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Ji sl/en
Al Clovesko mas¢obno tkivo je odli¢en vir mezenhimskih mati¢nih celic (MSC), Ki jih

v nalogi skrajSano imenujemo ASC (ang. Adipose Stem Cells). Zaradi svojih
regenerativnih lastnosti imajo ASC Stevilne moznosti za uporabo v kliniki za zdravljenje
bolezni in regeneracijo tkiv. Za uspesno zdravljenje je treba zagotoviti ustrezno kvaliteto
ASC. Cilj naSe raziskave je bil razvoj hitre in enostavne metode za opredelitev kvalitete
ASC, in sicer glede na oceno dovzetnosti celic na sprozeno senescenco. Preizkusili Smo
dva sprozitelja senescence, in sicer citostatik mitoksantron in inhibitor histonskih
deacetilaz trihostatin A (TSA). Primerjali smo dovzetnost ASC za sprozenje senescence in
vpliv na preostalo proliferacijsko sposobnost ASC treh razli¢nih izvorov glede na
anatomsko lokacijo mascobnih blazinic na telesu. Ugotovili smo, da sprozena senescenca
sovpada s spontano senescenco Vv celicah in da so ASC, izolirane iz mas¢obnega tkiva
trebuha, bolj odporne na mitoksantron in TSA, kot ASC, izolirane iz mas¢obnega tkiva
bokov in stegen. Sklepamo, da ASC, izolirane iz mas¢obnega tkiva trebuha, predstavljajo
kvalitetnejSe celi¢ne linije z vecjo sposobnostjo proliferacije in so zato bolj primerne za
klini¢no uporabo v naprednem celi¢nem zdravljenju oziroma v regeneracijski medicini.
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1 UVvOD

V danaSnjem casu obstaja izrazita klini¢na potreba po zdravljenju s celicami, Se posebej za
regeneracijo tkiv po poskodbah ali odmrtju, ki so posledica razliénih bolezni. Cloveske
odrasle ali somatske mati¢ne celice veliko obetajo, saj izkazujejo velik potencial za
uporabo pri regeneraciji razlicnih vrst tkiv. Trenutni znanstveni interes je usmerjen
predvsem v $tudij biologije in klini¢ne uporabnosti mezehnimskih mati¢nih celic (MSC).
Mascobno tkivo je dober vir mezenhimskih mati¢nih celic adipoznega tkiva ASC, (ang.
Adipose Stem Cells). Pomembna bioloska znacilnost ASC za uporabo v kliniki je njihovo
usmerjeno gibanje na mesto poskodbe, izloCanje obnovitvenih rastnih dejavnikov,
sposobnost diferenciacije v vec razli¢nih vrst celic in zaviranje aktivacije imunskih celic
(Kokai in sod., 2014). Mezenhimske mati¢ne celice, izolirane iz mascevja, imajo podobne
lastnosti kot mezenhimske mati¢ne celice iz kostnega mozga (BM-MSC), prednost pa je
preprostejSe pridobivanje ASC z manj rizi¢nimi kirurSkimi postopki (Yarak in Okamoto,
2010). Mascobno tkivo velja tudi za bogat vir mati¢nih celic, saj ga je na voljo razmeroma
veliko (Makridakis in sod., 2013). Zaradi tega so ASC zelo uporabne za celi¢no
zdravljenje. Pri tem je pomembno poznati metodo za hitro, natan¢no in predvsem

ucinkovito dolocanje kvalitete ASC za nadaljnjo uporabo v klini¢nih celi¢nih terapijah.

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

MSC so multipotentne mati¢ne celice, ki se nahajajo v razli¢nih tkivih odraslega ¢loveka,
tj. v mascobnem tkivu, popkovni¢ni krvi, mozganih, jetrih, pljucih, prizeljcu, vranici in
placenti. Tezavnost njihove izolacije se razlikuje glede na vir tkiva, za mas¢obno tkivo pa
velja, da je ASC mo¢€ izolirati na razmeroma enostaven nacin. Zaradi njihove sposobnosti
regeneracije poSkodovanega tkiva, protivnetnega in imunomodulacijskega delovanja,
enostavne genske modifikacije in uporabe pri alogenskih transplantacijah so MSC
potencialno uporabne za zdravljenje razli€nih bolezni. Razumljivo je, da je za to zelo
pomembno zagotoviti MSC ustrezne kvalitete, saj bo le na ta nacin cilj terapije doseZen in
zdravljenje uspeSno. Lastnosti, ki jih morajo imeti MSC, so: i) izrazanje znacilnih
povrsinskih oznacevalcev, i1) sposobnost diferenciacije v celice mezodermalnega

zarodnega sloja in iii) sposobnost samoobnove. V in vitro razmerah imajo namre¢ MSC
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tako kot druge normalne somatske celice omejeno Zivljenjsko dobo, kar pomeni, da
delitvena sposobnost celic ugasne po dolo¢enem $tevilu celi¢nih delitev in celice preidejo v
stanje senescence. Eden izmed pokazateljev kvalitete MSC je njihova sposobnost
proliferacije in samoobnove. Zato se pojavlja izrazita potreba po hitri in enostavni metodi
za dolocanje kvalitete MSC.

1.2 CILI MAGISTRSKEGA DELA

Nas prvi cilj je razvoj hitre in enostavne metode za opredelitev kvalitete MSC, izoliranih iz
mascobnega tkiva, in sicer glede na oceno dovzetnosti ASC na inducirano senescenco.
Drugi cilj je dolo¢anje morebitnih razlik v odzivu ASC na indukcijo senescence glede na
anatomsko lokacijo maséevja oziroma izvora celic. V magistrskem delu bomo preizkusili
dva sprozitelja senescence: citostatik mitoksantron in inhibitor histonskih deacetilaz
trihostatin A (TSA). Cilj dela je dolociti njuno sposobnost sproZenja senescence in vpliv na

stopnjo proliferacije ASC.

1.3 DELOVNI HIPOTEZI

H1: Mitoksantron in TSA znizujeta proliferacijsko sposobnost ASC in povzrocita

senescenco, ki sovpada s spontano senescenco.

H2: Med linijami ASC razlicnega anatomskega izvora obstajajo razlike v preostali
proliferacijski sposobnosti ASC po sprozeni senescenci ter v dovzetnosti ali odpornosti na

sproieno Senescenco.

Ob potrditvi obeh hipotez lahko sklepamo na ve¢jo ali manjSo uporabnost ASC v Kliniki,
in sicer glede na njihov izvor ter priporo¢amo individualiziran odvzem za namene celi¢nih

terapij.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MATICNE CELICE

2.1.1 SploSne znacilnosti mati¢nih celic

Mati¢ne celice so nespecializirane celice zarodka ali odraslega ¢loveka, ki imajo dve
klju¢éni lastnosti. Prva je velika sposobnost samoobnavljanja, druga pa zmoznost
diferenciacije v eno ali ve¢ razli¢nih fenotipskih vrst celi¢nih linij, kar vodi v nastanek

funkcionalnih celic v odraslih tkivih (Choumerianou in sod., 2008; Rozman in Jez, 2010).

Po izvoru lo¢imo tri vrste mati¢nih celic: embrionalne, odrasle in inducirane pluripotentne
mati¢ne celice. Embrionalne mati¢ne celice (ang. Embrional Stem Cells, ESCs) pri ljudeh
izoliramo iz notranje celi¢ne mase zarodkov, ki so stari od 5 do 8 dni in so na razvojni
stopnji blastociste. Take ESCs imajo pluripotenten diferenciacijski potencial (Cahan in
Daley, 2013). Odrasle mati¢ne celice najdemo v majhnih koli¢inah v veéini tkiv odraslega
¢loveka. Med drugim so to hematopoetske mati¢ne celice (ang. Hematopoietic Stem Cells,
HSCs), endotelijske progenitorske (predniske) celice, mezenhimske mati¢ne celice (ang.
Mesenchymal Stem Cells, MSCs), zivéne mati¢ne celice, mati¢ne celice iz kostnega
mozga, placente in popkovni¢ne krvi. Za odrasle mati¢ne celice velja, da imajo omejeno
proliferativno kapaciteto (Mazzoccoli in sod., 2014). Yamanaka s sodelavci (Takahashi in
Yamanaka, 2006) so identificirali okoljske pogoje, ki omogocajo, da se misje ali humane
odrasle celice reprogramirajo in vitro v celice, ki so podobne pluripotentnim embrionalnim
mati¢nim celicam. Tako so pridobili inducirane pluripotentne mati¢ne celice (ang. Induced
Pluripotent Stem Cells, iPSCs). To so dosegli z vsiljenim izrazanjem klju¢nih specifi¢nih
genov za pluripotenco (OCT-3/4, SOX2, c-MYC in KLF4) (Takahashi in Yamanaka,
2006).
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Mati¢ne celice imajo neverjetne sposobnosti razvoja v Stevilne razlicne celi¢ne tipe v
Cloveskem telesu. Glede na diferenciacijski potencial mati¢ne celice klasificiramo v Stiri

kategorije (YYarak in Okamoto, 2010; Choumerianou in sod., 2008):

Preglednica 1: Klasifikacija mati¢nih celic glede na njihov diferenciacijski potencial (Yarak in Okamoto,
2010; Choumerianou in sod., 2008)

TIP MATICNE CELICE OPIS PRIMER

Totipotentne Vsaka celica se je sposobna Celice iz zgodnjih embrijev
diferencirati v celico katerega koli  (stari 1-3 dni). V naravi so to
tkiva, ki tvori ¢lovesko telo, samo zigota in blastomere, Ki
vkljucno s placento in nastanejo v zgodnjih celi¢nih
embrionalnimi membranami delitvah zarodka do stadija
(ekstraembrionalno tkivo). morule (RoZzman in Jez, 2010).

Pluripotentne Celica, sposobna tvoriti vse Nekatere celice, Ki so prisotne
telesne celice, vkljuc¢no z v notranji celi¢ni masi
germinalnimi zarodnimi celicami.  blastociste (stare 5-14 dni).
Sposobna se je diferencirati v Sem spadajo embrionalne
celice vseh treh embrionalnih maticne celice.

plasti (endoderm, ektoderm in
mezoderm) (Rozman in Jez,
2010). Celice lahko tvorijo ve¢ kot
200 razli¢nih celi¢nih tipov.

Multipotentne Celice, ki se lahko diferencirajov ~ Vecina tkivno specifi¢nih
razli¢ne celicne linije iz maticnih celic iz odraslih tkiv.
posamezne embrionalne plasti. Zarodna tkiva, popkovniéna in

periferna kri, kostni mozeg,
mas¢obno tkivo. Primer:
hematopoetske matiéne celice.
Unipotentne Celice se lahko diferencirajo v Progenitorske epitelne mati¢ne

zgolj en tip celic znotraj celice.

posamezne embrionalne plasti.

Imenujemo jih tudi celice prednice

(progenitorji).

