (1 in
3) ter Cultispher (Scoop in sod., 2010; Chen in sod., 2013; Goh in sod., 2013).
Pomemben vidik pri izbiri MN je kon¢na uporaba proizvoda. Kadar potrebujemo
suspenzijo posameznih celic bodisi za nasaditev teh celic na razna ogrodja ali za
transplantacijo, se lahko uporabijo nerazgradljivi MN, saj bomo celice pred uporabo
odstranili iz MN. Primeri taksnih MN so Cytodex, ki imajo povrSino obdano z
dekstranom ali polistirenski MN. V primerih direktne transplantacije, ko celice skupaj z
MN nasadimo na ogrodja ali v telo, moramo uporabili biorazgdradljive MN (npr.

Cultispher, ki temelji na osnovi Zelatine).

Glede na wvrsto celic in vrsto MN se izbereje Se ustrezne mesSalne steklenke.
Najpogosteje se uporabljajo 100-250 ml mesalne steklenke brez regulacije vsebnosti
kisika in pH (Chen in sod., 2013). Za mnoge terapevtske ali kliniéne namene, Kjer je
potreba po MMC ogromna, manj$e mesalne steklenke v prostornini 100-250 ml ne
zadostujejo. V ta namen so se zaceli razvijati ve¢ji meSalni bioreaktorj s prostornino 1 |

(Goh in sod., 2013) do 5 | (Rafiq in sod., 2013), ki omogocajo vecjo produkcijo celic.

Optimalna gostota nasaditve MMC obsega 3-5 celic na posamezen MN, pri ¢emer je
zabelezena 7-20 kratna povecana stopnja rasti MMC (Chen in sod., 2013). Pod

optimalnimi pogoji MMC povsem prerastejo MN in doseZejo povrsinsko gostoto 2-4 X
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10” celic/cm? (Chen in sod., 2013). DoseZena gostota celic varira glede na vrsto celic in
je odvisna od pogojev gojenja. Na veéji donos celic vpliva ustezen gojilni medij. ASC
gojimo v mediju DMEM z dodanim 10-20 % serumom govejega zarodka (FBS) (Chen
in sod., 2013). Za optimalen donos celic je pomemben tudi pravilen rezim menjave
medija, ki obsega menjavo vsaka 2-3 dni (Chen in sod., 2013; Schop in sod., 2008).
Pogostost menjave medija lahko vpliva na proliferacijo celic. Zelo pogost rezim
menjave medija pa je neprimeren predvsem iz finan¢nega vidika, kadar zelimo pridobiti
velike koli¢ine celic. V ta namen se za produkcijo velikega Stevila MMC uporablja
gojilni medij, ki vsebuje humani serum albumin, tranferin, inzulin in lipide. Taksen
medij omogoca optimalen prehranjevalni rezim za dalj$e ¢asovno obdobje (Sart in sod.,
2010; Schop in sod., 2010). Potrebne so e dodatne Studije metabolizma MMC, ki bodo
omogocile razvoj dolgotrajnejSega nacina hranjenja z ustreznimi hranili in rastnimi
faktorji (Chen in sod., 2013). Za kakovosten konéni produkt je poleg uspesne pritrditve
in nadaljne rasti celic na MN, pomembna tudi uspe$na odstranitev celic iz MN po
zakljuCeni rasti (Rafiq in sod., 2013). MMC se najucinkoviteje odstrani iz MN z
uporabo tripsina, ki nima signifikantnega vpliva na sposobnost prezivetja celic. Celice
bi naj po odstranitvi iz MN ohranile svoj imuno-fenotip, sposobnost diferenciacije in
proliferacijski potencial enako kot celice iz adherentnih enoslojnih plasti (Goh in sod.,
2013; Rafiqg in sod., 2013). Gojenje celic na MN naj bi nudilo celicam enake oziroma
izboljSane pogoje, tako za samo pritrditev na rastno povrSino kot tudi nadaljno rast,
sposobnost diferenciacije in naj ne bi vplivalo na kakovost ali kvantiteto MMC. Slednje

parametre gojenja celic na MN smo optimizirali tudi v nasi nalogi.
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3 MATERIALI IN METODE

Za eksperimentalni del magistrske naloge smo uporabili dva vzorca mezenhimskih

mati¢nih celic iz mascevja (ASC). Vzorca mas¢obe smo dobili iz zdravstvenega centra

Simed (Plasti¢na, rekonstrukcijska in estetska kirurgija, Ljubljana, Slovenija) po

opravljenem liposukcijskem posegu. Pacienta sta pisno privolila v darovanje tkiva za

raziskovalne namene, prav tako je bilo pridobljeno soglasje s strani eticne komisije,

Stevilka dokumenta je 134/01/11. Vzorca tkiva sta bila odvzeta iz abdominalnega dela

pacientov, iz katerega smo izolirali stromalno vaskularno frakcijo (SVF). Z nadaljnjimi

gojilnimi postopki smo pridobili celi¢no linijo K16. Slednjo smo namnozili do pasaze 4

in zamrznili v tekoCem duSiku do uporabe. Izolacija ASC je opisana v podpoglavju

2.1.1.3 1zolacija ASC po objavljenem protokolu (Gimble in sod., 2007).

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij.

Okrajsava Polno ime Proizvajalec Kvatal.OSka
Stevilka

Dulbeccovo modificirano gojisce

DMEM-gojisce (Dulbecco's Modiffied Eagle's Sigma-Aldrich, ZDA D5921
Medium)

L-glutamin L-glutamin, 200 mM PAA Laboratories, Avstrija | M11-006

P/S Penicillin/Streptomycin 100 x PAA Laboratories, Avstrija | P11-010

FBS Serum govejega zarodka (Fetale Sigma-Aldrich, ZDA F7524
Bovine Serum)

Tripsin Tripsin-EDTA, 0.25 %, 1 x Gibco Invitrogen 25200-056
Slana fosfatna puferska raztopina . " i

PBS 10 x (Dulbecc's Phosphate-Buffered Saline) PAA Laboratories, Avstrija | H15-011

i i 0,

Tripansko modrilo gg'lﬂ":ﬂfnk)o modrilo 0,4 % (Trypan BIV® | jo s Aldrich, Nemeija | T8154

Tripsin Tripsin 250 (Trypsin250) Difco BD, ZDA 215240
Etilendiaminotetraocetna kislina . .

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) Sigma-Aldrich, ZDA E5134-250G

NaCl Natrijev Klorid Emsure, Merck KgaA, K43390104218

Nemcija
KCI Kalijev klorid Fluka, Svica 60130
Glukoza D-Glukoza (D-(+)- Glucose, 99.5 %) | Sigma-Aldrich, ZDA G7528

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 3. Seznam uporabljenih kemikalij.

NaHCO; Natrijev hidrogen karbonat Riedel-de Haen, ZDA 13433
Deksametazon Deksametazon Sigma-Aldrich, ZDA D2915
IBMX ?3If::k;jlj;:ﬂllmnigtlt!(;&r:r:?h|ne) Sigma-Aldrich, ZDA 170018
Inzulin Inzulin Sigma-Aldrich, ZDA 10259
Indometacin Indometacin Sigma-Aldrich, ZDA 17378
Glicerofosfat Glicerofosfat Sigma-Aldrich, ZDA

Askorbinska kislina | L-Askorbinska kislina Sigma-Aldrich, ZDA A0278-100G
TGFB3 gﬁ‘;ﬁ;{;ﬁ?ﬂl‘;";ﬁ‘; alcor beta 3?) Sigma-Aldrich, ZDA SRP3171
DMSO Dimetil sulfoksid (Dimethyl Sulfoxide) | Sigma-Aldrich, ZDA D2438
Na,CO; Natrijev karbonat Sigma-Aldrich, ZDA

Paraformaldehid Paraformaldehid Sigma-Aldrich, ZDA 158127
2-propanol Izopropanol Sigma-Aldrich, ZDA 190764

Oil Red O Oil Red O Sigma-Aldrich, ZDA 625
e s (N L
AgNO; Srebrov nitrat 5 % Sigma-Aldrich, ZDA S-8157
Pirogalol (CsHsOs) | Pirogalol Sigma-Aldrich, ZDA 16040
Na,S,03 Natrijev tiosulfat Sigma-Aldrich, ZDA S-1648
Alcian blue Alcian blue Sigma-Aldrich, ZDA A-3157
EtOH 70 % alkohol-etanol NIB

gﬂ;i(ggg)(()—slllm CytOdeXTM 1 CB;iE)-g?:?eltnhC(;asriB, Svedska 17-0448-01
g;gg;?:lc' CytOdeXTM 3 CB;iE)-g?:?eltnhC(;asriB, Svedska 17-0485-01

3.1.2 Laboratorijska oprema

Preglednica 4: Seznam uporabljene laboratorijske opreme

Materiali

Proizvajalec

Centrifugirke (15 ml in 50 ml)

Corning Incorporated, ZDA

Epruvete (0.6 ml, 1.5 ml, 2 ml) Costar, ZDA

Epruvete za zamrzovanje celic (2 ml) Costar, ZDA

Nastavki za pipete s filtrom Corning Incorporated, ZDA
Pipete (2, 10, 20, 200, 1000 pl) Biohit, Finska

Pipetor

Integra Biosciences

Hemocitometer (Biirker-Tiirk), 0.0025 mm?

Blau Brand, Nemcija

Objektna stekla

Brand, Nemcija

Krovna stekla

Brand Lab, Nemc¢ija

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 4. Seznam uporabljene laboratorijske opreme.

Plastenke za celi¢ne kulture s perforiranim zamaskom
(25 cm? in 75 cm?)

Corning Incorporated, ZDA

Stacionarne posode s 6 in 24 vdolbinami

Corning Incorporated, Costar, ZDA

Cedilo za celice

BD Falcon, ZDA

Sterilne pipete — stripete 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Corning Incorporated, Costar, ZDA

Filter za brizge (Syringe filter)

Corning Incorporated, Nemcija

Plasti¢na sterilna brizga, 10 ml

Becton Dickinson, Spanija

Borosilikatne mesalne steklenke Techne™, F7987,
125 ml

Fisher Scientific, Anglija

Brezprasna celi¢na komora

Iskra Pio, Slovenija

Centrifuga PLC-322

Tehtnica Zelezniki, Slovenija

Inkubator Sanyo Electric, Japonska
Svetlobni mikroskop Nikon, Japonska
Stresalnik IKA, Nemcija

Vodna kopel (37 °C) Precision Scientific Inc
Fotoaparat Nikon, Japonska

Hladilnik (+4 °C)

Gorenje, Slovenija

Zamrzovalnik (-20 °C)

Gorenje , Slovenija

Zamrzovalnik (-80 °C)

Angelantoni scientifica, Italija

Digestorij

Koetterman, Nemcija

Mikrocentrifugirka

Eppendorf, Neméija

Mesalna plos¢éa MNS-104S

Techne, Golias

3.2 POTEK DELA

V magistrski nalogi smo testirali in optimizirali razlicne parametre, ki so kljuéni pri

gojenju ASC na MN v gojilni suspenziji za namnozitev ¢im veéjega Stevila celic.