Mati¢na celica se samoobnavlja z nesimetri¢no delitvijo, pri ¢emer nastaneta ena njej
enaka (identicna kopija mati¢ne celice) in druga, bolj diferencirana hcerinska celica.
Samoobnavljanje torej omogoca vzdrZevanje populacije maticnih celic v konstantnem
Stevilu (Rozman in Jez, 2010). Pri nesimetri¢ni delitvi pred nastankom bolj diferencirane
potomke najprej nastane celica prednica specializiranih tkivnih celic in Sele nato iz nje
popolnoma funkcionalna celica. Mati¢ne celice sluzijo kot regenerativni sistem Vv tKivih,
saj se lahko »neomejeno« delijo in nato specializirajo ter na ta nacin nadomestijo druge

posSkodovane ali okvarjene celice v razli¢nih tkivih in organih (Bongso in Lee, 2005).
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Pomembna lastnost mati¢nih celic je plasticnost. To je sposobnost mati¢nih celic, da
razsirijo svoj diferenciacijski potencial ter tako tvorijo tudi celice tkiva druga¢nega od
tkiva iz katerega izhajajo (Yarak in Okamoto, 2010). Ta celi¢ni fenotip je lahko celo
drugac¢nega germinalnega izvora, kar pomeni, da je celica sposobna preskoditi iz ene
somatske linije v drugo (npr. iz mezoderma v endoderm) (Rozman in sod., 2007; Horwitz,
2003). Med procese plasticnosti mati¢nih celic sodijo transdiferenciacija (pretvorba
diferencirane celice dolo¢ene celi¢ne linije v diferencirano celico druge celi¢ne linije),
dediferenciacija (pretvorba odrasle celice v manj diferencirano matic¢ni podobno celico) in
rediferenciacija (pretvorba dediferencirane celice v odraslo celice iste ali druge celi¢ne
linije) (Estrov, 2009).

Zaradi teh znacilnosti so mati¢ne celice idealne za uporabo v regenerativni medicini, za
tkivno inzenirstvo ter celicne transplantacije. Pravilo, ki pri tem velja, se glasi: bolj
sorodno kot je izvorno tkivo mati¢nih celic tkivu, ki ga zdravimo, bolj ucinkovita je
diferenciacija maticnih celic v tar¢no tkivo (Centeno, 2014). Na tej osnovi se razvijajo
zdravljenja dolocenih degenerativnih, presnovnih, prirojenih in rakastih bolezni ter

mehanskih poskodb tkiv in organov (Rozman in sod., 2007).

2.1.2 Mezenhimske mati¢ne celice

MSC ali multipotentne odrasle celice so bile prvi¢ izolirane iz kostnega mozga pred skoraj
40 leti. Friedenstein je s sodelavci (1968) ugotovil, da so MSC v kostnem mozgu
komponenta populacije stromalnih celic, ki podpirajo obstoj in diferenciacijo
hematopoetskih mati¢nih celic. Danes pa je znano, da se MSC v majhnem $tevilu nahajajo
v skoraj vseh odraslih tkivih, med drugim v mascobnem tkivu, popkovni¢ni krvi,
mozganih, jetrih, pljucih, timusu, vranici in placenti (Kang in sod., 2010; Najimi in sod.,
2007; Lama in sod., 2007; Wang in sod., 2004; Zuk in sod., 2002). V tkivih imajo aktivno

vlogo pri ohranjanju tkivne homeostaze.

Z namenom, da bi definirali znacilnosti MSC neodvisno od tipa tkiva in razmer gojenja,

kar bi omogocilo primerjavo rezultatov med raziskovalnimi skupinami, je Mednarodno
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zdruzenje za celi¢no zdravljenje (ang. International society for cellular therapy, ISCT)
predlagalo seznam minimalnih kriterijev za definicijo MSC (Dominici in sod., 2006):

e celice so adherentne in se pritrde na plasticno podlago pri standardnih razmerah
gojenja;

e celice izrazajo oznacevalce CD105, CD73 in CD90 (>95% pozitivno) in ne izrazajo
CDA45, CD34, CD14 ali CDI11b, CD79a ali CDI19 ter povrSinskih oznacevalcev
HLA-DR (<2% pozitivno);

e celice so se v razmerah in vitro sposobne diferencirati v adipogene (tvorijo

mascevje), hondrogene (tvorijo hrustanec) in osteogene (tvorijo kost) celice.

Glede na dejstvo, da je mozno MSC izolirati iz vrste odraslih tkiv in jih diferencirati v
razna tkiva (Stewart M. in Stewart A., 2011), se Studije MSC osredotoc¢ajo na kontrolo
njihovega diferenciacijskega potenciala. MSC so sposobne diferenciacije v tkiva, ki
vsebujejo celice iz vseh treh zarodnih plasti, vkljuéno z adipociti, osteociti, miociti
(mezoderm), hepatociti (endoderm) in zivénimi celicami ali nevroni (ektoderm) (Najimi in

sod., 2007; Furno in sod., 2013; Li in lkehara, 2013).

Poleg izjemnih diferenciacijskih lastnosti MSC izlocajo tudi Stevilne bioaktivne molekule,
ki delujejo imunomodulacijsko, antiapoptotsko, antifibrotsko, angiogeno in mitotsko
(Motaln in sod., 2012; West in sod., 2014). Posledi¢cno MSC izjemno veliko obetajo pri
vrstah zdravljenja razliénih obolenj, kot so kardiovaskularne, nevrodegenerativne in
avtoimunske bolezni. Tri glavne znacilnosti MSC so tako povezane prav z njihovimi
terapevtskimi ucinki: (a) nadomescanje poSkodovanega tkiva s pomocjo multipotentne
diferenciacije, (b) imunomodulacijski in protivnetni ucinki ter (c) izloanje molekul, ki
sprozijo ali pomagajo pri procesu obnove poskodovanega tkiva (t.i. parakrina aktivnost).
Prav tako imajo izjemno lastnost pomnoZevanja v kulturi in vitro, s ¢imer lahko
zagotovimo zadostno Stevilo MSC za klinicno uporabo. Poleg tega so MSC nizko
imunogene, kar lahko najverjetneje pripiSemo odsotnosti izrazanja povrSinskega
oznacevalca HLA-DR in zmanjSanemu izraZzanju povrSinskega oznacevalca HLA-I.
Posledica tega je, da ni potrebe po HLA ujemanju, kar Se povecuje njithovo uporabnost pri

transplantacijah (povzeto po Lavoie in Rosu-Myles, 2013).

6
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2.2  MEZENHIMSKE MATICNE CELICE 1Z MASCEVJA (ASC)

2.2.1 Mascobno tkivo

Mascobno tkivo oziroma maséevje koli¢insko prevladuje med tkivi v ¢loveskem telesu. V
sploSnem ga najdemo v podkoZnem rahlem vezivnem tkivu, obdaja pa tudi notranje
organe. Odrasle mascobne celice (adipociti) predstavljajo veéino celic v mas¢obnem tkivu.
Poleg teh mascevje vsebuje tudi nekatere druge vrste celic, vkljuéno s stromalno-
vaskularnimi celicami kot so fibroblasti, gladko-misi¢ne celice, periciti, endotelijske
celice, monociti, limfociti, adipogene predniske (progenitorske) celice in mezenhimske
mati¢ne celice (ASC) (Niemeld in sod., 2008).

Pri sesalcih mascobno tkivo tipi¢no razdelimo po morfoloskem videzu na belo mascobno
tkivo (BMT) in rjavo mascobno tkivo (RMT). BMT je primarno tkivo za shranjevanje
energije, ki ga povegini sestavljajo adipociti, ki vsebujejo unilokularno® mas¢obno kapljico
in jedro na obrobju celice. BMT energijo skladis¢i v obliki trigliceridov (estri mas¢obnih
kislin in glicerola), nahaja pa se visceralno (v trebusni votlini) in subkutano (pod koZzo)
(Sanchez-Gurmanches in Guertin, 2013). Poleg shranjevanja energije je pomembna tudi
endokrina funkcija BMT, saj izlo¢a hormone in citokine (na primer leptin in adiponektin),
Ki uravnavajo prehranjevanje, metabolizem in imunski odgovor (Cristancho in sod., 2011).
BMT je mas¢obno tkivo, ki vsebuje ASC in jih lahko iz njega izoliramo. Celice RMT na
drugi strani porabljajo skladiS€eno energijo in v primeru padca temperature telesa pod
vrednostjo, ki je uravnavana v hipotalamusu, generirajo toploto v procesu t.i.

prilagoditvene termogeneze (Sanchez-Gurmanches in Guertin, 2013).

Mascevje je mezodermalnega izvora in je pomemben vir odraslih mati¢nih celic. ASC
imajo podobne lastnosti kot MSC, ki so izolirane iz kostnega mozga. Njihova prednost za
uporabo v kliniki pa je dosti bolj preprosta izolacija ASC z manj rizi€nimi kirur§kimi

postopki (Yarak in Okamoto, 2010). Mascobno tkivo je tudi lahko dostopno in ga je za

! Unilokularno pomeni, da se ma3¢obna kapljica nahaja v enem samem in obenem edinem takem predelu
celice.
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namene izolacije ASC ponavadi dovolj pri vseh posameznikih z zdravo telesno tezo (West
in sod., 2014).

2.2.2 SploSne znacilnosti ASC

Za fenotip ASC velja, da izraZajo naslednje oznaCevalce mezenhimskih mati¢nih celic
(CD90+, CD73+, CD105+, CD44+, CD45-, CD31-). Po izrazanju oznacevalcev CD36+ in
CD106- se razlikujejo od MSC, izoliranih iz kostnega mozga (Bourin in sod., 2013) (Pregl.
2).

Preglednica 2: Molekularni fenotip ASC (povzeto po Cheng in sod., 2011 ter Han-Tsung in Chien-Tzung,
2014)

Prisotnost (+) oznacevalca in genov pri Odsotnost (-) oznacevalca in genov pri
ASC ASC
CD13 CD31
CD29 CD34
CD36 CD45
CD44 CD106
CD49 CD117
CD73 CD133
CD90 HLA-DR
CD105 STRO-1
CD166 Lin
Fibronektin HLA 11
aSMA

Vimentin

Kolagen-I

aSMA = specifi¢ni alfa aktin za gladke miSicne celice; HLA = ¢loveski levkocitni antigen.

ASC ohranjajo znacilnosti mati¢nih celic tudi v dalj Casa trajajoCi rasti v kulturi in vitro
(Rodriguez in sod., 2004). In vitro so ASC po prenosu v rastno gojis¢e morfolosko
podobne mezenhimskim mati¢nim celicam, ki so pridobljene iz kostnega mozga ali drugih
tkiv. V primerjavi z MSC iz kostnega mozga je izolacija ASC lazja. ASC lahko gojimo
dlje ¢asa, preden se po dolocenem Stevilu celi¢nih delitev proliferacijske sposobnosti celic

spremenijo in ASC preidejo v senescenco (Lavoie in Rosu-Myles, 2013).
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2.2.3 lzolacija in diferenciacija ASC

Mascobno tkivo je sestavljeno iz razli¢nih celi¢nih populacij. Z uporabo standardne
metode razgrajevanja mascobnega tkiva s kolagenazo tipa I, cemur sledi centrifugiranje
celi¢ne suspenzije, pridobimo oborino, ki jo imenujemo stromalna vaskularna frakcija
(SVF). Pri raziskavah mati¢nih celic iz mascevja tej frakciji pripisujejo velik pomen, kajti
prav ta predel poleg krvnih celic, fibroblastov, pericitov in endotelijskih celic vsebuje tudi
multipotentne MSC (Cheng in sod., 2011).