Poskus smo zasnovali tako, da smo celice najprej namnozili v adherentni enoslojni

plasti do pasaze 6 in jih nato nasadili na MN v meSalne steklenke. Sledila je

optimizacija gojenja ASC na MN.

1. Gojenje celi¢ne kulture ASC (celi¢na linija K16) v adherentni enoslojni plasti (T25

in T75) do pasaze 6.

2. Nasaditev ASC K16 pri pasazi 7 na MN v mesalne steklenke. Pri tem smo

optimizirali naslednje parametre gojenja celic na MN v gojilni supenziji:



Erjavec P. Optimizacija gojenja mezenhimskih mati¢nih celic ... na mikronosilcih v me$alnem biorekatorju.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Strukturna in funkcionalna biologija, 2015

31

a.) Analiza vpliva predinkubacije MN na rast in kon¢no $tevilo celic.

b.) Analiza vpliva pogostosti menjave medija na kon¢no Stevilo celic.

c.) Testiranje proliferacijskega potenciala celic po gojenju na MN.

d.) Testiranje diferenciacijskega potenciala celic po gojenju na MN.

3.3 METODE

3.3.1 Priprava gojis¢a za ASC

ASC smo gojili v gojilnem mediju DMEM z dodanim 20 % FBS (GM).

Preglednica 5: Sestava medija za gojenje ASC za kon¢no prostornino 50 ml.

GM
DMEM-Lg 39 ml
FBS (20 %) 10 ml
Penicilin/Streptomicin 500 pl
L-glutamin (2 mM) 500 ul

3.3.2 Gojenje ASC v adherentni enoslojni plasti

ASC so bile zamrznjene v teko¢em dusiku. Pred uporabo smo epruveto z zamrznjenimi

ASC odtajali v vodni kopeli in dodali 5 ml GM. Epruveto s celicami smo centrifugirali

5 minut pri 1000 G/min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice

resuspendirali v 1-2 ml GM ter jih presteli na hemocitometru (metoda Stetja celic s

hemocitometrom je opisana v podpoglavju 3.3.7). Ustrezno Stevilo celic smo nasadili v

adherentno enoslojno plast s povrsino 25 cm? (5 ml GM/150 000 celic/T25) ali 75 cm?

(12 ml GM/450 000 celic/T75). Z gojenjem celic smo priceli pri pasazi 4 z gostoto

nasajanja 6000 celic/cm?. Celice smo gojili do pasaze 6 in jih dalje uporabili za gojenje

na MN.
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3.3.3 Precepljanje celic

ASC rastejo v adherentni enoslojni plasti, ki predstavlja 2D okolje, pritrjene na podlago.

Celice smo opazovali pod svetlobnim mikroskopom. Ob dosezeni 75 % konfluenci smo

jih precepili v novo gojisce.

Postopek precepljanja je bil sledec:

1.
2.

Celicam smo odstranili staro gojisce in jih sprali s 5 ml 1 x PBS.

Celice smo inkubirali v 1 ml (T25) oziroma 1.5 ml (T75) tripsina (0.25 %) 5 minut
pri 37 °C.

Po 5 minutah inkubacije smo dodali 5 (10) ml GM, s katerim smo inaktivirali
tripsin.

Vsebino posode smo prenesli v 15 ml epruveto.

Sledilo je centrifugiranje pri 1000 G/min 5 min.

Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in celicni pelet resuspendirali v
ustreznem volumnu GM.

Celice smo presteli na hemocitometru. Pripravili smo si 5 x red¢itev celic (40 ul
barvila tripan modro in 10 pl resuspendirane celi¢ne suspenzije).

Ustrezno Stevilo celic smo nasadili v novo gojisée z ustrezno prostornino GM.

3.3.4 Zamrzovanje celic

Celice smo zamrznili v ustreznem mediju za zamrznitev z dodanim DMSO.

Preglednica 6: Sestava medija za zamrznitev ASC za kon¢no prostornino 10 ml.

Medij za zamrznitev ASC

Pripravljen GM 7ml
20 % FBS 2 mi
DMSO 1ml
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Celice, ki smo jih nameravali zamrzniti, smo pripravili po enakem postopku kot celice
za presaditev. Ko smo jih presteli v celi¢ni suspenziji, Smo le-to ponovno centrifugirali
in celi¢ni pelet resuspendirali v 1 ml mediju za zamrznitev celic. V epruvete za
zamrzovanje celic smo odpipetirali po 1 ml celi¢ne suspenzije. Shranili smo jih za teden

dni v zamrzovalnik na -80 °C in jih nato prenesli v teko¢i dusik.

3.3.5 Priprava MN

Za gojenje celic na MN smo uporabili dva razli¢na tipa MN, in sicer Cytodex-1 in
Cytodex-3. Priprava MN je bila pri obeh tipih enaka.

Pregednica 7: Kljuéne karakteristike MN Cytodex (povzeto po GE Healthcare, 2013).

Cytodex-1 Cytodex-3
Gostota (g/ml) 1.03 1.04
Velikost dsg (um)* 180 175
Velikost ds.g5 (um)* 131-220 133-215
Povprecno stevilo 6.8 x 10° 4.0 x 10°
MN/g suhe teze
Povprec¢na povrsina 4.400 2.700
(cm?/g suhe teze)
Stopnja nabrekanja 18 14
(ml/g suhe teze)
Matriks Navzkrizno povezane Navzkrizno povezane
molekule dekstrana molekule dekstrana
Povrsina Izmenjava hidrofilnih DEAE Tanek sloj denaturiranega
skupin s pozitivnim nabojem kolagena

Velikost temelji na premeru 50 % volumna vzorca MN (ds) ali glede na razpon premera

med 5 % in 95 % volumna vzorca MN (ds.g5).
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Preglednica 8: Osnovni parametri gojenja celic na Cytodex-1.

Cytodex-1: 2 mg/mi

Suha masa MN prerac¢unana glede na | Stevilo nasajenih celic glede na
povrsino MN v ustreznem volumnu povrsino
Volumen
Olumle 2mg.......... 8.8 cm?
Volumen nasajanja .
Jan 3000 celic/cm?
30 ml
Kon¢ni volumen

120 mg............ 2 2

60 ml 0 mg 528 cm

PRIPRAVA MN

Cytodex-1: 2 mg/ml...60 ml = 120 mg — + rezerva 10 % — 140 mg

Pogoji me$anja na meSalni posodi prvih 24 h: 5 min pri hitrosti 40 rpm in 30 minut mirovanja.
Po 24 h: + 30 ml GM, kontinuirano meSanje pri 50 rpm.
Menjava medija: Vsaka 2 dni se zamenja 50 % GM

Preglednica 9: Osnovni parametri gojenja celic na Cytodex-3.

Cytodex-3: 3 mg/ml

Suha masa MN prera¢unana glede na | Stevilo nasajenih celic glede na
povrsino MN v ustreznem volumnu povrsino
Volumen )
1 ml 3mg.......... 8.1 cm’
Volumen nasajanja .
jand 3000 celic/cm?
30 ml
Kon¢ni volumen
180 mg............ 4 2
60 ml 80 mg 86 cm'

PRIPRAVA MN

Cytodex-3: 3 mg/ml...60 ml = 180 mg — + rezerva 10 % — 200 mg

Pogoji mesanja na mesalni posodi prvih 24 h: 5 min pri hitrosti 40 rpm in 30 minut mirovanja.
Po 24 h: + 30 ml GM, kontinuirano me$anje pri 50 rpm.
Menjava medija: Vsaka 2 dni se zamenja 50 % GM

Glede na kon¢ni volumen smo v 15 ml epruveto zatehtali 140 mg Cytodex-1 in 200 mg
Cytodex-3. MN smo hidrirali v 8 ml 1 x PBS (50-100 ml 1 x PBS/g MN) 1.5 h pri sobni
temperaturi. Ob dodajanju 1 x PBS smo pazili, da smo s stene epruvete sprali morebitne
ostanke MN. Nato smo epruveto Se rahlo pretresli, da so se MN popolnoma
resuspendirali v 1 x PBS.
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Sledila je sterilizacija MN v avtoklavu (121 °C, 20 min). Po avtoklaviranju smo
epruvete pospravili v hladilnik na 4 °C do uporabe za poskus. Pripravljene MN smo v

hladilniku pustili najvec en teden.

3.3.6 Nasajanje in gojenje ASC na MN v gojilni suspenziji

Za poskuse gojenja celic na MN smo uporabili ASC, celi¢no linijo K16, pri pasazi 6.
Preden smo celice nasadili na MN, smo pripravljene MN predinkubirali v gojilnem
mediju DMEM z 20 % FBS (GM). Odstranili smo 2.5 ml 1 x PBS in ga zamenjali z 2.5
ml GM. Predinkubacija MN je potekala 1.5 h v inkubatorju pri 37 °C. Po kon&ani
predinkubaciji smo pripravili mesalne steklenke in celiéno suspenzijo. Celi¢no
suspenzijo smo pripravili enako kakor za precepljanje celic. Pri tem smo za vsako
mesalno steklenko uporabili 5 ml celi¢ne suspenzije z ustreznim stevilom celic (6000
celic/cm?). Mesalne steklenke, v katere smo nasadili celice, smo najprej oznacili na
enem mestu, kamor smo dodali pripravljen GM, MN in celice. Oznaceno mesto je tudi
kasneje sluzilo za menjavo medija. V meSalne steklenke smo vedno najprej dodali MN
v volumnu 5 ml. Pazili smo, da MN nismo nanesli na mesalno palcko, ampak smo jih
spustili na dno posode. Dodali smo 10 ml GM in 5 ml celi¢ne suspenzije. Mesalne
steklenke smo prenesli na mesalno plo¢o v inkubator s 5 % CO; in 37 °C. Prvih 24 h je
mesanje potekalo izmenjaje, in sicer 5 min meSanja pri hitrosti 40 rpm, nato je sledilo
30 minut mirovanja brez meSanja. Po 24 h smo celicam dodali $e 30 ml GM in na
mesalni ploséi nastavili kontinuirano mesanje pri hitrosti 50 rpm. GM smo menjavali
vsaka 2 dni. Menjava medija je potekala tako, da smo iz gojilne suspenzije odvzeli 30
ml starega GM (50 % konénega volumna) in ga nadomestili s 30 ml sveZega. Pri tem
smo pazili, da so se MN najprej usedli na dno posode, da jih ob menjavi medija nismo

zajeli zraven.
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Slika 9: Prikaz gojenja ASC na MN v gojilni suspenziji

na mesalni plos¢i.