ASC je mozno izolirati iz katere koli vrste BMT. Liposukcija velja za varen in v veliki
meri sprejemljiv poseg za izolacijo ASC. Ceprav je lipoaspirat? izpostavljen dolocenim
mehanskim silam med aspiracijo, raziskave kazejo, da ostane 98-100 % celic v lipoaspiratu
viabilnih. Postopek izolacije ASC iz lipoaspirata se pri¢ne z obilnim spiranjem lipoaspirata
in lizo rdecih celic (Sl. 1). Plavajo¢e oziroma lebde¢e mascobno tkivo nato izpostavimo
kolagenazi, ki razgradi izvenceli¢ni matriks. Tako dobljeno suspenzijo celic nato filtriramo
in centrifugiramo. Tako pridobimo SVF, ki vsebuje meSano populacijo stromalnih celic
(endotelijske celice, celice gladkih micic, pericite, fibroblaste, levkocite, hematopoetske
matiéne celice), med katerimi so tudi ASC. Stevilni avtorji za poskuse uporabljajo celotno
neocisceno stromalno vaskularno frakcijo na podlagi dejstva, da so ASC adherentne celice
in se zato prilepijo na plasticno podlago ter posledi¢no same izlo¢ijo iz SVF med in vitro
gojenjem. Kljub temu so danes na voljo Stevilne tehnike precis¢evanja SVF in selekcije

ASC, ki jih raziskovalci s pridom izkoris¢ajo (Locke in sod., 2009).

? Lipoaspirat ali liposukcijski aspirat. Z aspiracijo oziroma izsesavanjem pridobljeno tkivo.
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Slika 1: Shema izolacije in diferenciacije ASC za uporabo v Kkliniki (povzeto po Locke in sod., 2009: 237)

Kirurski izrez je metoda pridobivanja masfobnega tkiva, ki se pogosto uporablja pri
raziskavah ASC. Vzorce podkoznega maScobnega tkiva kirurg pridobi tekom operacije. Za
izolacijo ASC se kos¢kom mascobnega tkiva (mehansko) izreze fibrozno tkivo in krvne
zile. Pridobljene kosC¢ke masCobnega tkiva se nato zmelje na kosc¢ke premera 1-4 mm.
Temu sledi razgrajevanje z encimom kolagenazo in spiranje v slani fosfatni puferski
raztopini (ang. Phospate Buffer Saline, PBS) (Schreml in sod., 2009). Z dodatkom seruma
govejega zarodka (ang. Fetal Bovine Serum, FBS) se inaktivira delovanje kolagenaze,
¢emur sledi centrifugiranje. Oborino celic se nato spere s pufrom za odstranjevanje
eritrocitov in celice ponovno centrifugira. Tako pridobimo celi¢ni izolat ASC, ki ga

nasadimo v gojilne posode (Mahmoudifar in Doran, 2010).

Razvijajo pa se tudi vedno nove metode izolacije ASC. Eno takih je opisal Ghorbani s
sodelavci (2014), ki je razvil ne-encimatsko metodo izolacije ASC, ker so slabosti
konvencionalne encimatske metode visoki stroski, zamudnost in izolacija heterogenega
SVF. Encimsko oziroma proteolizno razgrajevanje izvenceliénega matriksa naj bi namre¢
povzrocalo poskodbe celic in negativno vplivalo na njihovo proliferacijo ter diferenciacijo.
Z ne-encimatsko metodo izolacije ASC se majhne kosc¢ke mascobnega tkiva, pridobljenih z
liposukcijo, prenese v gojilne posode, kjer se jim doda FBS ter se jih inkubira preko noci.
V gojilno posodo se nato doda gojis¢e DMEM (Dulbeccovo modificirano gojisée) s FBS. Po

nekaj dnevih fibroblastom podobne celice migrirajo iz preostalega tkiva in se pri¢no hitro

10
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deliti. Preden postanejo konfluentne, jih je treba presaditi. Po treh pasazah je mozno
opraviti imunofenotipizacijo ter testirati njihov diferenciacijski potencial. Tudi ASC,
izolirane z ne-encimatsko metodo, so pluripotentne ter zmozne diferenciacije v adipocite in
osteoblaste. Prednost te metode je velik izkoristek, homogenost izoliranih celic, hitrost

postopka in nizki stroski (Ghorbani in sod., 2014).

In vitro so se ASC zmozne diferencirati v zelo razli¢ne vrste celic. Znano je, da se
diferencirajo v celice mezenhimskega izvora, kot so adipociti, hondrociti, osteociti in
celice skeletnih miSic. Predhodne $tudije optimizacije rastnih gojis¢, ki jih uporabljamo za
gojenje ASC, so pokazale, da ve&ina uspesnih gojis¢ vsebuje visoke koncentracije Ca®*
ionov, ki vzpodbudijo ali pove€ajo diferenciacijo ASC. Poleg zgoraj naStetega se lahko
ASC diferencirajo tudi v endotelijske celice in makrofage (Yarak in Okamoto, 2010) ter v
celice, ki ne izhajajo iz mezodermalne linije, temve¢ iz ostalih dveh zarodnih slojev, tj.
endodermalnega in ektodermalnega (hepatociti, endokrine celice trebusne slinavke, zivéne
celice, kardiomiociti in vaskularne endotelijske celice) (Zuk in sod., 2002; Kim in sod.,
2009; Cao in sod., 2005; Gomillion in Burg, 2006; Seo in sod., 2005). Temu dogodku
re¢emo tudi navzkrizna diferenciacija (ang. cross-differentiation) (Ning in sod., 2006). V
Kliniki so zato ASC uporabne za $tevilna regenerativna zdravljenja (Yarak in Okamoto,
2010; Kolosa in sod., 2015).
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2.2.4 Uporaba ASC v regenerativni medicini

V kliniki narasca potreba po razvoju celi¢nih terapij za zdravljenje in regeneracijo tkiv po
poskodbi ali odmrtju kot posledica razli¢nih bolezni ali poskodb. Zaradi svojih lastnosti
imajo ASC Stevilne moznosti za uporabo pri regenerativnih zdravljenjih mehanskih
poskodb, v bolezenskih stanjih kot so nevrodegenerativne bolezni, npr. Parkinsonova in
Alzheimerjeva bolezen, pri poSkodbah hrbtenjace, boleznih srca in pri revmatoidnem
artritisu. Prav tako so zelo uporabne za nadomescanje izgubljenega tkiva kot posledice
poskodb ali odstranitve tumorja (Kokai in sod., 2014; Motaln in sod., 2010, TajnSek in
sod., 2013).

Sekretom ASC obsega Stevilne rastne dejavnike, citokine, molekule izvenceli¢nega
matriksa in proteaze ter hormone (Motaln in Lah Turnsek, 2015; Motaln in sod., 2012).
Mnogi izmed proteinov, ki jih izlo¢ajo ASC, imajo sposobnost regeneracije tkiva. Primeri
so vaskularni endotelijski rastni dejavnik (VEGF), hepatocitni rastni dejavnik (HGF) in
transformacijski rastni dejavnik B (TGF-p), ki spodbujajo angiogenezo in celjenje ran ter
tako morebiti pripomorejo k rasti ali razvoju novega tkiva. Citokina prostaglandin E2
(PGE2) in interlevkin 10 (IL-10) zavirata imunski odziv, zmanj$ujeta vnetje in posledi¢no
nastanek granuliranega tkiva (Kapur in Katz, 2013; Salgado in sod., 2010; Hampel in sod.,
2013; De Vasconcellos Machado in sod., 2013). Pomembna znacilnost ASC je tudi njihova
sposobnost migracije na mesto poSkodbe (Stienstra in sod., 2011; Barry in Murphy, 2004).
Natancen mehanizem, ki nadzoruje ter usmerja proces migracije ASC in kolonizacije
poskodovanega tkiva, Se ni v celoti raziskan. Znano je, da imajo ASC povrSinske
receptorje za rastne dejavnike, kot je epidermalni rastni dejavnik (EGF), ki ga izloca
posSkodovano tkivo ter deluje kot kemoatraktant (Baer in sod., 2009). Zaradi teh znacilnosti
so ASC zelo uporabne za zdravljenje, zato je pomembno, da bi lahko hitro, natan¢no in

uc¢inkovito dolocili njihovo kvaliteto za nadaljnjo uporabo.
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2.3 SENESCENCA CELIC

Senescenca je stanje, v katerem se celice ne delijo ve¢ oziroma ne proliferirajo, ostanejo pa
metabolno aktivne in pri¢nejo izrazati drugaCen fenotip. Proces senescence se deli na 1)

replikativno (tj. spontano) senescenco in ii) s stresom sprozeno prezgodnjo senescenco.

i) Pred dobrimi petdesetimi leti je Leonhard Hayflick odkril, da je $tevilo celi¢nih delitev
za celice v kulturi omejeno (Hayflick in Moorhead, 1961) — po priblizno 40-ih do 60-ih
delitvah stopnja proliferacije pri¢ne upadati, vse dokler v celicah ne nastopi senescenca.
Krajsanje telomer je bil prvi predlagan mehanizem, ki naj bi bil odgovoren za replikativno
senescenco celic. Ta fenomen je prisoten v vseh somatskih celicah v kulturi, ki niso
imortalizirane (Schellenberg in sod., 2011). Hayflickovo limito tako definiramo kot Stevilo

delitev v populaciji celic do trenutka, ko se celi¢ne delitve ustavijo.

i1) S stresom sprozena prezgodnja senescenca v celicah je rezultat razlicnih mehanizmov.
Med drugim jo povzrocajo poskodbe genomske in mitohondrijske DNA, aktivirani
onkogeni, nukleolarna disfunkcija, spremembe pri prevajanju RNA, epigenetske
spremembe, nepravilnosti v avtofagiji in spremembe v izrazanju miRNA (Beltrami in sod.,

2011).

Pojav replikativne senescence pogosto povezujejo s kopicenjem Stevilnih celi¢nih okvar.
Pomemben sprozitelj replikativne senescence je progresivno krajSanje telomer ali
spremenjenih telomernih struktur (Schellenberg in sod., 2011). Telomere so sestavljene iz
tandemskih ponovitev zaporedij TAG, ki so povezane s proteinskim kompleksom
Selterinom 0z. telosomom (Blasco, 2007). Poleg telomer se nahajajo subtelomerne regije,
ki so prav tako bogate s ponavljajo¢imi se zaporedji DNA. Za telomere sesalcev je
znacilna prisotnost nukleosomov s histonskimi modifikacijami na heterokromatinskih
domenah. Poleg tega je subtelomerna DNA visoko metilirana. Prav te modifikacije
kromatina onemogocajo pravilno delovanje DNA polimeraze in rekombinacijov telomer,
kar vodi v krajSanje telomer (Bennetti in sod., 2007). Ko telomere ne zmorejo vec
opravljati svoje funkcije, tj. zas¢ita koncev kromatid na kromosomih, to izzove

popravljalne mehanizme za poskodbe DNA. Posledi¢no celica zazna dvoverizne prelome
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DNA, zaustavi napredovanje celicnega cikla in jih (v primeru, da je to mogoce) popravi.
Kadar celica poskodb DNA ne zmore popraviti, celice preide v apoptozo ali senescenco.
Dejavniki, ki dolo¢ajo razlien izid, ostajajo v veliki meri nepojasnjeni, znani pomembni
dejavniki pa so vrsta celice, intenzivnost, trajanje ter narava poskodbe. V primeru
skrajSsanih telomer celica ostane v G1 fazi, se preneha podvojevati in nato preide v
senescentno stanje (Deng in sod., 2008; Martinez in sod., 2009; d'Adda di Fagagna in sod.,
2003; Takai in sod., 2003; Herbig in sod., 2004).

2.3.1 Znacilnosti senescentnih celic

Procesi, ki definirajo senescentne celice, so trajna prekinitev podvojevanja, odpornost na
apoptozo, spremenjen vzorec izraZzanje genov in izraZanje oznacevalcev, ki so znacilni
(vendar ne izklju¢no) za celice v senescentnem stanju (Sharpless in Dephino, 2007;
Lawless in sod., 2010). Glavna znacilnost senescentnih celic je nesposobnost nadaljevanja

celi¢nega cikla (Beltrami in sod., 2011).

V fazi, ko se senescentne celice prenehajo podvojevati, vsebujejo DNA v obliki, ki je
znacilna za fazo Gy, pri Cemer so celice Se vedno metabolno aktivne (Di Leonardo in sod.,
1994; Herbig in sod., 2004). V nasprotju s kviescenco® je vzrok za zaustavitev
podvojevanja pri senescentnih celicah prisotnost inhibitorjev celicnega cikla ter dejstvo, da

je ta zaustavitev trajna, tj. ireverzibilna (Itahana in sod., 2004).

Za senescentne celice je znalilna tudi spremenjena morfologija. Senescentne celice ne
tvorijo goste kulture, so povecane, imajo splos¢en videz in pogosto jedro nepravilne oblike
ter zrnato citoplazmo. Vecja velikost celice sovpada s poveCanjem velikosti jedra. V
citoplazmi se nahajajo S$tevilne vakuole, poveCano je Stevilo citoplazemskih

mikrofilamentov, prisotni so veliki lizosomi in izrazit Golgijev aparat (Zhao in sod., 2010).

3 Kviescenca je stanje celic v celi¢nem ciklu, v katerem so le-te neaktivne in poivajo. V tem obdobju, ki ga
imenujemo tudi G, faza celi¢nega cikla, se celice ne delijo, niti se ne pripravljajo na delitev. Za razliko od
senescence je kviescenca reverzibilna. Celice, ki so v stanju replikativne oziroma spontane senescence, so
kviescentne.
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Za dolocanje senescentnih celic lahko uporabimo Stevilne oznacevalce, ceprav noben ni
izkljucno znacilen le za senescentno stanje celic. Prvi odkriti oznacevalec za senescenco je
bilo poveCano izrazanje s senescenco povezane [-galaktozidaze (SA-B-gal). Povisana
aktivnost tega encima je posledica povecanega lizosomskega predelka, ki se pogosto

pojavlja v celicah v senescentnem stanju (Dimri in sod., 1995).

Apoptoza predstavlja tako odziv na celi¢ni stres kot tudi pomemben tumor-supresorski
mehanizem, s pomocjo katerega lahko organizem hitro odstrani poskodovane celice.
Stevilne vrste celic v senescenci pridobijo sposobnost odpornosti na apoptotske signale,
kar upravicuje njihovo veliko stabilnost v kulturi ter akumulacijo med staranjem kulture in
organizma (Chen in sod., 2000; Hampel in sod., 2004). Mehanizmi, ki omogocajo
odpornost senescentnih celic na apoptozo, so zal slabo poznani (Campisi, 2007; d'Adda di
Fagagna in sod., 2007). Vrsta celic, narava in razpon poSkodb ali stresa so dejavniki, ki bi
lahko bili vpleteni v uravnjavanje senescence na eni ali apoptoze na drugi strani. Z
manipulacijo pro- ali anti-apoptotskih signalov je mozno spodbuditi celice, ki tezijo k
apoptozi, da vstopijo v senescenco in obratno (Seluanov in sod., 2001; Rebba in sod.,
2003). Dejstvo je, da signalne poti senescence in apoptoze vsebujejo skupen regulacijski
protein, tj. tumor-supresorski protein p53. Slednji lahko v razli¢nih celicah ali v razli¢nih
razmerah prednostno aktivira gene, ki zaustavijo proliferacijo in vodijo v senescenco ali

gene, ki spodbujajo apoptozo (Jackson in Pereira-Smith, 2006).

Za senescentne celice so znacilne spremembe v izraZzanju nekaterih molekul mikroRNA, ki
jih imenujemo s senescenco povezane MiRNA (SA-miRNA). Te med drugim uravnavajo
prepisovanje genov, ki so vklju¢eni pri procesih prezivetja in apoptoze (Lafferty-Whyte in
sod., 2009). Specificno lahko molekule SA-miRNA utiSajo tudi signalne poti apoptoze z
regulacijo proteina BRE, ki se veze in inhibira FAS- ter TNFa-receptorje (Gu in sod.,
1998; Li in sod., 2004), kot tudi proteina c-FLIP, ki inhibira adaptorski protein FADD
(Irmler in sod., 1997).

Molekularne oznacevalce, ki so znalilni za celice v senescenci, predstavljajo geni
celi¢nega cikla kot tudi geni za razli¢ne sekrecijske proteine (Gonos in sod., 1998; Shelton

in sod., 1999; Semov in sod., 2002; Pascal in sod., 2005). Senescentne celice imajo
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povedano izrazanje inhibitorjev od ciklina odvisnih kinaz (CDKIs) p21VA™!, p16™"4A
(Rogan in sod., 1995) in/ali p27*"* (Zhao in sod. 2010). Njihovo prekomerno izraZanje
povzro¢i zmanjSano proliferacijo senescentnih celic. Na te inhibitorje lahko vpliva tumor
supresorski protein p53 ter protein retinoblastoma (pRB) (Rogan in sod., 1995; Dumont in
sod., 2000). Senescentne celice imajo tudi zmanjSano izrazanje genov za proteine, ki
pospesujejo napredovanje celiénega cikla, tj. c-FOS, ciklin A, ciklin B in PCNA (Seshadri
in Campisi, 1990; Stein in sod., 1991; Pang in Chen, 1994; Narita in sod., 2003). Proteini,
ki se izlocajo, se v senescentnih celicah lahko povecano izrazajo, kot je to v primeru
encimov, ki razkrajajo izvenceli¢ni matriks, vnetnih citokinov in rastnih dejavnikov. Ti
lahko vplivajo na vedenje sosednjih celic ali celo oddaljenih celic znotraj tkiv in tako
spodbujajo kroni¢no preoblikovanje tkiva in/ali lokalna vnetja. To znacilnost senescentnih
celic imenujemo tudi s senescenco povezan sekrecijski fenotip (Shelton in sod., 1999;
Coppe in sod., 2008).

Senescentne celice izrazajo tudi citoloske oznacevalce, ki so znalilni za odgovor na
poskodbe DNA, Se posebej fosforiliran histon H2AX (y-H2AX). Druge znacilne
spremembe jedrnega kromatina so izstopajoa prisotnost s senescenco povezane
heterokromatinske skupine lokusov (SAHFs). Ti so v velikem S$tevilu prisotni na histonu
H3, ki je modificiran na lizinu 9 (K9M H3) in na njegovem vezavhem partnerju
heterokromatin proteinu 1 (HP1) (Zhao in sod., 2010). Drugi citoloski oznacevalec je
prisotnost s senescenco povezane skupine lokusov poskodovane DNA (SDFs). Kadar so
SDFs posledica disfunkcionalnih telomer, jih imenujemo tudi s telomerami inducirane
disfukcionalne skupine lokusov (TIFs) (Narita in sod., 2003; Di Micco in sod., 2008;
Herbig in sod., 2004).

Kljub vsem naStetim lastnostim senescentnih celic je pomembno poudariti, da je izmed
vseh biooznaevalcev za celice v senescenci najbolj znacilna spremenjena celi¢na
morfologija in indukcija aktivnosti s senescenco povezane [-galaktozidaze. Slednjo

obravnavamo tudi kot prelomnico v preucevanju celi¢ne senescence (Zhao in sod., 2010).
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2.3.2 Sprozitelja senescence mitoksantron in trihostatin A (TSA)

Za sprozanje stanja senescence v mezenhimskih mati¢nih celicah, izoliranih iz mascevija,
lahko uporabimo razli¢ne pristope. Zhao in sod. (2010) so senescenco v celicah sprozili
tako, da so jih izpostavili nizkim koncentracijam mitoksantrona in trihostatina A (TSA)
(Zhao in sod., 2010).

Mitoksantron (5,8-bis[2-(2-hidroksietilamino)etil-amino] antracen-1,4,9,10-tetrol) (SI. 2) je
ucinkovina iz razreda antracenedionov, ki ima protitumorsko, citostatsko in citotoksi¢no
aktivnost. Deluje tako, da se veze na dvoverizno DNA z interkalacijo ter inhibira DNA
topoizomerazo Il. S tem onemogoc¢i ligacijo DNA, kar vodi v nastanek eno- in dvoveriznih
prelomov DNA (kar dokazuje prisotnost y-H2AX). Mitoksantron povzroca zastoj cikla v
fazah G; (Kapuscinski in Darzynkiewicz, 1986) in G, (Khan in sod., 2010). V kliniki se
Uporablja za zdravljenje raka jajénikov in jeter, raka dojke, limfoma in levkemije.
Protitumorska aktivnost mitoksantrona izhaja iz oblikovanja moc¢nih kompleksov z
nukleinskimi  kislinami, sprozenja poskodb DNA, inhibicije topoizomeraze in

podvojevanja ter prepisovanja DNA (Bhattacharyya in sod., 2014).

OH O HN__~ -~ _-OH
H

Slika 2: Struktura mitoksantrona (Bhattacharyya, 2014: 2)

Trihostatin A (TSA, 7-[4-(dimetilamino)fenil]-N-hidroksi-4,6-dimetil-7-oksohepta-2,4-
dienamid) (SI. 3) je inhibitor histonskih deacetilaz (HDACI) razreda | in Il, ki v celicah
sproza senescenco preko aktivacije inhibitorjev celicnega cikla, kot je p16/INK4 (Rebbaa
in sod., 2006). TSA spreminja izraZzanje genov z inhibicijo odstranjevanja acetilnih skupin
s histonov, kar otezuje DNA molekulam zvijanje v nativno strukturo kromatina.
Posledi¢no onemogoci vezavo transkripcijskih faktorjev na DNA zaporedje v kromatinu.

Ker TSA deluje le na deacetilacijo histonov, ob njegovem delovanju za razliko od
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mitoksantrona ne pride do nastanka dvoveriznih prelomov DNA. Dandanes je o
mehanizmih epigenetskih modifikatorjev, kot je TSA, ki privedejo do zaustavitve

celi¢nega cikla, e vedno zelo malo znanega (Saini in sod., 2014).