3.3.7 Odstranjevanje celic iz MN in Stetje celic s hemocitometrom

Stevilo celic na MN v gojilni suspenziji smo dolo¢ili v volumnu 1 ml. Celice smo
presteli prvi, tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja na MN. Pri tem smo morali celice
najprej odstraniti iz MN in jih nato presteti. Za odstranjevanje celic Smo uporabili 0.1 %
tripsin 250.

Preglednica 10: Sestava 0.1 % tripsina 250 za kon¢no prostornino 100 ml.

0.1 % tripsin 250
Tripsin 250 (Difco) 0.1¢g
EDTA 0.01¢g
Natrijev klorid 08¢
Kalijev klorid 0.04¢g
Glukoza (anhidrid) 0.09¢
Natrijev hidrogen-karbonat 0.084 g

Tripsin smo si pripravili tako, da smo vse sestavine stehtali in dodali destilirano vodo do
volumna 100 ml. Raztopino smo prefiltrirali skozi 0.22 pum filtrirno poro, da smo

zagotovili sterilnost. Shranili smo jo v zamrzovalnik na -20 °C do uporabe.
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Celice smo iz MN ostranili tako, da smo iz gojilne suspenzije s stripeto odvzeli 2 x po 1
ml vzorca. Pred zajemanjem vzorca je bilo pomembno, da smo meSalno steklenko
krozno zavrteli, da so se MN dvignili iz dna posode. Vzorec MN s celicami smo s
stripeto prenesli v 2 ml mikrocentrifugirke. Ko so se MN v mikrocentrifugirki usedli na
dno posode, smo odstranili GM in MN s celicami sprali z 1 x PBS. Nato smo 1 x PBS
zamenjali z tripsinom, suspenzijo dobro premesali ter inkubirali pri 37 °C 3 minute. Po
treh minutah smo suspenzijo z MN S$e enkrat premesali na stresalniku za 25-30 sekund
pri 1500 G/min, da smo celice lazje odstranili z MN. Ponovno smo inkubirali 3 minute
pri 37 °C. Po skupno 6 minutah inkubacije smo dodali GM za inaktivacijo tripsina.
Tako smo dobili suspenzijo celic. Predhodno smo si pripravili 40 pl barvila tripan
modro, kateremu smo dodali 10 pl celi¢ne suspenzije (iz MN). Celice smo presteli na

hemocitometru. Presteli smo le viabilne celice.
Stetje celic na hemocitometru

Za stetje celic na hemocitometru pod svetlobnim mikroskopom smo uporabili metodo
barvanja z barvilom tripan modro, ki specifi¢no obarva mrtve celice. Zive celice se niso
obarvale in so bile pravilnih okroglih oblik. Barvilo tripan modro v Zive celice ne more
vstopati, saj so te zavarovane s celicno membrano. V primeru, da celice izgubijo
membransko integriteto lahko barvilo prosto vstopa preko membrane in tako obarva

znotraj celi¢no vsebino (Strober, 2001 ). Tak$ne mrtve celice so se obarvale modro.

Postopek stetja celic na hemocitometru:

. 10 pl celine suspenzije smo prenesli v 40 pl barvila tripan modro.

. Iz volumna 50 pl meSanice celi¢ne suspenzije in barvila smo odpipetirali 10 pl, ki
smo jih nanesli na hemocitometer.

. Na hemocitometru smo presteli viabilne celic v vseh §tirih kvadrantih.

. Pri izracunu vseh celic v suspenziji smo upostevali Stevilo viabilnih celic v enem
kvadrantu (n/4), faktor redenja (R), konstanto prostornine (10%) in prostornino

suspenzije (V) (1).

N=(n/4) x R x 10* x V . (1)
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3.3.8 Spremljanje rasti celic na MN

3.38.1 Vpliv predinkubacije MN na kon¢no $tevilo celic v gojilni suspenziji

MN smo pred uporabo inkubirali, pri cemer smo testirali vpliv predinkubacije na rast
celic na MN. Pripravili smo si $tiri epruvete, kamor smo najprej natehtali MN. V dve
smo natehtali 140 mg Cytodex-1 in v ostali dve 200 mg Cytodex-3. MN smo pripravili
po postopku, ki je opisan v podpoglavju 3.3.5. Priprava MN. Preden smo te uporabili
za poskus, smo pripravili dva seta MN. En set MN (Cytodex-1 in Cytodex-3) je bil
predinkubiran v GM in en set MN (Cytodex-1 in Cytodex-3) predinkubiran v ¢istem
FBS. Celice smo nasadili na MN, kot je opisano v podpoglavju 3.3.6. Nasajanje in
gojenje ASC na MN v gojilni suspenziji. Vpliv predinkubacije na rast celic na MN smo
preverili tako, da smo presteli, koliko celic se je pritrdilo in namnozilo na MN med 10-
dnevnim poskusom. Celice smo presteli prvi, tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja na
MN. GM smo zamenjali vsaka 2 dni. Rast in morfoloske spremembe celic na MN smo
spremljali tudi s svetlobnim mikroskopom. Vpliv razliéne predinkubacije smo
ovrednotili s specificno stopnjo rasti celic. Ta ponazarja logaritemsko povecanje
eksponentne faze rasti celic glede na kon¢no (cx(t)) in zacetno (cx(1)) Stevilo pritrjenih
celic (2). 1z specifi¢ne stopnje rasti celic smo izracunali Se podvojitveni ¢as celic (3).
Primerjali smo tudi stopnjo povecanja celicne populacije na MN pri razliéni
predinkubaciji glede na najve¢jo konc¢no Stevilo celic (cx(f)) in zacetno Stevilo (cx(1))

pritrjenih celic (4) (povzeto po Rafiqg in sod., 2013).

Specifi¢na stopnja rasti celic (u): p= (Ln(cx(t)/cx(1))) / At .. (2)

Cas podvajanja celic (tq): tg=Ln, / p .. (3)

Stopnja povecanja celi¢ne populacije = cx(f) / cx(1) .. (4



39

Erjavec P. Optimizacija gojenja mezenhimskih mati¢nih celic ... na mikronosilcih v meS$alnem biorekatorju.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Strukturna in funkcionalna biologija, 2015

3.3.8.2 Vpliv pogostosti menjave GM na kon¢no Stevilo celic na MN

Testirali smo vpliv pogostosti menjave GM na rast celic na MN. Poskus smo zastavili
tako, da smo ASC nasadili na MN v gojilno suspenzijo in primerjali menjavo GM na
vsaka 2 dni z menjavo na vsake 3 dni. Po 24 urah od nasaditve smo presteli, koliko celic
se je pritrdilo na MN in dodali 50 % GM (30 ml). V prvem primeru, kjer smo GM
zamenjali vsaka dva dni, smo Stevilo celic presteli Se tretji, Sesti, osmi in deseti dan
gojenja celic na MN. V drugem primeru smo GM zamenjali na vsake tri dni in presteli
Stevilo celic na MN S$e tretji, Cetrti, sedmi, osmi in deseti dan gojenja. GM smo
zamenjali tako, da smo iz gojilne suspenzije odpipetirali 30 ml starega medija in ga
nadomestili s 30 ml svezega. Pri tem smo pazili, da so se MN s celicami najprej usedli
na dno posode, da jih nismo zajeli zraven. Pogoji meSanja na mesalni plos¢i so ostali v

obeh primerih enaki.

Razliko pri menjavi medija vsaka dva dni z menjavo medija na vsake tri dni smo
primerjali na enak nacin kot vpliv predinkubacije MN. Pri tem smo za vsak primer
menjave medija izraCunali specifi¢no stopnjo rasti celic, hitrost podvajanja celic in

stopnjo povecanja celi¢ne populacije na MN.

3.3.8.3 Testiranje proliferacijskega potenciala

Testirali smo proliferacijski potencial celic po gojenju na MN. Poskus je potekel tako,
da smo ASC pri pasazi 6 nasadili v adherentno enoslojno plast in so¢asno na MN. Po
kon¢anem 10-dnevnem gojenju celic na MN smo celice iz MN ponovno nasadili v

adherentno enoslojno plast.

Iz gojilne suspenzije smo s stripeto zajeli 1 ml celicne suspenzije skupaj z MN in jo
prenesli v 2 ml epice. MN s celicami smo sprali z 1 x PBS, dodali tripsin (0.1 % tripsin
250) in inkubirali najprej 3 minute v inkubatorju pri 37 °C. Po treh minutah smo epico
pretresli na stresalniku (20-30 sekund, 1500 G/min) in ponovno inkubirali 3 minute. Po
inkubaciji smo celi¢ni suspenziji dodali GM, s katerim smo inaktivirali tripsin.

Suspenzijo s celicami smo precedili skozi najlonsko mrezico v 50 ml epruveto, da smo
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odstranili MN. Sledilo je centrifugiranje 5 minut pri 1000 G/min. Nato smo odstranili
supernatant in pelet celic resuspendirali v 1-2 ml GM. Celice v celi¢ni suspenziji smo
presteli na hemocitometru in jih nasadili v adherentno enoslojno plast s povrsSino 1.9
cm? in gostoto nasajanja 6000 celic/cm?. GM smo zamenjali vsaka dva dni ter presteli
stevilo celic prvi, tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja. Rast celic, ki smo jih nasadili

po gojenju na MN, smo primerjali z rastjo celic pred gojenjem na MN.

3.3.8.4 Analiza diferenciacijskega potenciala ASC

Testirali in analizirali smo diferenciacijski potencial ASC (linija K16) pred in po
gojenju celic na MN. S tem smo zeleli preveriti, ali gojenje celic na MN vpliva na
njihovo multipotentnost, bodisi da zmanjsa ali poveca njihovo sposobnost diferenciacije
v adipocite, osteocite in hondrocite. Za testiranje diferenciacijskega potenciala celic
pred gojenjem na MN smo uporabili ASC pri pasazi 7. Za testiranje diferenciacijskega
potenciala po gojenju na MN smo uporabili ASC, ki so bile gojene na MN (pasaza 7) in
smo jih po koncanem 10-dnevnem poskusu gojenja ponovno nasadili adherentno
enoslojno plast. V obeh primerih smo za poskus diferenciacije celice nasadili v
adherentno enoslojno plast s povriino 9.5 cm? in gostoto 6000 celic/cm?. Vsaka 2-3 dni

smo celicam zamenjali GM, vse dokler niso dosegle 90 % konfluence.

a)  Diferenciacija celic v adipocite

Ko so celice v adherentni enoslojni plasti dosegle 90 % konfluentno stanje, smo priceli
z dodajanjem indukcijskega medija. Indukcijski medij smo po 48-72 h zamenjali z
vzdrzevalnim medijem za 24 h in nato zopet celice vzdrzevali v indukcijskem mediju
48-72 h. Taksen cikel menjave medijev smo ponovili §e dvakrat in nato en teden celice
vzdrzevali le v vzdrzevalnem mediju. Po 21-ih dneh gojenja smo celice pobarvali z Oil
Red O barvilom za detekcijo znotrajceli¢nih mascobnih vakuol. S tem smo potrdili
uspesnost diferenciacije celic v adipocite. Za negativno kontrolo smo celice gojili le v
vzdrzevalnem mediju 21 dni. Tekom gojenja in diferenciacije celic smo spremljali

morfoloske spremembe celic s svetlobnim mikroskopom.
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Preglednica 11: Sestava indukcijskega medija za diferenciacijo ASC v adipocite v prostornini 2.5 ml.

Indukcijski medij za adipogeno diferenciacijo (2-3 dni)
DMEM-Lg 2292.5 ul
10 % FBS 125 ul
2 mM GIn 25 ul
P/S 25 ul
1 uM dexametazon 2.5 ul
0.5 mM IBMX 2.5 ul
10 pg/ml inzulin 2.5 ul
100 uM indometacin 25 ul

Preglednica 12: Sestava vzdrzevalnega medija za ASC v prostornini 2.5 ml.

Vzdrzevalni medij (1 dan)
DMEM-Lg 2323 ul
10 % FBS 125 pl
2 mM GIn 25 ul
P/S 25 ul
10 pg/ml inzulin 2.5 ul

Za detekcijo znotrajceli¢nih masc¢obnih vakuol smo uporabili 0.5 % zalozno raztopino
barvila Oil Red O v izopropanolu in barvilo redéeno Vv destilirani vodi v razmerju 2:3.
Celicam smo odstranili GM in jih sprali z 1 x PBS, nato pa jih fiksirali v 4 %
paraformaldehidu 10 minut. Po fiksaciji smo jih ponovno sprali z 1 x PBS in dodali 0.18
% raztopino Oil Red O barvila za 60 minut. Celice smo Se enkrat sprali z destilirano
vodo in dodali filtrirano Mayerjevo raztopino hematoksilina za 10 minut. Ponovno je
sledilo spiranje z destilirano vodo in fotografiranje diferenciranih celic ter negativne

kontrole pod svetlobnim mikroskopom in lupo.

b)  Diferenciacija celic v osteocite

Ko so celice v adherentni enoslojni plasti dosegle 70-90 % konfluentno stanje smo
prieli z dodajanjem indukcijskega medija za osteogeno diferenciacijo. Indukcijski
medij smo celicam zamenjali 2 x tedensko. Za negativno kontrolo smo celice gojili v
navadnem GM. Morfoloske spremembe celic smo med gojenjem in diferenciacijo

opazovali s svetlobnim mikroskopom.
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Preglednica 13: Sestava indukcijskega medij za osteogeno diferenciacijo v prostornini 2.5 ml.

Medij za indukcijo osteogeneze
DMEM -Lg 2340 pl
10 % FBS 125 ul
0.1 uM dexametazon 0.25 pl
50 pg/ml L-askorbinska kislina 10 ul
10 mM glicerofosfat 25 ul

Po 10-20-ih dneh gojenja celic v indukcijskem mediju smo uspes$nost diferenciacije

dokazali z barvanjem po Von Kossa, ki specifi¢éno obarva kalcijeve depozite.

Celicam smo pred barvanjem odstranili GM in jih sprali z 1 x PBS ter fiksirali v 4 %
paraformaldehidu 15 minut. Po fiksaciji smo jih sprali z 1 x PBS in pobarvali s 5 %
srebrovim nitratom. Barvanje je potekalo v temi 10 minut. Po spiranju z destilirano
vodo smo celice inkubirali §e 10 minut v 1 % pirogalolu. Sledilo je ponovno spiranje z
destilirano vodo in fiksacija celic s 5 % natrijevim tiosulfatom 5 minut. Po kon¢anem
barvanju smo diferencirane celice in negativno kontrolo fotografirali pod svetlobnim

mikroskopom in lupo.

c) Diferenciacija celic v hondrocite

ASC smo gojili v adherentni enoslojni plasti vse dokler niso dosegle 90 % konfluence,
nato pa smo priceli z dodajanjem indukcijskega medija za hondrogeno diferenciacijo.
Indukcijski medij je bil sestavljen iz transformirajoCega rastnega dejavnika TGF-B3 in
L-askorbinske kisline. Celice smo v indukcijskem mediju gojili 21 dni, medij pa smo

redno menjavali 2 x tedensko. Za negativno kontrolo smo celice gojili v navadnem GM.

Preglednica 14: Sestava indukcijskega medija za hondrogeno diferenciacijo v prostornini 2.5 ml.

Medij za indukcijo hondrogeneze

DMEM-Lg 2363 pl
10 % FBS 125 pl
10 ng/ml TGF33 2,5 ul

50 pg/ml L-askorbinska kislina 10 ul
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Po 21-ih dneh gojenja smo celice pobarvali z Alcian blue za detekcijo
mukopolisaharidov in glikozaminoglikanov. S tem smo potrdili uspes$nost diferenciacije
celic v hondrocite. Alcian blue specificno obarva mukopolisaharide in

glikozaminoglikane, ki so sestavni deli hrustan¢nega matriksa.

Celice smo pred barvanjem fiksirali s 4 % paraformaldehidom, tako da smo odstranili
GM, jih sprali z 1 x PBS in dodali 4 % paraformaldehid za 10 minut. Po fiksaciji smo
celice ponovno sprali z 1 x PBS in dodali raztopino barvila Alcian blue, ki je bilo
sestavljeno iz 1 % Alcian blue in 3 % raztopine ocetne kisline, (pH = 2.5). Po 30
minutnem barvanju in spiranju z destilirano vodo smo celice fotografirali pod

svetlobnim mikroskopom in lupo.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV PREDINKUBACIJE MN NA RAST IN KONCNO STEVILO CELIC

Da bi lahko zagotovili veliko Stevilo ASC ustrezne kakovosti, smo optimizirali pogoje

gojenja na MN. Testirali smo vpliv predinkubacije MN na rast in kon¢no $tevilo celic.

Za testiranje vpliva predinkubacije MN smo uporabili dva tipa MN, Cytodex-1 in
Cytodex-3. Pred poskusom smo MN inkubirali v gojilnem mediju DMEM z 20 % FBS
(GM) in le v ¢istem FBS. Pri tem smo zeleli potrditi izbolj$ano rast celic pri
predinkubaciji MN v FBS.

Predinkubacija MN v FBS ni pokazala povecanega $tevila celic na MN. Kon¢no $tevilo
celic je bilo povecano pri predinkubaciji Cytodex-1 v GM (Slika 10), vendar $tevilo ni
bilo signifikantno (p > 0.05). Predinkubacija Cytodex-3 v GM (Slika 11) pa je
omogocila signifikantno vi§je konéno $tevilo celic od predinkubacije MN v FBS (*p <

0.05).

100

o]
o

Stevilo celic/cm? x 103

0 2 4 6 8 10 12
¢as (d)
Cytodex-1 GM == Cytodex-1 FBS

Slika 10: Primerjava vpliva predinkubacije Cytodex-1 v gojilnem mediju DMEM z 20
% FBS (GM) in ¢istem FBS (p > 0.05). Vsaka toc¢ka predstavlja povpre¢no Stevilo

celic/cm? treh neodvisnih poskusov + standardni odklon.
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Slika 11: Primerjava vpliva predinkubacije Cytodex-3 v gojilnem mediju DMEM
720 % FBS (GM) in ¢istem FBS (*p < 0.05). Vsaka to¢ka predstavlja povpre¢no

stevilo celic/cm? treh neodvisnih poskusov + standardni odklon.

Med razli¢nima tipoma MN, Cytodex-1 in Cytodex-3, ni bilo statisticno znacilnih razlik

v rasti celic (Preglednica 15 a, b, ¢; p (c) > 0.05) in §tevilu celic/cm? (p > 0.05) (Slika

12).
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Slika 12: Primerjava rasti celic na mikronosilcih (MN) med Cytodex-1 in Cytodex-3.

Vsaka tocka predstavlja povpreeno $tevilo celic/cm? treh neodvisnih poskusov +

standardni odklon.
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Rastno kinetiko celic na MN pri razli¢ni predinkubaciji Smo opredelili s specifi¢éno
stopnjo rasti celic, s podvojitvenim ¢asom celic in s stopnjo poveCanja celi¢ne
populacije na MN (Preglednica 15 a, b in c). Predinkubacija Cytodex-1 in Cytodex-3 v
FBS ni pokazala statisticno znacilne izboljSane rasti celic (p (a) (b) > 0.05). Kvecjemu
je bila rast celic na Cytodex-1 boljsa pri predinkubaciji MN v GM (tretji dan; p (a) <
0.05).

Najvisja specifi¢na stopnja rasti celic je bila prvi in tretji dan gojenja celic na Cytodex-1
in Cytodex-3 pri predinkubaciji MN v GM, pri ¢emer je bila statisti¢no znacilno visja

stopnja rasti le tretji dan gojenja ASC na Cytodex-1.

Preglednica 15 a: Rast ASC na MN Cytodex-1 in Cytodex-3 pri razli¢ni predinkubaciji MN v GM in
FBS. Razlike v rasti celic so podane s specifi¢no stopnjo rasti celic v enoti h™.

Specifi¢na stopnja rasti celic ("

i Gm  FBs  ow s p B P
(@) (b) (©

1 0.0163 0.0159 0.0167 00158 0213 0.085  0.139

3 0.0105 0.0098 0.0110 00103  0.040* 0212  0.249

6 0.0052 0.0055 0.0047 0.0045 0707 0898  0.589

8 0.0009 0.0009 0.0012 00010 0994 0841 0701

Cy-Cytodex; dnevi 1-8 predstavljajo $tevilo pritrjenih celic v primerjavi s kon¢nim Stevilom celic.
p (a) — pri¢akovane vrednosti za Cytodex-1 pri razli¢ni predinkubaciji, *p < 0.05
p (b) — pricakovane vrednosti za Cytodex-3 pri razli¢ni predinkubaciji
p (c) — pricakovane vrednosti za razli¢na tipa MN predinkubiranima v GM

ASC so se najhitreje podvojevale prvi in tretji dan gojenja na Cytodex-1 in Cytodex-3
pri predinkubaciji MN v GM, pri ¢emer je bil podvojitveni Cas celic signifikantno visji
le tretji dan gojenja ASC na Cytodex-1.
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Preglednica 15 b: Hitrost podvajanja celic med 10-dnevnim gojenjem na MN. Podvojitveni ¢as celic je
podan v urah (h).