Slika 3: Struktura trihostatina A (Hutt in sod., 2010: 17)
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 KEMIKALUE IN LABORATORIJISKA OPREMA

3.1.1 Kemikalije

Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij

OkrajSava Celo ime Proizvajalec Kataloska Stevilka

DMEM gojisce Dulbeccovo modificirano | Sigma-Aldrich, D5921
gojisce (ang. Dulbecco's ZDA
modified Eagle medium),
1x

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

Avstrija

P/S Penicilin/Streptomicin PAA Laboratories, | P11-010
100x Avstrija

FBS Serum govejega zarodka Sigma-Aldrich, F7524
(ang. Fetal bovine serum) | ZDA

Tripsin Tripsin-EDTA, 0,25 %, 1x | Gibco Invitrogen 25200-056

PBS 10x Slana fosfatna puferska PAA Laboratories, | H15-011
raztopina (ang. Phosphate | Avstrija
Buffered Saline), 10x

Tripansko modrilo Tripansko modrilo (ang. Sigma-Aldrich, T8154
Trypan Blue Solution) Nemcija

DMSO Dimetil sulfoksid, >99,9 Sigma-Aldrich, D2438
%, (ang. Dimethyl ZDA
Sulfoxide)

Glutaraldehid Glutaraldehid (ang. Sigma-Aldrich, G5882
Glutareldehyde solution) ZDA

X-gal 5-bromo-4-kloro-3-indolil- | Sigma-Aldrich, B4252
-p-galaktopiranozid ZDA

Citronska Citronska kislina/Natrijev | Sigma-Aldrich,

kislins/NO,HPOQO, fosfat ZDA

K4(Fe(CN)g) x 3H,0 Kalijev heksacianoferat(ll) | Sigma-Aldrich, 455989
trihidrat, 100 mM ZDA

K4Fe(CN)sg Kalijev Sigma-Aldrich, P8131
heksacianoferat(l11), 100 ZDA
mM

NaCl Natrijev klorid, 5 M, (ang. | Emsure, Merck | K43390104218
Sodium chloride) KgaA, Nemcija

MgCl, x 6H,0 Magnezijev klorid Sigma-Aldrich, 63068
heksahidrat, 1 M, (ang. ZDA

Magnesium chloride
hexahydrate)

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 3.

Seznam uporabljenih kemikalij

Okrajsava Celo ime Proizvajalec Katalo$ka Stevilka
dH,O Destilirana voda NIB
Barvilo Hoechst Raztopina Hoechst 33342 | Gibco, UK 62249
poly-L-Lys poli-L-Lizin (ang. poly-L- | Sigma-Aldrich, P4707
lysine), 5 mg/mL oz. 400 ZDA
pug/mL
TSA Trihostatin A (ang. Sigma-Aldrich, T1952200UL
Trichostatin A), 5 mM ZDA Lot: 070M4004
Mitoksantron Mitoksantron dihidroklorid | Sigma-Aldrich, M6545-10MG
(ang. Mitoxantrone ZDA Lot: 011M1240V
dihydrochloride)
EtOH 70 % alkohol - etanol NIB
Kolagenaza | Kolagenaza | Gibco, UK 17100-017
NH,CI Amonijev klorid (ang. Sigma-Aldrich, A9434
Ammonium chloride) ZDA
EDTA Etilendiaminotetraocetna Sigma-Aldrich, E5134-250G
kislina (ang. ZDA
Ethylenediaminetetraacetic
acid)
NaHCO; Natrijev hidrogen karbonat | Riedel-de Haen, | S5791
(ang. Sodium hydrogen ZDA
carbonate)

3.1.2 Laboratorijska oprema

Preglednica 4: Seznam uporabljene laboratorijske opreme

Laboratorijska oprema Proizvajalec

Inkubator s 5 % CO,, 37 °C

Brezprasna celi¢na komora

Centrifuga PLC-322

Centrifugirke (15 mL)

Centrifugirke (50 mL)

Digestorij

Zamrzovalnik (-20 °C)

Zamrzovalnik (-80 °C)

Svetlobni mikroskop BF-DSSS
Fluorescentni mikroskop ECLIPSE E800
Avtomatske pipete (0,5-10 pL, 10-100 pL, 20-
200 pL, 100-1000 pL, 1000-5000 pL)
Nastavki za pipete

Epruvete za zamrzovanje celic (2 mL)
Plos¢ate plastenke (25 cm®)

Gojilne posode s 96 vdolbinami

Gojilne posode s 24 vdolbinami
Objektna stekelca

Sanyo Electric, Japonska
Iskra Pio, Slovenija

Tehtnica Zelezniki, Slovenija

Corning, ZDA
Corning, ZDA
Kotterman, Nemcija
Gorenje, Slovenija

Angelantoni Scientifica, Belgija

Reichert, ZDA
Nikon, Japonska
Biohit, Finska

Costar, ZDA

Corning Incorporated, ZDA
Corning Incorporated, ZDA
Corning Incorporated, ZDA
Corning Incorporated, ZDA
Surgipath, UK

Se nadaljuje
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Hemocitometer Blau Brand, Nem¢ija

Krovna stekelca Glasswarenfabrik Karl Hecht KG, Nemcija
Stresalnik MS 3 digital IKA, ZDA

Citalec posod s 96 vdolbinami Synergy MX, BioTek, ZDA

Vodna kopel (37°C) The Precision Scientific, Indija

Vacuboy IBS Integra Bioscience, Svica

Stripete GENios, Svica

3.2 CELICNE LINIJE

3.2.1 Cloveske mezenhimske mati¢ne celice iz mascevja

Vse vzorce mascevja smo prejeli od Simed zdravstva (Zdravstveni center Simed,
Ljubljana, dr. Ale§ Leskovsek). Studijo je potrdila etiéna komisija s $tevilko dovoljenja
134/01/11. Vzorci so bili pridobljeni s kirur§kim izrezom na razli¢nih anatomskih lokacijah
od anonimnih donorjev z njihovo privolitvijo. Izolacija ASC je potekala po predpisanih
standardnih postopkih (Mahmoudifar in Doran, 2010) z manjSimi prilagoditvami. Vzorce
mascobnega tkiva smo sprali s PBS, razrezali na manjSe koScke in jih nato izpostavili
0,1 % kolagenazi | (Gibco, UK). Razgrajevanje je potekalo 1 uro pri temperaturi 37 °C ob
mocnem tresenju. Po 1 uri smo zaustavili delovanje kolagenaze 1 z dodatkom FBS ter
vzorce centrifugirali 10 minut pri 300 g. Zbrane celice smo sprali s pufrom (0,15 M
NH4CI; 0,1 mM EDTA,; 0,01 M NaHCOg; pH 7,2-7,4), da smo odstranili eritrocite ter
vsebino ponovno centrifugirali 10 min pri 300 g. Izolirane celice smo nasadili z gostoto 3-
10x 10%cm? na gojis¢e za ASC z 20 % FBS z dodatkom penicilin/streptomicina 100X,
2mM L-glutamin. Tako smo vzpostavili kulturo ASC na zacetni pasazi (pasaza O0).
Celicam smo dvakrat tedensko menjavali gojis¢e in jih presajali po dosegu 80-90 %

konfluence.

V poskusih smo uporabili 8 razlicnih linij ASC, izolirane iz mascevja treh anatomskih
lokacij — stegno, boki in trebuh. Celi¢ne linije, ki so bile predstavnice ASC iz mas¢obnega

tkiva posamezne telesne lokacije, so predstavljene v Pregl. 5.
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Preglednica 5: Seznam uporabljenih celi¢nih linij
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STEGNO BOKI TREBUH
ASC-T1 ASC-H1 ASC-Al
ASC-T2 ASC-H2 ASC-A2
ASC-T3 ASC-H3

3.3 PRIPRAVA RAZTOPIN IN GOJISC

3.3.1 Priprava raztopin

Za izvedbo poskusov smo pripravili ustrezne redCitvene vrste obeh sproziteljev
senescence. Delovne raztopine trihostatina A (TSA) smo pripravili iz zaloZne raztopine S
koncentracijo 5 mM. Zalozno raztopino mitoksantrona s koncentracijo 1 mM, iz katere
smo nato pripravili testne koncentracije mitoksantrona, smo pripravili z raztapljanjem
praska mitoksantrona z molekulsko maso 517,4 g/mol v DMSO. Kon¢ne koncentracije
sproziteljev, ki smo jih uporabili pri poskusih, smo pripravili z red¢enjem v gojiscu za
ASC z 10 % FBS. Na osnovi podatkov iz literature (Zhao in sod., 2010) in na podlagi nasih
predhodnih testiranj smo ugotovili, da so za izvedbo raziskave najprimernejSe naslednje

koncentracije sproziteljev:

e Mitoksantron: 0,02 uM, 0,2 uM, 0,4 uM in 0,6 uM
e Trihostatin A (TSA): 0,05 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM in 3 uM

Pri delu smo uporabljali tudi raztopino 1x PBS, ki smo jo pripravili iz 10x PBS-a in
sterilne dH,0. Za 100 mL raztopine 1x PBS potrebujemo 10 mL sterilnega 10x PBS in
90 mL sterilne dH,0.

3.3.2 Priprava gojis¢ za gojenje celi¢nih kultur

Za gojenje celi¢nih kultur smo uporabljali gojisce za ASC z 20 % FBS (Pregl. 6). Te smo v
sterilnih razmerah pripravljali v sterilnih 250 mL steklenicah. Gojis¢e smo shranjevali v
hladilniku pri 4 °C in vsakih 14 dni pripravili sveze gojis¢e za gojenje ASC celic. Pred

uporabo smo gojisc¢e ogreli na temperaturo 37 °C. DMEM je Dulbeccovo modificirano
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gojisce, ki se standardno uporablja za gojenje MSC. FBS (serum govejega zarodka)
vsebuje zahtevane rastne faktorje in druge potrebne sestavine za spodbujanje trajne rasti
celic. Aminokislina L-glutamin v mediju zagotavlja glavni vir energije za celice. Penicilin
in streptomicin sta antibiotika, ki ju dodamo v gojise, da se izognemo morebitnim

bakterijskim okuzbam med postopki presajevanja ASC in med delom z ASC nasploh.

Preglednica 6: Sestava gojis¢a za ASC z 20 % FBS
Gojisce za ASC z 20 % FBS

Sestavina Koli¢ina za 100 mL
DMEM (1000 mg/L) 78 mL

FBS (10 %) 20 mL

L-glutamin (2 mM) 1mL
Penicilin/streptomicin (1x) 1mL

Pri izvedbi poskusov za testiranje vpliva sproziteljev senescence smo uporabljali gojisce za
ASC z 10 % FBS. S tem gojis¢em smo pripravljali red¢itveno vrsto obeh sproziteljev
senescence in raztopino kontrole DMSO pri testu MTT. V Pregl. 7 je prikazana sestava
gojisc¢a za ASC z 10 % FBS.