Podvojitveni ¢as celic (h)

Cy-1 Cy-1 Cy-3 Cy-3

d”ie" GM FBS GM FBS (g) (E) (2)
1 43 44 42 44 0209 0094  0.139
3 66 71 63 68 0.044* 0213  0.263
6 134 128 157 159 0698 00962  0.445
8 1006 1287 770 1022 0.748 0595 0597

Cy-Cytodex; dnevi 1-8 predstavljajo $tevilo pritrjenih celic v primerjavi s kon¢nim Stevilom celic.
p (a) — pricakovane vrednosti za Cytodex-1 pri razli¢ni predinkubaciji, *p < 0.05
p (b) — pri¢akovane vrednosti za Cytodex-3 pri razli¢ni predinkubaciji

p (¢) — pri¢akovane vrednosti za razli¢na tipa MN predinkubiranima v GM

ASC so pri predinkubaciji MN v GM imele visjo stopnjo povecanja celi¢ne populacije
na MN glede na prvi in tretji dan gojenja celic kot pri predinkubaciji v FBS, vendar so

bili rezulatati statisti¢no znacilni le tretji dan pri Cytodex-1.

Preglednica 15c: Stopnja povecanja celi¢ne populacije na MN glede na razmerje med konénim in
zaCetnim Stevilom pritrjenih celic.

Stopnja povecanja celi¢ne populacije

i oM FEs  om  Fs & B F
(@) (b) ©

1 50.0 45.1 54.8 45.2 0221 0.069  0.139

3 126 106 143 119 0.037* 0209 0.234

6 3.6 38 3.2 3.1 0713 0850  0.689

8 13 13 14 13 0990 0.864  0.698

Cy-Cytodex; dnevi 1-8 predstavljajo $tevilo pritrjenih celic v primerjavi s konénim §tevilom celic.
p (a) — pricakovane vrednosti za Cytodex-1 pri razli¢ni predinkubaciji, *p < 0.05
p (b) — pricakovane vrednosti za Cytodex-3 pri razli¢ni predinkubaciji

p (c) — pri¢akovane vrednosti za razliéna tipa MN predinkubiranima v GM
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Slika 13 prikazuje rast ASC na Cytodex-1 pri predinkubaciji MN v GM in FBS.
Predinkubacija Cytodex-1 v GM je pokazala, da so celice na MN dosegle konfluenco Ze
Sesti dan gojenja. Pri tem se zacnejo celice zdruzevati v celiéne skupke (Slika 13 Ag.e).
Za razliko je pri predinkubaciji Cytodex-1 v FBS kasneje prislo do stanja konfluence.
Celi¢ni skupki se zacnejo oblikovati po Sestem dnevu gojenja celic in SO prisotni v

manjSem Stevilu (Slika 13 By.e).

Slika 13: A) Rast celi¢ne linije ASC K16 (p8) na Cytodex-1 pri predinkubaciji MN v GM. Slike od (a-e)
ponazarjajo prvi, tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja celic na MN v gojilni suspenziji pri 100 x povecavi.
B) Rast celi¢ne linije ASC K16 (p8) na Cytodex-1 pri predinkubaciji MN v FBS. Slike od (a-€) ponazarjajo prvi,

tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja celic na MN v gojilni suspenziji pri 100 x povecavi.
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Slika 14 prikazuje rast celic na Cytodex-3 pri predinkubaciji MN v GM in FBS. Celice
so dosegle stanje konfluence Sesti dan gojenja na MN. Pri tem so se MN zaceli zlepljati
med seboj (Slika 14 C.. in D). Pri predinkubaciji v FBS je opaznih manj zlepljenih
MN kot pri predinkubaciji v GM, kar kaze na pocasnejSo rast celic na MN

predinkubiranimi v FBS.

Slika 14: A) Rast celi¢ne linije ASC K16 (p8) na Cytodex-3 pri predinkubaciji MN v GM. Slike od (a-€)
ponazarjajo prvi, tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja celic na MN v gojilni suspenziji pri 100 x povecavi.
B) Rast celi¢ne linije ASC K16 (p8) na Cytodex-3 pri predinkubaciji MN v FBS. Slike od (a-€) ponazarjajo prvi,

tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja celic na MN v gojilni suspenziji pri 100 x povecavi.
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4.2 VPLIV POGOSTOSTI MENJAVE MEDIJA NA KONCNO STEVILO CELIC

ASC smo gojili v gojilnem mediju DMEM z 20 % FBS (GM), ki zagotavlja potrebna
hranila za rast in delitev celic. Pri tem smo Zeleli testirati vpliv pogostosti menjave
medija na rast celic gojenih na MN. Celicam, gojenim na MN, smo GM najprej

zamenjali vsaka 2 dni, nato pa poskus ponovili z menjavo medija na vsake 3 dni.

Pri pogostejsi menjavi medija je bilo opaziti vecje konéno Stevilo celic gojenih na MN

(* p<0.05) (Slika 15 in 16).

100

Stevilo celic/cm? x 10°

0 2 4 6 8 10 12
¢as (d)

Cytodex-1, 2 dni =i Cytodex-1, 3 dni

Slika 15: Primerjava rasti ASC na Cytodex-1 pri menjavi GM vsaka 2 dni in vsake 3
dni. Vsaka tocka predstavlja povprecno §tevilo celic/cm? treh neodvisnih poskusov +

standardni odklon.
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Slika 16: Primerjava rasti ASC na Cytodex-3 pri menjavi GM vsaka 2 dni in vsake 3 dni.
Vsaka tocka predstavlja povprecno stevilo celic/cm? treh neodvisnih poskusov +

standardni odklon.

Rastno kinetiko celic smo pri razlicno pogosti menjavi medija opredelili enako kot v
prvem delu rezultatov. Izracunali smo specifi¢no stopnjo rasti celic, podvojitveni cas
celic in stopnjo povecanja celiéne populacije tekom deset dnevnega gojenja ASC na
MN.

Celice na MN pri menjavi medija vsaka 2 dni, kljub vi§jemu kon¢nemu Stevilu celic,
med gojenjem niso imele statistiéno znacilne povecane specifiéne stopnje rasti celic
(Preglednica 16 a, p > 0.05). Najvi§jo stopnjo rasti celic opazimo pri dnevu 1 za
Cytodex-1 in Cytodex-3 pri menjavi medija vsaka 2 dni, vendar rezultati niso bili

signifikantni.
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Preglednica 16a: Rast celic na Cytodex-1 in Cytodex-3 pri menjavi medija vsaka 2 dni in vsake 3 dni.
Razlike v rasti celic so podane s specifi¢no stopnjo rasti celic v enoti h™.

Specifi¢na stopnja rasti celic (h™)

. Cy-1 Cy-1 Cy-3 Cy-3 p p

2 dni 3 dni 2 dni 3 dni (@ (b)
1 0.0163 0.0154 0.0167 0.0163 0.126 0.471
3 0.0105 0.0103 0.0110 0.0114 0.316 0.568
4 n.p 0.0089 n.p 0.0096 n.p n.p
6 0.0052 n.p 0.0047 n.p n.p n.p
7 n.p 0.0024 n.p 0.0026 n.p n.p
8 0.0009 0.0012 0.0012 0.0013 0.639 0.829

Cy-Cytodex, n.p.- ni podatkov; dnevi 1-8 predstavljajo $tevilo pritrjenih celic v primerjavi
s kon¢nim $tevilom celic.
p (2) — pri¢akovane vrednosti za Cytodex-1 pri razli¢no pogosti menjavi GM

p (b) — pri¢akovane vrednosti za Cytodex-3 pri razli¢no pogosti menjavi GM

Menjava gojilnega medija vsaka 2 dni ni vplivala na hitrej$i ¢as podvajanja celic na

MN v primerjavi z menjavo medija vsake 3 dni (Preglednica 16 b, p > 0.05).

Preglednica 16 b: Hitrost podvajanja celic tekom deset dnevnega gojenja na MN. Podvojitveni ¢as celic
je podan v urah (h).

Podvojitveni ¢as celic (h)

. Cy-1 Cy-1 Cy-3 Cy-3 p p
2 dni 3 dni 2 dni 3 dni (€)) (b)
1 42.6 45.1 41.6 424 0.129 0.460
3 65.8 67.6 62.9 61.1 0.313 0.565
4 n.p 78.3 n.p 71.8 n.p n.p
6 133.8 n.p 157.4 n.p n.p n.p
7 n.p 299.5 n.p 283.5 n.p n.p
8 1005.9 575.4 770.3 516.3 0.379 0.496

Cy-Cytodex, n.p.- ni podatkov; dnevi 1-8 predstavljajo $tevilo pritrjenih celic v primerjavi
s kon¢nim Stevilom celic.
p (a) — pri¢akovane vrednosti za Cytodex-1 pri razliéno pogosti menjavi GM

p (b) — pricakovane vrednosti za Cytodex-3 pri razli¢no pogosti menjavi GM
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Celice na MN so pri menjavi medija vsaka 2 dni dosegle povecanje celi¢ne populacije
za 50-krat pri Cytodex-1 in za 54.8-krat pri Cytodex-3, in sicer glede na razmerje med
konc¢nim Stevilom celic in Stevilom pritrjenih celic (dan 1). Pri menjavi medija vsake 3
dni se je celi¢cna populacija povecala za manjkrat, vendar razlika ni bila statisticno
znacCilna (preglednica 16 ¢, p > 0.05). Med gojenjem se je stopnja povecanja celi¢ne
populacije na MN zmanjsevala.

Preglednica 16 c: Stopnja povedéanja celi¢ne populacije na MN glede na razmerje med kon¢nim in
zadetnim Stevilom pritrjenih celic.

Stopnja povecanja celi¢ne populacije

h— Cy-1 Cy-1 Cy-3 Cy-3 p p
2 dni 3 dni 2 dni 3 dni (@ (b)
1 50.0 404 54.8 51.0 0.125 0.495
3 12.56 11.8 14.2 5.3 0.319 0.572
4 n.p 8.4 n.p 10.1 n.p n.p
6 3.55 n.p 3.2 n.p n.p n.p
7 n.p 1.8 n.p 1.9 n.p n.p
8 1.27 1.3 1.4 1.4 0.688 0.897

Cy-Cytodex, n.p.- ni podatkov; dnevi 1-8 predstavljajo Stevilo pritrjenih celic v primerjavi
s kon¢nim Stevilom celic.
p (2) — pric¢akovane vrednosti za Cytodex-1 pri razli¢no pogosti menjavi GM

p (b) — pri¢akovane vrednosti za Cytodex-3 pri razli¢no pogosti menjavi GM
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Na sliki 17 so predstavljeni rezultati rasti ASC na Cytodex-1 pri menjavi medija
vsaka 2 dni (Slika 17 A) in menjavi medija vsake 3 dni (Slika 17 B). Ko celice na
MN dozZejo stanje konfluence (Sesti dan), se posledi¢no oblikujejo celicni skupki.
Vecje stevilo celi¢nih skupkov pri menjavi medija na 2 dni ponazarja vecje kon¢no
stevilo celic, v primerjavi z menjavo medija na 3 dni, kar sovpada z graficnimi
prikazi (Slika 15).

Slika 17: A) Prikaz rasti ASC K16 (p8) na MN Cytodex-1 po menjavi medija na 2 dni. Slike od (a-€)
ponazarjajo prvi, tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja celic pri 100 x povecavi.
B) ASC K16 (p8) na MN Cytodex-1 po menjavi medija na 3 dni. Slike od (a-f) ponazarjajo prvi, tretji,

Cetrti, sedmi, osmi in deseti dan gojenja celic pri 100 x povecavi.



55

Erjavec P. Optimizacija gojenja mezenhimskih mati¢nih celic ... na mikronosilcih v meS$alnem biorekatorju.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Strukturna in funkcionalna biologija, 2015

Slika 18 predstavlja rast ASC na Cytodex-3 pri menjavi medija vsaka 2 dni (Slika 18 C)
in vsake 3 dni (Slika 18 D). Ko celice na MN dosezZejo stanje konfluence, se ti
posledi¢no zacnejo zlepljati med seboj. Pri menjavi medija na 2 dni je opaziti, da se MN
zacnejo zlepljati ze tretji dan gojenja (Slika 18 C) in popolnoma prerastejo MN Sesti
dan gojenja. Pri menjavi medija vsake 3 dni celice nekoliko kasneje prerastejo MN
(Slika 18 Dgy.e), kar kaze na to, da rastejo pocasneje kot pri menjavi medija vsaka 2 dni
(Slika 16).

Slika 18: C) Prikaz rasti ASC K16 (p8) na MN Cytodex-3 po menjavi medija na 2 dni. Slike od (a-e)
ponazarjajo prvi, tretji, Sesti, osmi in deseti dan gojenja celic pri 100 x povecavi.
D) ASC K16 (p8) na MN Cytodex-3 po menjavi medija na 3 dni. Slike od (a-f) ponazarjajo prvi, tretji, cetrti,

sedmi, osmi in deseti dan gojenja celic pri 100 x povecavi.
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4.3 TESTIRANJE PROLIFERACIISKEGA POTENCIALA CELIC PO GOJENJU NA
MN

ASC so bile so¢asno nasajene v adherentni enoslojni plasti pri pasazi 6 in na MN. Po
10-dnevnem gojenju na MN v gojilni suspenziji smo celice pri pasazi 7 ponovno
nasadili v adherentno enoslojno plast. Pri tem smo Zzeleli preveriti proliferacijski
potencial celic po gojenju na MN. Rezultati so pokazali, da celice tudi po gojenju na
MN ohranijo enak proliferacijski potencial kot celice, ki smo jih gojili v adherentni
enoslojni plasti. Za poskus smo upostevali enake pogoje gojenja ASC v obeh primerih.
Celice so bile nasajene pri gostoti 6000 celic/cm? in gojene 10 dni v celiGnem
inkubatorju s 5 % CO, in 37 °C. Za vsako ponovitev poskusa smo uporabili enak tip
MN.
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Slika 19: Proliferacijski potencial celic po gojenju na MN v primerjavi z rastjo
celic pred gojenjem na MN. Vsaka to¢ka predstavlja povpre¢no Stevilo

celic/cm? treh neodvisnih poskusov = standardni odklon.
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4.4 TESTIRANJE DIFERENCIACIISKEGA POTENCIALA PRED IN PO GOJENJU
CELIC NA MN

Diferenciacijo ASC v adipocite, osteocite in hondrocite smo izvedli na celi¢ni liniji
K16, ki je bila gojena v adherentni enoslojni plasti. Diferenciacijo smo ponovili $e
enkrat pri celicah, ki so bile predtem gojene na MN.

4.4.1 Diferenciacija ASC v adipocite

ASC smo izpostavili indometacinu, ki je celicam omogocil tvorbo mascobnih vakuol.
Uspesnost diferenciacije smo potrdili z barvanjem »Oil Red O« - lipofilnim barvilom, ki

specifi¢no obarva mascobe.

Sliki 20 in 21 predstavljata rezultate testiranja diferenciacijskega potenciala pred in po
gojenju celic na MN pri razli¢énih povecavah. Prikazana je primerjava ASC, ki so bile
gojene v adherentni enoslojni plasti (Slika 20 in 21 A, in ASC, ki so bile predtem
gojene na MN (Slika 20 in 21 B,s). V obeh primerih so se ob izpostavitvi celic
indometacinu le-te diferencirale v adipoblaste in tvorile zacetke mascobnih vakuol.
Obseg in oblika diferenciranih celic je bila pred in po gojenju celic na MN primerljiva.

Pri kontrolnih vzorcih do diferenciranih celic v adipogeni tip ni prislo.
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Slika 20: A) Indukcija adipogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 7 pred gojenjem na MN; (a)
negativna kontrola pri 2 x povecavi (b) celice po izpostavitvi adipogenih diferenciranih dejavnikov in
po barvanju z “Oil Red O” pri 3.2 x povecavi (c) diferencirane celice pri 4 x povecavi.

B) Indukcija adipogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 8 po gojenju na MN; (a) negativna
kontrola pri 2 x povecavi, (b) ) celice po izpostavitvi adipogenih diferenciranih dejavnikov in po
barvanju z “Oil Red O” pri 3.2 x povecavi (c) diferencirane celice pri 4 x povecavi.

Slika 21: A) Indukcija adipogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 7 pred gojenjem na MN; (d-f)
celice po izpostavitvi adipogenih diferenciranih dejavnikov in po barvanju z “Oil Red O” pri 5, 8 in
10 x povecavi.

B) Indukcija adipogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 8 po gojenju na MN; (d-f) celice po
izpostavitvi adipogenih diferenciranih dejavnikov in po barvanju z “Oil Red O” pri 5, 8 in 10 x
povecavi.
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4.4.2 Diferenciacija ASC v osteocite

ASC smo izpostavili indukcijskemu mediju z vsebnostjo deksametazona, askorbinske
kisline in glicerofosfata, ki inducira celice v osteogeno diferenciacijo. Diferencirane
celice osteogenega tipa tvorijo kalcijeve depozite, ki so klju¢ni element kostnega tkiva.
Uspesnost diferenciacije smo potrdili z barvanjem celic po metodi von Kossa, Ki

specificno obarva kalcijeve depozite.

Sliki 22 in 23 predstavljata rezultate testiranja diferenciacijskega potenciala pred in po
gojenju celic na MN pri razli¢nih pove¢avah. Prikazana je primerjava ASC, ki so bile
gojene v adherentni enoslojni plasti (Slika 22 in 23 A, in ASC, ki so bile predtem
gojene na MN (Slika 22 in 23 B,s). V obeh primerih so se ob izpostavitvi
indukcijskemu mediju v celicah pojavili kalcijevi depoziti, ki so se obarvali ¢rno.
Diferencirane celice so se morfolosko spremenile v primerjavi z nediferenciranimi
celicami kontrolne skupine. Postale so bolj okrogle, manjse in izgubile so znalilno
podolgovato obliko. Pri kontrolnih vzorcih do nastanka kalcijevih depozitov v celicah ni
prislo. Osteogeneza je potekla bolj intenzivno pri celicah, ki so bile gojene na MN, kar

prikazuje vecja koli¢ina kalcijevih depozitov v teh celicah.
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Slika 22: A) Indukcija osteogene diferenciacije ASC K16 pri pasaZi 7 pred gojenjem na MN; (a)
negativna kontrola pri 1 x povecavi (b-c) nastanek ¢rno obarvanih kalcijevih depozitov v celicah po
barvanju po “Von Kosa” pri 1.6 in 2 x povecavi.

B) Indukcija osteogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 8 po gojenju na MN; (a) negativna
kontrola pri 1x povecavi, (b-c) nastanek ¢rno obarvanih kalcijevih depozitov v celicah po barvanju
po “Von Kosa” pri 1.6 in 2 x povecavi.

Slika 23: A) Indukcija osteogene diferenciacije ASC K16 pri pasaZi 7 pred gojenjem na MN; (d-f)
nastanek ¢rno obarvanih kalcijevih depozitov v celicah po barvanju po “Von Kosa” pri 3.2, 5in 8 x
povecavi.

B) Indukcija osteogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 8 po gojenju na MN; (d-f) nastanek ¢rno
obarvanih kalcijevih depozitov v celicah po barvanju po “Von Kosa” pri 3.2, 5 in 8 x povecavi.
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4.4.3 Diferenciacija ASC v hondrocite

ASC smo izpostavili indukcijskemu mediju z vsebnostjo TGF-83 in askorbinske kisline,
ki je omogocil nastanek elementov zunajcelicnega matriksa hrustanénega tkiva.
Uspesnost diferenciacije smo potrdili z barvanjem celic z barvilom Alcian Blue, ki
specificno obarva zunajceli¢ni matriks hrustanca, predvsem glukozaminoglikane in

mukopolisaharide.

Sliki 24 in 25 predstavljata rezultate testiranja diferenciacijskega potenciala pred in po
gojenju celic na MN pri razli¢énih povecavah. Prikazana je primerjava ASC, ki so bile
gojene v adherentni enoslojni plasti (Slika 24 in 25 A,) in ASC, ki so bile predtem
gojene na MN (Slika 24 in 25 B,s). Celice smo pobarvali z barvilom Alcian Blue za
detekcijo elementov zunajcelinega matriksa hrustanca. Pri celicah, ki smo jih
izpostavili TGF-B3 in askorbinski Kislini, so se pojavili skupki celic, ki vsebujejo

elemente zunajceli¢nega matriksa hrustanca.

Pri kontrolnih vzorcih so celice ostale podolgovatih, vretenastih oblik, saj ni prislo do
nastanka elementov zunajcelicnega matriksa hondroblastov. V obeh primerih, tako pred

in po gojenju celic na MN je hondrogeneza potekla v podobnem obsegu.
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Slika 24: A) Indukcija hondrogene diferenciacije ASC K16 pri pasaZi 7 pred gojenjem na MN; (a)
negativna kontrola pri 1 x povecavi (b-c) celice po izpostavitvi diferenciacijskih dejavnikov in po
barvanju z “Alcian blue”; temneje obarvana podroc¢ja predstavljajo elemente zunajceli¢nega
matriksa hondroblastov pri 0.8 in 1 x povecavi.