Preglednica 7: Sestava gojis¢a za ASC z 10 % FBS

Gojisce za ASC z 10 % FBS |

Sestavina Koli¢ina za 100 mL
DMEM (1000 mg/L) 88 mL

FBS (10 %) 10 mL

L-glutamin (2 mM) 1mL
Penicilin/streptomicin (1x) 1 mL

Za shranjevanje ASC smo uporabljali gojis¢e za zamrzovanje. Ustrezno Stevilo celic smo
resuspendirali v. 1 mL gojis¢a za zamrzovanje ASC in jih prenesli v epruvete za
zamrzovanje celic (krioviale). Te smo shranili v zamrzovalnikih na -80 °C in kasneje v
posodah s teko¢im dusikom. V Pregl. 8 je prikazana sestava gojis¢a za zamrzovanje ASC.
DMSO je krioprotektant, ki preprecuje nastanek kristalov ledu, ki bi lahko pri

zamrzovanju/odmrzovanju poskodovali celice.
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Preglednica 8: Sestava gojis¢a za zamrzovanje ASC

Gojisce za zamrzovanje ASC

Sestavina Koli¢ina za 10 mL
DMEM (1000 mg/L) 7 mL
FBS (10 %) 2mL
DMSO 1mL

3.3.3 Priprava krovnih stekelc, prevlecenih s poli-L-lizinom

Tehniko gojenja ASC na stekelcih premera 22 mm, prevlecenih s poli-L-lizinom, smo
uporabili pri histokemijskem barvanju s substratom X-gal za detekcijo senescentnih celic.
Poli-L-lizin omogoca lazje pritrjevanje celic na stekelca. Na ta nacin lahko pripravimo

ustrezne preparate za histokemijska barvanja, pri katerih je treba celice spirati.

Iz zalozne raztopine poli-L-lizina s koncentracijo 400 pg/mL si z red€enjem v sterilni
dH,O pripravimo delovno raztopino s koncentracijo 20 pg/mL. Postopek priprave krovnih

stekelc izvajamo s sterilno opremo v brezpras$ni komori. Protokol je opisan v nadaljevanju:

Stekelca v sterilni petrijevki (35 mm premer x 10 mm Sirina) smo prelili s 15 mL

delovne raztopine poli-L-lizina (¢ =20 pg/mL).

e Petrijevko smo postavili na stresalnik in stresali 3 ure.

e Nato smo odstranili raztopino poli-L-lizina ter stekelca 3-krat po 15 minut spirali s

sterilno dH,0O (15 mL) z meSanjem na stresalniku.

e Stekelca smo posusili s susenjem v brezprasni komori.
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3.4 POSTOPKI in vitro GOJENJA ASC
3.4.1 Odmrzovanje celic

Razli¢ne linije ASC smo shranili v tekocem dusiku na razlicnih pasazah. Za namene
izvedbe poskusov smo uporabili ASC na 4. pasazi. Zamrzovalne epruvete smo potopili v
vodno kopel s temperaturo 37 °C in celice odmrznili. Celice smo odpipetirali v 15 mL
centrifugirko s 5 mL gojis¢a za ASC z 20 % FBS in jih centrifugirali 5 minut pri
1000 vrtljajin/min.  Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet celic
resuspendirali v 1 mL svezega gojis¢a za ASC z 20 % FBS. Sledila je nasaditev celic
(6000 celic/cm?) v ploscate plastenke s povrsino 25 cm? (T25), kamor smo predhodno
dodali 6 mL gojisc¢a za ASC z 20 % FBS. T25 smo nato prenesli v inkubator. Celice smo
gojili v inkubatorju pri temperaturi 37 °C in v vlazni atmosferi s 5 % CO,. Gojis¢e smo jim
menjali dvakrat tedensko (oziroma na 3-4 dni) in v gojilne posode T25 dodajali 6 mL

gojisca.
3.4.2 Presajevanje celic

Vse linije ASC rastejo v monosloju, pritrjene na podlago. Rast celic smo spremljali s
svetlobnim mikroskopom. Ko so celice dosegle 80-90 % konfluenco, smo jih presadili v
novo T25. To smo storili tako, da smo odsesali gojisce, celice sprali s 5 mL pufra 1x PBS
in jim dodali 1 mL tripsina (0,25 %) ter jih nato 5 minut inkubirali pri temperaturi 37 °C.
Po 5 minutah smo v T25 dodali 5 mL gojis¢a za ASC z 20 % FBS, ki je z vsebnostjo FBS-
a inaktiviral tripsin. Sledil je prenos celi¢ne suspenzije v centrifugirko in centrifugiranje
5min pri 1000 vrtljaji/min. Po centrifugiranju smo odsesali supernatant in pelet celic
resuspendirali v 1 mL svezega gojis¢a za ASC z 20 % FBS. Celice smo presteli S
hemocitometrom (metoda opisana v nadaljevanju) in nasadili 6000 celic/cm® v nove

ploscate plastenke.

Na tak na¢in smo celice presajali vse do 7. pasaze, ko smo opravili eksperimente. Za

potrebe eksperimentov smo nadalje uporabljali gojis¢e za ASC z 10 % FBS in gojilne
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posode s 96 vdolbinami (poglavje 3.5.1 Test MTT, str. 27) ter gojilne posode s 24
vdolbinami (poglavje 3.6.1 Test SA-B-gal, str. 30).

3.4.3 Dolocanje Stevila celic na hemocitometru

Celice smo $teli S svetlobnim mikroskopom s pomoc¢jo Stevne komore ali hemocitometra.
Pri tem smo uporabili metodo barvanja s tripanskim modrilom, ki specificno obarva celice
s poskodovano membrano. To so mrtve celice, ki jih ne §tejemo. Zive celice ostanejo
brezbarvne, so pravilne okrogle oblike in svetijo, ko jih opazujemo z mikroskopom, zato
jih lahko na modrem ozadju brez tezav prestejemo. Intaktnost njihove membrane namrec

onemogoca vstop barvila v citoplazmo (Sever, 2007).
Postopek barvanja in Stetja celic s hemocitometrom je opisan v nadaljevanju.

e Celice smo predhodno centrifugirali (1000 vrtljajev/min, 5 min), odsesali
supernatant in pelet celic resuspendirali v 1 mL svezega gojis¢a za ASC z 20 %
FBS.

e V novo epruveto smo odpipetirali 40 pL barvila tripansko modrilo. Dodali smo

10 pL celi¢ne suspenzije, ki smo jo pridobili v prejsnjem koraku.

e Iz meSanice celi¢ne suspenzije in barvila (50 pL) smo odpipetirali 10 pL in jih
nanesli na hemocitometer. Presteli sSmo vse viabilne celice v Stirih kvadratih

hemocitometra (oznaceni na Sl. 4).

e Kon¢no Stevilo vseh celic v suspenziji smo izrac¢unali s pomocjo naslednje enacbe
(Sever, 2007):

A+B+C+D
N = (—

” )xRprxVS .. (1)

kjer velja:
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N: stevilo vseh zivih celic v suspenziji, Ki Smo ji doloc¢ali koncentracijo,

A, B, C, D: stevilo prestetih celic v Stirih kvadratih hemocitometra,

R: faktor red¢enja,

Kp = 10, Prostornina suspenzije pod stekelcem je 0,1 pL (globina komore je 0,1 mm),
zato za pravilen izradun $tevila celic v 1 mL dobljeno vrednost pomnozimo z 10,

V;: ¢e smo celice resuspendirali v drugatnem volumnu gojis¢a in ne v 1 mL, moramo

dobljeno vrednost pomnoziti Se z volumnom suspenzije.

:F ” Celice prestejemo v  stirih
T S kvadratkih s povr$ino po 1 mm*
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Slika 4: Razporeditev in dimenzije kvadratov v hemocitometru (Sever, 2007).

3.5 TESTIRANJE PROLIFERACNE CELIC

Proliferacijski testi merijo hitrost rasti celic. Z njimi lahko ugotavljamo pozitivno ali
negativno spreminjanje proliferacije celic ob vplivu doloc¢enih pospesevalnih ali zaviralnih
dejavnikov. Ob tem moramo upostevati dejstvo, da imajo lahko posamezne celi¢ne linije

ze v osnovi razlicen proliferacijski potencial.

351 TestMTT

Test MTT je enostavna, natan¢na in kvantitativna kolorimetricna metoda za dolo¢anje
Stevila Zivih celic. Prvi jo je leta 1983 opisal Mosmann in od takrat je vse bolj uveljavljena
metoda za dolo€anje vpliva dolo€enih snovi, elementov, gojis¢ na proliferacijo celic, prav

tako jo lahko uporabljamo kot test za dolocanje citotoksi€nosti substanc. Opisana metoda
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omogoca posreden nacin detekcije zivih celic (preko merjenja metabolne aktivnosti celic)

in je primerna za celice, Ki rastejo v monosloju ali v suspenziji.

V nasi nalogi smo test MTT uporabili za dolo¢anje proliferacije celic, in sicer smo z njim
zeleli preuciti vpliv razlicnih koncentracij TSA in mitoksantrona na metabolno aktivnost

celic.

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) je rumena vodotopna
susbstanca, ki jo mitohondrijska sukcinat dehidrogenaza metabolno aktivnih celic reducira
v vijolicaste nevodotopne kristale formazana (SI. 5). Ti so topni v dimetil sulfoksidu
(DMSO), izpopropanolu in drugih podobnih organskih topilih. Razmerje med koli¢ino
nastalega formazana in Stevilom Zivih celic je pri homogeni populaciji v optimalnem

obmodju linearno in specifi¢no za vsako celi¢no linijo (Sever, 2007).

Glavna prednost testa MTT je njegova hitrost in natan¢nost ter dejstvo, da pri izvedbi
metode ni potrebna uporaba nobenih radioaktivnih snovi in izotopov. Prav tako med
izvajanjem testa ni potrebno opravljati vmesnih korakov izpiranja celic. Poleg tega lahko
test uporabimo za analizo Sirokega obmocja gostote celic, saj z metodo zaznamo ze zelo

majhno Stevilo Zivih celic (Mosmann, 1983).

S mitohondrijska |
| sukcinat .

<:>_<N/ S dehldrogenaza
Kr’\ef O/LN/ \I/ j%

HTT Farmazan

Slika 5: Struktura MTT in njegova redukcija v formazanski produkt (povzeto po Biotek, 2009)

Nacrt izvedbe poskusa prikazuje Sl. 6. Test smo izvedli v treh ponovitvah. Pomembno je,
da ga izvajamo v temi, saj je reagent MTT obcutljiv na svetlobo. Postopek testa MTT, ki

smo ga uporabljali pri izvedbi naSih poskusov, je opisan v nadaljevanju.
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V gojilno posodo s 96 vdolbinami z ravnim dnom smo odpipetirali suspenzijo celic
posamezne celi¢ne linijje: ASC-T1, ASC-T2, ASC-T3, ASC-H1, ASC-H2, ASC-
H3, ASC-A1, ASC-A2. Vsako celi¢no linijjo smo nasadili v petih ponovitvah za
vsako koncentracijo posameznega sprozitelja senescence (za koncentracije
mitoksantrona 0,02 uM, 0,2 uM, 0,4 uM in 0,6 uM ter za koncentracije TSA
0,05 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM in 3 pM). Poleg celic za test smo nasadili tudi celice
za negativno in pozitivno kontrolo (Sl. 6). Nasadili smo 5.000 celic/200 uL

gojis¢a/vdolbino in pri tem uporabili gojisc¢e za ASC z 10 % FBS.