B) Indukcija hondrogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 8 po gojenju na MN; (a) negativna
kontrola pri 1 x povedavi (b-c) celice po izpostavitvi diferenciacijskih dejavnikov in po barvanju z
“Alcian blue”’; temneje obarvana podrocja predstavljajo elemente zunajcelicnega matriksa
hondroblastov pri 0.8 in 1 x povecavi.

Slika 25: A) Indukcija hondrogene diferenciacije ASC K16 pri pasazi 7 pred gojenjem na MN; (d-f)
celice po izpostavitvi diferenciacijskih dejavnikov in po barvanju z “Alcian blue”; temneje obarvana
podroc¢ja predstavljajo elemente zunajcelicnega matriksa hondroblastov pri 2, 4 in 8 x povecavi.
B) Indukcija hondrogene diferenciacije ASC K16 pri pasaZi 8 po gojenju na MN; (d-f) celice po
izpostavitvi diferenciacijskih dejavnikov in po barvanju z “Alcian blue”; temneje obarvana podro¢ja
predstavljajo elemente zunajceli¢nega matriksa hondroblastov pri 2, 4 in 8 x povecavi.
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5 RAZPRAVA

5.1 VPLIV PREDINKUBACIJE MN NA RAST IN KONCNO STEVILO CELIC

Razvoj MN predstavlja velik napredek v gojenju adherentnih kultur, med katere
uvrs¢amo tudi MMC. Te se vedno bolj uspesno uporabljajo v klini¢éne namene, kjer pa
lahko potrebujejo tudi do milijardo teh celic. Klasiéne metode gojenja celic v
adherentnih enoslojnih plasteh tak$ne koli¢ine ne morejo omogociti, prav tako imajo
Stevilne druge omejitve. Celice imajo v adherentnih enoslojnih plasteh omejeno rastno
povrsino, zato jih je potrebno ob dosezeni 90 % kofluenci presaditi v nove posode. Pri
tem se ve€a moznost kontaminacij kot tudi otezuje kontrolirano spremljanje gojenja
celic (Schop in sod., 2008). Ena izmed zelo obetavnih alternativnihn metod gojenja
MMC je uporaba bioreaktorskih sistemov, ki temeljijo na MN (Frauenschuh in sod.,
2007). Tehnologija gojenja celic na MN v mesalnih bioreaktorjih zdruzuje fleksibilen
nacin gojenja celic, nadzor nad zmogljivostjo bioreaktorske kulture in enostavno

spremljanje samega procesa gojenja celic (Rafig in sod., 2013).

Preden za¢nemo celice gojiti na MN, je potrebno izbrati ustrezen MN in bioreaktor, v
katerem bomo celice gojili. Zaradi dinami¢nega Sistema rasti celic na MN v mesalnih
bioreaktorjih je potrebna natanéna optimizacija pogojev gojenja celic. Prvi klju¢ni korak
pri nasaditvi celic na MN je njihova uspesna pritrditev. Pri tem igra pomembno vlogo
predinkubacija MN. V predhodnih $tudijah so pokazali, da predinkubacija MN v
gojilnem mediju DMEM z 20 % FBS (GM) z dodanimi rastnimi faktorji poveca
pritrditev celic v primerjavi s predinkubacijo v mediju, ki nima dodanih faktorjev (Ng in
sod., 1996). Pri tem je potrebno upostevati sestavo MN, saj je pritrditev celic na MN
odvisna od elektostatske interakcije med celi¢no povrsino in povr§ino MN. V nasi
nalogi smo testirali vpliv predinkubacije MN v GM, ki ima nizko stopnjo seruma, z
dodanim 20 % FBS in le v cistem FBS. Pri tem smo predpostavili, da bo Cisti FBS
zaradi vecje vsebnosti rastnih dejavnikov kot GM omogocil boljSo pritrditev in rast

celic na MN.
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Grafi¢ni rezultati (Sliki 10 in 11) in izracuni vpliva predinkubacije MN na rast celic
(Preglednica 15 a, b, c) kazejo, da predinkubacija MN Cytodex-1 in Cytodex-3 v ¢istem
FBS ni omogocila boljse rasti in vecjega Stevila ASC v primerjavi s predinkubacijo v
GM. Celice v primeru predinkubacije MN v FBS niso imele vi§je specifi¢ne stopnje
rasti, prav tako se tekom gojenja na MN niso hitreje podvojevale. Stopnja povecanja
celi¢ne populacije na MN ni presegala stopnjo pri predinkubaciji MN v GM (p > 0.05).
Ker povrs$ino Cytodex-1 prekrivajo hidrofilne pozitivno nabite DEAE skupine, ki
privla¢ijo tudi proteine in rastne faktorje iz gojilnega medija, je to lahko preprecilo
pritrditev in nadaljo rast celic. PovrSina Cytodex-3 je obdana s tankim slojem
denaturiranega kolagena, kar prav tako privlaéi rastne faktorje iz seruma. Ko smo MN
preinkubirali le v ¢istem FBS, so se rastni faktorji preferen¢no vezali na povr$ino MN in
zavzeli nekatera mesta na povrsini MN. Zaradi interakcije med rastnimi faktorji in
povrsino MN so celice imele zmanjSano afiniteto vezave na MN in posledi¢no zavirano

rast.

Slikovni prikaz ponazarja grafi¢ne rezultate vpliva predinkubacije MN na rast celic.
Celice gojene na MN so dosegle stanje konfluence Sesti dan gojenja. Indikator stanja
konfluence je bila pri Cytodex-1 tvorba celi¢nih skupkov (Slika 13) in pri Cytodex-3
povezovanje celic na MN s sosednjimi MN (Slika 14). Pri predinkubaciji MN v FBS je
opaziti manj celi¢nih skupkov in manj med seboj povezanih MN. Sliki 13 in 14 tako
potrjujeta, da predinkubacija MN v 20 % FBS ni omogocila izboljsane rasti celic,

kve¢jemu je njihovo rast zavirala.

Glede na rezultate smo ovrgli naso hipotezo, da bo predinkubacija MN v ¢istem FBS
izboljSala rast celic in povecala njihovo kon¢no Stevilo. V primeru Cytodex-3 je bilo
kon¢no Stevilo statiéno znacilno vecje pri predinkubaciji MN v GM kot pa v ¢istem

FBS (Slika 11). V nadaljevanju smo pri gojenju celic na MN le-te predinkubirali v GM.

Pri optimizaciji gojenja celic na MN smo uporabili dva razli¢na tipa MN, med katerima
ni bilo razlik v rasti celic (Slika 12). MN Cytodex-1 in Cytodex-3 smo izbrali na podlagi
predhodno opravljenih $tudij, Kjer so pokazali, da sta primerna za gojenje MMC iz

razli¢nih virov (Chen in sod., 2013). 1zmed drugih komercialno dostopnih MN sta imela
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Cytodex-1 in Cytodex-3 visoko ucinkovitost nasaditve MMC (Schop in sod. 2010;
Timmins in sod., 2012). Med Cytodex-1 in Cytodex-3 ni bilo opaziti signifikantne
razlike v rasti ASC (Preglednica 15 a, b, c; p (c) > 0.05). Nasi rezultati so tako pokazali,

da sta oba tipa MN enako primerna za gojenje humanih ASC.

5.2 VPLIV POGOSTOSTI MENJAVE MEDIJA NA KONCNO STEVILO CELIC

Celicam na MN v gojilni suspenziji smo zamenjali 50 % starega GM s svezim vsaka 2
dni in vsake 3 dni. Pri menjavi GM vsaka 2 dni je bilo konéno §tevilo celic/cm? na MN
statisticno znacilno visje kot pri menjavi medija vsake 3 dni (Sliki 15 in 16). Slikovni
prikazi ponazarjajo grafi¢ne rezultate vpliva pogostosti menjave GM. Pri celicah na
Cytodex-1 je pri menjavi GM vsaka 2 dni ob koncu gojenja (deseti dan) opaziti veé¢
celi¢nih skupkov (Cytodex-1; Slika 17) kot pri menjavi medija vsake 3 dni. Pri Cytodex-
3 je ob menjavi medija vsaka 2 dni ze Sesti dan opaziti zdruzenje po dva ali tri MN s
celicami. Pri menjavi medija vsake 3 dni se MN za¢nejo med seboj povezovati dan
kasneje (sedmi dan gojenja) (Cytodex-3; Slika 18). Mesalne steklenke, v katerih gojimo
celice na MN, omogocijo kontinuirano mesanje GM. S tem je izboljsana izmenjava
plinov ter hranil iz GM. Metaboliti kot so amoniak so v ve¢jem volumnu GM bolje
razredCeni, kar prispeva k ve¢jim virom energije (v obliki glukoze in glutamina). Pri
pogostejsi menjavi GM so celice tako boljse oskrbovane s potrebnimi nutrienti, kar
posledi¢no vpliva na visje koncno Stevilo celic pri pogostejsi menjavi medija (Sliki 15

in 16).

Do podobnih zakljuc¢kov so prisli tudi Schop in sod. (2008), ki so pokazali, da pogosta
menjava GM (30 % svezega medija vsake 3 dni) pri MMC gojenih na MN (Cytodex-1)
vpliva na izboljSano eksponentno rast celic. V $tudiji so tudi pokazali, da je pri celicah
na MN ob pogosti menjavi medija zmanjSana proizvodnja laktata iz glukoze, kar pa
ugodneje vpliva na celiéni metabolizem. Da bi pokazali podroben vpliv ¢asovne
menjave medija na kon¢no S$tevilo celic, bi morali dodatno izmeriti porabo hranil in

proizvodnjo metabolitov (vsebnost laktata) pri razlicni menjavi medija.
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Kljub signifikantno vi§jemu kon¢nemu Stevilu celic pri menjavi medija vsaka 2 dni, pa
ni znacilnih sprememb v rasti celic med gojenjem pri razli¢no pogosti menjavi gojilnega
medija. lzracuni specifi¢ne stopnje rasti celic, podvojitvenega Casa celic in stopnje
povecanja celicne populacije na MN kazejo, da menjava medija vsaka 2 dni ni izboljsala
rastne kinetike celic (Preglednica 16 a, b, ¢; p > 0.05). Do statisti¢no znacilnih razlik v
rastni kinetiki celic najverjetnejo ni prislo, ker so celice tudi pri menjavi medija vsake 3
dni e vedno imele na voljo dovolj hranil, da so lahko rastle in se podvojevale. Kljub
temu je pogostejsa menjava medija omogocila boljSe pogoje za namnozitev veéjega
Stevila celic. Glede na rezultate lahko potrdimo, da je bilo ob pogostejsi menjavi medija
ve¢je konéno Stevilo celic, medtem ko proliferacija celic med gojenjem ni bila

statisti¢no razli¢na.