Po 24 urah gojenja, ko so se celice pritrdile na podlago, smo odsesali izrabljeno
gojis¢e in celicam dodali 200 pL sveZzega medija s sproziteljema TSA in
mitoksantron ustreznih koncentracij. Celicam iz prvega kontrolnega poskusa smo
dodali 200 pL dcistega gojiséa za ASC z 10 % FBS in celicam iz drugega
kontrolnega poskusa 200 pL gojiséa za ASC z 10 % FBS z dodanim DMSO (c =
0,06 %). Koncentracija DMSO je ustrezala koli¢inam uporabljenega DMSO za
redcenje obeh sproziteljev iz zalozne raztopine. Namen kontrol je bil izlociti vpliv
uporabljenega topila DMSO na rezultate poskusa. V gojilne posode smo dodali v
10 vdolbin brez celic 200 pL ¢istega gojisc¢a za ASC z 10 % FBS, ki so sluzile za

slepo kontrolo pri izratunu vrednosti absorbanc.

Sledilo je 72 ur inkubacije celic v celicnem inkubatorju (37 °C, 5 % CO;). Nato
smo v vse vdolbine dodali 20 pL reagenta MTT in celice ponovno postavili v

inkubator za 3 ure.

V digestoriju smo nato iz vseh vdolbin odpipetirali izrabljeno gojis¢e in dodali

200 pL DMSO, v katerem so se nastali kristali formazana raztopili.

Izmerili smo absorbanco v vseh vdolbinah gojilne posode pri valovni dolzini 570 nm in

referen¢ni valovni dolzini 690 nm (As7osg0, Synergy). Podatke, ki smo jih izmerili s

spektrofotometrom, smo s pomo¢jo programa Magellan uvozili v program Excel

(Microsoft Office), kjer smo jih statisticno obdelali in pri tem uporabili Studentov t-test z

29
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dvodelno porazdelitvijo in dvovzoréno neenako varianco. Za statisti¢no znacilnost smo
uporabili meji tveganja 0,05 (p<0,05) in 0,01 (p<0,01). Stopnja tveganja 0,05 pomeni, da
lahko z ve¢ kot 95 % verjetnostjo trdimo, da se povprecji vzorcev statisticno znacilno

razlikujeta. Na grafih smo odstopanja prikazali z vrisom standardnih deviacij.
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Slika 6: Shema izvedbe testa MTT v gojilni ploséi s 96 vdolbinami
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3.6 HISTOKEMIJSKO BARVANJE SENESCENTNIH CELIC

3.6.1 Test SA-p-gal

Sesal¢je celice imajo lizosomsko B-galaktozidazno aktivnost, ki optimalno deluje pri pH
4,0. Celice, ki so v stanju replikativne senecence, imajo povecano izrazanje f-
galaktozidaze. Da se izognemo ozadju normalnih celic, jo merimo pri pH 6,0. S
senescenco povezana B-galaktozidazna aktivnost (ang. senescence-associated s-gal, SA-p-
gal) je postala siroko uporabljen biooznaéevalec za preucevanje sprozene senescence. To
encimatsko aktivnost dolo¢amo s citokemijsko metodo barvanja celic s kromogenim
substratom 5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-p-galaktopiranozid (X-gal) pri pH 6,0. Celice, ki

SO Vv senescentnem stanju, se bodo po inkubaciji z X-gal obarvale modro. Opisane
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reakcijske razmere omogocajo, da se celice, ki niso senescentne, ne obarvajo modro (Gary
in Kindell, 2005).

Vsem osmim linijam ASC smo dolo€ili stopnjo senescence na 7. pasazi pri 50 %
konfluenci (SI. 7). Celice smo nasadili na stekelca, ki so bila predhodno tretirana s poli-L-
lizinom. Stekelca smo polozili v vdolbine gojilnih posod s 24 vdolbinami in nanje nasadili
15.000 celic/vdolbino. Celice smo po 24 urah gojenja, ko so se pritrdile na podlago,
izpostavili testnim koncentracijam TSA in mitoksantrona ter pozitivnho kontrolo DMSO ter

jih po 72 urah obarvali z raztopino s substratom X-gal.

Slika 7: Videz mezenhimskih mati¢nih celic, izoliranih iz maséevja. Celice so vretenaste, po obliki podobne
fibroblastom. Prikazane so celice ASC-H1, izolirane iz mas¢evja (boki) pasaze 7 v kulturi pri 50 %
konfluenci (40-kratna povecava, foto T. Rajar).

Postopek barvanja senescentnih celic testom SA-B-gal je opisan v nadaljevanju:

e Celicam smo odsesali izrabljeno gojis¢e za ASC z 10 % FBS in jih 3-krat sprali z
1x PBS.

e Po tretjem spiranju smo odstranili 1x PBS in celice fiksirali v 0,25 % raztopini

glutaraldehida pri sobni temperaturi 15 minut.

e Odstranili smo fiksativ in celice sprali z 2 mL 1x PBS.

e Dodali smo raztopino za barvanje s substratom X-gal (Pregl. 9). Dodali smo
250 pL raztopine za barvanje v vsako vdolbino.
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Celice smo nato 7 ur inkubirali v bakterijskem inkubatorju v normalni atmosferi in

pri temperaturi 37 °C.

Po koncani inkubaciji smo celice 3-krat sprali z dH,0O.

Jedra celic smo obarvali z barvilom Hoechst po navodilih proizvajalca. To je
modro fluorescencno barvilo, ki se veze v mali Zleb jedrne DNA in ima emisijski
maksimum pri = 460 nm. Uporabili smo 1000x red€eno (v 1x PBS) raztopino

barvila, barvanje pa smo izvajali 5 min v temi pri sobni temperaturi.
Po kon¢anem barvanju smo celice sprali z dH,0.
Stekelca s celicami smo nato prenesli na objektna stekla, kamor smo kapnili 15 pL

reagenta, ki preprecuje bledenje (ang. »anti-fade«) in ohranja fluorescentni signal.

Obarvanje celic smo analizirali s fluorescentnim mikroskopom.

Preglednica 9: Koli¢ine in imena reagentov/substrata za pripravo raztopine za histokemijsko barvanje

Reagent/substrat ~Koli¢ina (uL)

32

citronska kislina/NO,HPO, 240
Ka(Fe(CN)g)) x 3H,0 60
KsFe(CN)s 60
NaCl 36
MgC|2 X 6H,0 2,4
dH,0 741,6
X-gal 60
Kon¢ni volumen raztopine 1200
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4 REZULTATI

4.1 ANALIZA PROLIFERACHIE CELIC

V nasem delu smo ovrednotili proliferacijo 8 celi¢nih linij ASC, izoliranih iz treh telesnih
lokacij (stegno, boki, trebuh) (Pregl. 5). To smo storili z uporabo testa MTT. Ob tem smo
preucili tudi mozen toksiCen vpliv razlicnih koncentracij sproziteljev senescence
mitoksantrona in TSA na stopnjo viabilnosti celic. Vse linije ASC so imele podoben
proliferacijski potencial. Izstopale so le ASC-H2, ki so izkazovale visjo stopnjo
proliferacije. V delu smo prav tako analizirali morebiten vpliv anatomske lokacije, iz

katere smo izolirali ASC, na stopnjo proliferacije celic.

4.1.1 Vpliv mitoksantrona na stopnjo proliferacije razli¢nih linij ASC

Oba sprozitelja senescence mitoksantron in trihostatin A imata znaten vpliv na
proliferacijo vseh testiranih celi¢nih linij ASC (SI. 8 in 9). Velja, da povecevanje
koncentracije sprozitelja negativnho vpliva na metabolno aktivnost celic. Visja kot je
testirana koncentracija mitoksantrona ali TSA, manjsa je bila zaznana stopnja proliferacije
ASC. Pri koncentraciji mitoksantrona 0,02 uM se proliferacija ASC glede na kontrolo ni
znizala. Statisti¢no znacilno znizanje proliferacije ASC najprej opazimo pri izpostavitvi
celic 0,2 uM koncentraciji mitoksantrona, in sicer se je pri ASC-T1 As7oego znizala za
52,56 % (p<0,01), pri ASC-H2 za 61,68 % (p<0,05) ter pri ASC-H3 za 23,37 % (p<0,05).
Najvecji vpliv na znizanje proliferacije celic opazimo pri ASC-H2 (zniZanje As7oeg0 Za
93,38 %; p<0,01), medtem ko ima mitoksantron najmanjsi vpliv na zniZanje proliferacije
pri ASC-A2 (znizanje As7oso0 2a 44,23 %; p<0,01) (SI. 8). Pri koncentracijah
mitoksantrona 0,4 uM in 0,6 uM smo najpogosteje dolo€ili znizanje proliferacije ASC, in
sicer pri 6 oz. 7 linijah ASC.
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Slika 8: Vpliv mitoksantrona na proliferacijo mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz maséevja. Celice na
7. pasazi, izolirane iz treh telesnih lokacij, tj. stegna (T), bokov (H) in trebuha (A). p<0,05 = * in
p<0,01 = **,

4.1.2 Vpliv mitoksantrona na stopnjo proliferacije ASC glede na telesno lokacijo

Nadalje smo dolocali vpliv mitoksantrona in TSA na stopnjo proliferacije celic glede na
telesno lokacijo. To smo naredili tako, da smo za vsako testirano koncentracijo sprozitelja
senescence izracunali povprecje meritev treh oziroma dveh celi¢nih linij, ki so pripadale

isti telesni lokaciji.