5.3 TESTIRANJE PROLIFERACINSKEGA POTENCIALA CELIC PO GOJENJU
NA MN

Proliferancijski potencial ASC, gojenih in vitro v adherentni enoslojni plasti, je odvisen
od Stevilnih gojilnih parametrov, kot so GM, ustrezna menjava GM, gostota nasajenih
celic, oskrba s plini (O,, CO,) in pH. Ker gojenje celic na MN zahteva spremenjen nacin
gojenja kot klasi¢no adherentno gojenje v enoslojnih plasteh, lahko razli¢ni parametri
spremenijo proliferacijski potencial. Kljuéni dejavniki, ki lahko vplivajo na
proliferacijski potencial pri in vitro gojenju ASC na MN, so predinkubacija MN, GM,
oskrba s plini, hitrost mesanja MN v suspenziji, redoks potencial, pH ipd. V nasi nalogi
smo pri gojenju celic na MN kljuc¢ne dejavnike optimizirali in pokazali, da so ASC po
gojenju na MN ohranile enak proliferacijski potencial v adherentni enoslojni plasti, kot
so ga imele pred nasaditvijo na MN (Slika 19). S tem smo potrdili hipotezo, da gojenje

celic na MN ne spremeni njihovega proliferacijskega potenciala.

54 TESTIRANJE DIFERENCIACISKEGA POTENCIALA PRED IN PO
GOJENJU CELIC NA MN

Mezenhimske maticne celice, med katere uvrs¢amo tudi ASC, se glede na svoj izvor
lahko uspesno diferencirajo v osteoblaste, adipocite in hondrocite (Chen in sod., 2013),

kar smo preverili tudi v nasi nalogi.
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Adipogeno diferenciacijo ASC smo doloc¢ili z nastankom diferenciranih celic, iz katerih
se oblikujejo mas¢obne vakuole. Mas¢obne vakuole so se po barvanju z »Qil Red O«
obarvale rde¢o (Slika 20 in 21). Fenotip mas¢obnih celic se je pojavil po 21-dnevnem
gojenju ASC v indukcijskem mediju, ki je vseboval indometacin. Celi¢na linija ASC
K16 je pokazala uspesen diferenciacijski potencial, kar smo tudi predvidevali, glede na
njen originalen izvor iz maséevja. Adipogeni diferenciacijski potencial celic smo v
enakem obsegu potrdili tako pri adherentni kulturi kot pri celicah, ki so bile predtem

gojene na MN.

Osteogena diferenciacija ASC je potekla v osteogenem mediju, ki je vseboval
deksametazon, askorbinsko kislino in glicerolfosfat. Po 10-20 dnevnem gojenju celic v
osteogenem mediju so se v celicah pojavili ¢rno obarvani kalcijevi depoziti, ki smo jih
zaznali z barvanjem po Von Kossa. Kalcijevi depoziti predstavljajo znacilne elemente
kostnega tkiva in so pokazatelji uspeSne osteogene diferenciacije. Sliki 22 in 23
prikazujeta uspesno osteogeno diferenciacijo pri adherentni kulturi in pri celicah, ki so
bile predhodno gojene na MN. Pri celiéni kulturi, ki je bila gojena na MN, se je pojavilo
bistveno ve¢ ¢rno obarvanih kalcijevih depozitov kot pri adherentni kulturi. Za bolj
natan¢ne rezultate izboljSanega osteogenega potenciala celic iz MN bi morali poskus

ponoviti in dolo¢iti delez kalcijevih depozitov v obeh primerih.

Pri hondrogeni diferenciaciji ASC smo celice gojili v hondrogenem mediju, ki je
vseboval TGF-3 in askorbinsko kislino. Po 21-ih dneh gojenja so se pojavili elementi
zunajcelicnega matriksa hrustan¢nega tkiva, ki smo jih detektirali z barvanjem z Alcian
Blue. Sliki 24 in 25 prikazujeta uspesno diferenciacijo ASC v hondrocite, tako pri
adherentni kulturi kot pri celicah, ki so bile predhodno gojene na MN. Oba primera
hondrogene diferenciacije prikazujeta enak obseg nastanka diferenciranih celic

hondrogenega tipa.

Z diferenciacijskimi poskusi smo pokazali uspeS$no diferenciacijo ASC v tri
mezodermalne celi¢ne linije (adipocite, hondrocite in osteocite). S tem smo potrdili
naso hipotezo, da gojenje celic na MN ne zmanjSa sposobnost diferenciacije v

mascobne, kostne in hrustancne celice. Cetudi so celice po gojenju na MN imele vi§jo
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pasazo, je multipotentni potencial ostal enak oziroma je bil pri osteogeni diferenciaciji
celo visji kot pri celi¢ni liniji nizje pasaze, gojeni v adherentni enoslojni plasti. Vzroke
za izboljSan osteogeni potencial ASC gojenih na MN lahko pripiSemo izboljSani metodi
gojenja celic na MN v primerjavi s klasi¢nim gojenjem adherentne kulture. Pri gojenju
celic na MN v gojilni suspenziji teh ni potrebno presajati v nove kulture, s ¢emer se
izognemo ponavljajoci tripsnizaciji. Celice na MN imajo bolj$i dostop do hranil, kar
vodi do njihove vecje prezivelosti in funkcionalnosti. IzboljSan diferenciacijski
potencial celic gojenih na MN pa se je pokazal le v primeru osteogene diferenciacije, ne
pa tudi pri adipogeni in hondrogeni diferenciaciji. Za bolj natan¢no opredelitev, ali
lahko gojenje ASC na MN izboljsa diferenciacijski potencial celic, bi morali pokuse
ponoviti. Potrebno bi bilo dolociti delez diferenciranih celic istih pasaz pred in po

gojenju na MN.

Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Rafiq in sod. (2013) ter potrdili, da tudi velika
produkcija MMC, ki so bile gojene na MN v 5 | meSalnem bioreaktorju, ne vpliva na

njihovo kakovost in sposobnost diferenciacije v tri kljuéne mezodermalne celi¢ne linije.

Za uporabo MMC v terapevtske namene je njihova sposobnost uspe$ne diferenciacije
klju¢nega pomena. Protokoli za diferenciacijo celic v specificne celi¢ne tipe vljucujejo
Stevilne vmesne postopke. To predstavlja dodaten izziv za diferenciacijo MMC na MN
v ve¢jih bioreaktorjih. V prihodnje se usmerja v zdruzevanje rasti in diferenciacije

MMC na MN znotraj bioreaktorskih sistemov.
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6 SKLEPI

- Predinkubacija MN v serumu govejega zarodka (¢isti FBS) ni pripomogla k
izboljSani rasti in ve¢jem konénem $tevilu ASC v primerjavi s predinkubacijo
MN v gojilnem mediju DMEM z 20 % FBS (GM).

- Razli¢na tipa mikronosilcev Cytodex (Cytodex-1 in Cytodex-3) nista pokazala

znacilnih razlik v rasti in kon¢nem Stevilu celic.

- Pogostejsa menjava gojilnega medija v gojilni suspenziji MN omogoci vecje

kon¢no Stevilo ASC.

- ASC po gojenju na MN ohranijo enak proliferacijski potencial kot pred
gojenjem na MN.

- ASC po gojenju na MN ohranijo svoj adipogeni, osteogeni in hondrogeni
potencial v primerjavi z adherentno kulturo. V primeru osteogene
diferenciacije je bil diferenciacijski potencial po gojenju na MN celo nekoliko

izboljsan.
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Optimizirani pogoji gojenja mezenhimskih mati¢nih celic iz mascevja na

mikronosilcih v meSalnem biorekatorju

Celice ASC, celicna linija K16,
pasaza 7

Cytodex-1 Cytodex-3
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Predinkubacija MN v gojilnem mediju
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7 POVZETEK

Gojenje celic na mikronosilcih (MN) v gojilni suspenziji predstavlja izboljsan nacin
gojenja adherentnih celic. Klju¢na prednost je doprinos vecjega Stevila celic, kar je
pomemben korak naprej v tkivnem inzinerstvu ter za klini¢no in regenerativno
terapijo. Za uspesno pritrditev in nadaljno rast celic na MN je potrebno izbrati ustrezen
tip MN in bioreaktorski sistem. VV magistrski nalogi smo MMC iz mascobnega tkiva
(ASC) gojili na Cytodex-1 in Cytodex-3 v mesalnih steklenkah.

Cilj nase naloge je bil optimizirati pogoje gojenje ASC na MN v gojilni suspenziji za
produkcijo velikega Stevila celic, ki bi jih lahko potencialno uporabili v terapevtske
namene. Testirali smo vpliv razlicne predinkubacije MN kot tudi vpliv pogostosti
menjave medija na kon¢no Stevilo celic. Opazili smo, da predinkubacija MN v serumu
govejega zarodka (Cisti FBS) ni pokazala izboljSane rasti celic. MN smo tako nadalje
predinkubirali v gojilnem mediju DMEM z 20 % FBS (GM), ki se je izkazal za bolj
primernega. Prav tako je menjava GM vsaka 2 dni omogocila ve¢jo konéno Stevilo celic
v primerjavi z menjavo GM vsake 3 dni. Nadaljni rezultati so pokazali, da so celice tudi
po daljsem ¢asovnem gojenju na MN sposobne rasti z enako stopnjo proliferacije kot
celice gojene v adherentni enoslojni plasti. Testirali smo tudi diferenciaciacijski
potencial ASC. Celice smo usmerili v diferenciacijo pred in po gojenju na MN z
gojenjem le-teh v indukcijskem diferenciacijskem mediju. Diferenciacija v tri
mezodermalne celi¢ne linije je potekla uspesno, v primeru osteogene diferenciacije pa
se je pokazal celo izboljsan diferenciacijski potencial pri celi¢ni kulturi predhodno
gojeni na MN. MN tako predstavljajo ugodno razmerje med povrsino in prostornino za
rast celic kot tudi podporo za nadaljno proliferacijo in diferenciacijo celic. To je
kljuénega pomena za uporabo teh celic v celi¢ni terapiji in pri transplatacijah. Pri tem je
pomembno zagotoviti ustrezne pogoje gojenja celic na MN v gojilni suspenziji, kot je
prikazano v shemi. Taksen sistem gojenja nam omogoca zazeljeno kvantiteto celic za

uporabo v klini¢ne namene.
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