Na Sl. 9 opazimo, da so vse testirane koncentracije mitoksantrona, razen najnizje
(0,02 uM), statisti¢no znacilno (p<0,01) vplivale na prezivelost ASC (razen pri celicah iz
bokov in 0,2 uM mitoksantrona, kjer velja p<0,05). Rezultati kazejo tudi, da je bila v
primerjavi z drugima dvema telesnima lokacijama prezivelost celic celi¢nih linij trebuha
glede na kontrolo vi§ja pri vseh testiranih koncentracijah mitoksantrona, saj je
mitoksantron v tem primeru najmanj znizal As7oego, IN Sicer za 51,51 %. To pomeni, da so
ASC, izolirane iz predela trebuha, bolj odporne, tj. manj dovzetne na vpliv mitoksantrona.
Najveéje znizanje proliferacije smo opazili pri celicah, ki so bile izolirane iz predela

bokov, in sicer je bilo zniZanje As7e90 84,33 %.
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Slika 9: Vpliv mitoksantrona na proliferacijo mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz maséevja glede na
telesno lokacijo. Celice na 7. pasazi. Stegno —ASC-T1, ASC-T2, ASC-T3; boki —~ASC-H1, ASC-H2, ASC-
H3; trebuh —ASC-A1, ASC-A2. p<0,05 =* in p<0,01 = **,

Bolj nazorno nam ve¢jo proliferativnost celic celiénij linij iz trebuha prikazuje Sl. 10.
Opazimo, da je prezivelost ASC, ki so bile izolirane iz predela trebuha, statisti¢no znacilno
vecja od prezivelosti ASC, ki so bile izolirane iz predela stegna pri kar treh (0,02 pM in
0,6 uM pri p<0,05 ter 0,2 uM pri p<0,01) od Stirih testiranih koncentracij mitoksantrona.
Pri koncentraciji mitoksantrona 0,02 uM je As7oee Vvisja za 13,58 %, pri 0,2 uM za
29,11 % in pri 0,6 uM za 52,28 %. V primerjavi z ASC, ki so bile izolirane iz predela
bokov, je prezivelost ASC, izoliranih iz predela trebuha, vecja pri dveh testiranih
koncentracijah mitoksantrona (0,2 uM pri p<0,05 in 0,6 uM pri p<0,01). Pri koncentraciji
mitoksantrona 0,2 uM je As7osg0 ViSja za 22,34 % ter pri 0,6 uM za 66,19 %. Ugotovimo
lahko, da je vpliv mitoksantrona na znizanje proliferacije najmanj prisoten ravno pri ASC,

izoliranih iz mascevja trebuha, kar pomeni, da so te celi¢ne linije bolj odporne.
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Slika 10: Vpliv razli¢nih koncentracij mitoksantrona na proliferacijo ASC izoliranih iz mas¢evja stegna,
bokov in trebuha ter primerjava med telesnimi lokacijami. Celice na 7. pasazi. Stegno —~ASC-T1, ASC-T2,
ASC-T3; boki —~ASC-H1, ASC-H2, ASC-H3; trebuh —ASC-A1, ASC-A2. p<0,05 = * in p<0,01 = **,

Slika 11: Primer bolje rasto¢ih mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz mas¢evja. ASC-A2, 7. pasaZa.
Celice so izpostavljene razli¢énim koncentracijam mitoksantrona. (a) Kontrola DMSO; (b) Konc.
mitoksantrona = 0,02 pM; (c) Konc. mitoksantrona = 0,2 pM; (&) Konc. mitoksantrona = 0,4 uM; (d) Konc.
mitoksantrona = 0,6 uM; (100-kratna povecava, foto T. Rajar).
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Slika 12: Primer slabse rasto¢ih mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz masc¢evja. ASC-H3, 7. pasaza.
Celice so izpostavljene razli¢nim koncentracijam mitoksantrona. (a) Kontrola DMSQO; (b) Konc.
mitoksantrona = 0,02 pM; (c) Konc. mitoksantrona = 0,2 uM; (¢) Konc. mitoksantrona = 0,4 uM; (d) Konc.
mitoksantrona = 0,6 uM; (100-kratna povecava, foto T. Rajar).

4.1.3 Vpliv trihostatina A (TSA) na stopnjo proliferacije razli¢nih linij ASC

Za razliko od mitoksantrona smo tudi Ze pri najnizji koncentraciji TSA, tj. 0,05 uM,
opazili statisti¢no znacilno (p<0,05) znizanje proliferacije pri celicah, ki smo jih izpostavili
omenjenemu sprozitelju senescence, glede na kontrolo (SI. 13). To so bile ASC-H1, kjer se
je Aszoeeo znizala za 9,53 %. ASC-HL1 so tako tudi edina testirana celi¢na linija, pri kateri
smo pri vseh testiranih koncentracijah uporabljenega sprozitelja (v tem primeru TSA)
zaznali znizanje proliferacije celic. Edini testirani koncentraciji sprozitelja, pri katerih smo
uM in 3 puM. Pri koncentraciji TSA 2 uM se je proliferacija najbolj znizala pri ASC-H2
(zniZzanje Aszoee0 Za 94,88 %; p<0,01), prav tako tudi pri koncentraciji TSA 3 uM, saj
nasploh najvecji vpliv TSA na znizanje proliferacije opazimo prav pri ASC-H2 (znizanje
As70690 22 97,95 %; p<0,01). TSA je imel najmanjsi vpliv pri ASC-T3 (znizanje As7os90 Za
67,89 %; p<0,01).
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Slika 13: Vpliv trihostatina A na proliferacijo mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz maséevja. Celice na
7. pasazi, izolirane iz treh telesnih lokacij, tj. stegna (T), bokov (H) in trebuha (A). p<0,05=* in
p<0,01 = **

4.1.4 Vpliv trihostatina A (TSA) na stopnjo proliferacije ASC glede na telesno

lokacijo

Rezultati meritev vpliva trihostatina A na stopnjo proliferacije ASC prav tako kazejo, da
TSA statistino znacilno (p<0,01) zmanjsa stopnjo proliferacije ASC, izoliranih iz
mascevja vseh treh telesnih lokacij. Zopet velja, da to drzi za vi§je koncentracije TSA
(L uM, 2 uM in 3 puM), medtem ko za dve najnizji testirani Koncentraciji sprozitelja
senescence (0,05 uM in 0,5 uM) tega ne moremo trditi (razen za primer bokov pri
koncentraciji TSA 0,5 uM; p<0,05). Najvecje znizanje Aszomeeo SMO izmerili pri ASC,
izoliranih iz mascevja trebuha, kjer se je absorbanca znizala za 91,77 %, najmanjsi vpliv na

absorbanco pa je imel TSA pri ASC, izoliranih iz mascevja stegna, in sicer se je As7os90
znizala za 88,17 % (SI. 14).
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Slika 14: Vpliv trihostatina A na proliferacijo mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz maséevja glede na
telesno lokacijo. Celice na 7. pasazi. Stegno — ASC-T1, ASC-T2, ASC-T3; boki — ASC-H1, ASC-H2, ASC-
H3; trebuh — ASC-A1, ASC-A2. p<0,05 =* in p<0,01 = **,

Razlika v stopnji proliferacije je sicer prisotna v manjsi meri kot v primeru mitoksantrona
(primerjaj Sl. 10 in Sl. 15), kljub temu se ta pojavi med celi¢nimi linijami ASC, izoliranimi
iz predela trebuha in bokov, pri koncentracijah TSA 0,5 uM (p<0,01) in 1 pM (p<0,05).
Pri 0,5 uM koncentraciji TSA so imele ASC, izolirane iz predela trebuha, 42,04 % vecjo
proliferacijo od ASC, izoliranih iz predela bokov, pri 1 uM koncentraciji TSA pa 37,69 %.
Pri koncentraciji TSA 0,5 uM opazimo statisticno znacilno (p<0,05) razliko v stopnji
proliferacije tudi med celi¢nimi linijami ASC, izoliranih iz predela bokov in stegna. V tem
primeru imajo ASC, izolirane iz mascevja stegna, 28,20 % vecjo proliferacijo od ASC,

izoliranih iz maséevja bokov (SI. 15).

Rezultati kazejo, da so imele ASC, izolirane iz mascCevja trebuha, pri vseh testiranih
koncentracijah TSA najvec¢jo proliferacijo v primerjavi z ostalimi linijjami ASC, kar

pomeni, da so te celice manj dovzetne za vpliv TSA.
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Slika 15: Vpliv razli¢nih koncentracij trihostatina A na proliferacijo ASC izoliranih iz mascevja stegna,
bokov in trebuha ter primerjava med telesnimi lokacijami. Celice na 7. pasazi. Stegno — ASC-T1, ASC-T2,
ASC-T3; boki — ASC-H1, ASC-H2, ASC-H3; trebuh — ASC-A1, ASC-A2. p<0,05 = * in p<0,01 = **,

Slika 16: Primer dobro rasto¢ih mezenhimskih matiénih celic izoliranih iz mas$éevja. ASC-A2, 7. pasaza.
Celice so izpostavljene razlicnim koncentracijam trihostatina A. (a) Kontrola DMSO; (b) Konc. TSA = 0,05
puM; (c) Konce. TSA = 0,5 uM; (¢) Konc. TSA =1 uM; (d) Konc. TSA =2 pM; (e) Konc. TSA =3 uM; (100-
kratna povecava, foto T. Rajar).
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Slika 17: Primer slabse rasto¢ih mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz maséevja. ASC-H3, 7. pasaza.
Celice so izpostavljene razli¢énim koncentracijam trihostatina A. (a) Kontrola DMSO; (b) Konc. TSA = 0,05
uM; (c) Konc. TSA = 0,5 uM; (¢) Kone. TSA =1 uM; (d) Kone. TSA =2 uM; (e) Konc. TSA =3 uM; 100-

kratna povecava, foto T. Rajar).

4.2 ANALIZA SENESCENCE CELIC

Ob nasajanju celic v gojilno posodo s 96 vdolbinami za test MTT smo celice nasadili tudi
na stekelca v gojilne posode s 24 vdolbinami za test SA-B-gal. Kot predstavljeno, smo
celice izpostavili substratu X-gal ter pri pH 6,0 doloc¢ili modro obarvane celice. S to
metodo smo ovrednotili stopnjo senescence celic pasaze 7 ob prisotnosti razlicnih
koncentracij sproziteljev senescence mitoksantrona in trihostatina A. Rezultati testa so
pokazali, da je Ze osnovna stopnja senescence razlicna med linijami ASC. Najman;jsi
odstotek senescentnih celic pri kontrolnem vzorcu smo dolocili pri ASC-T3, in sicer
0,98 %, najvecji pa pri ASC-H3, in sicer 13,74 %. Razloge lahko pois¢emo v dejstvu, da so
ze tekom gojenja razli¢ne linije ASC imele razli¢no uspe$no rast in posledi¢no razli¢no
stopnjo senescence na doloceni stopnji gojenja. Nenazadnje smo izvajali raziskovalno delo
ob predpostavki, da obstaja razlika v kvaliteti razli¢nih ASC. Ce povzamemo, je ASC-T3

dejansko hitro rastoca celi¢na linija, medtem ko je ASC-H3 pocasi rastoca celi¢na linija.

41



Rajar T. Razvoj metode za dolocitev dovzetnosti mezenhimskih mati¢nih celic na sprozeno senescenco. 42
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij molekulske biologije, 2015

4.2.1 Vpliv mitoksantrona na stopnjo senescence razli¢nih linij ASC

Mitoksantron je pricakovano povecal stopnjo senescence pri vseh celi¢nih linijah ASC, ki
so bile izpostavljene sprozitelju senescence. Vpliv na stopnjo senescence lahko opazimo
pri skoraj vseh linijah ASC ter pri vseh testiranih koncentracijah mitoksantrona (razen pri
mitoksantrona 0,02 puM se je statisticno znacilno (p<0,01) najbolj povisal odstotek
senescentnih celic pri ASC-T1, in sicer za 17,75 %. Splosno je ponovno prisoten trend
povecevanja stopnje seneSCence 0b povecevanju koncentracije sprozitelja senescence.
Kljub temu lahko opazimo spremembo trenda pri celi¢nih linijah ASC-T1 in ASC-A2 ob
izpostavitvi visokim koncentracijam mitoksantrona, saj tu odstotek senescentnih celic s
povecevanjem koncentracije mitoksantrona tudi pada. Tako se je pri ASC-T1 in ASC-A2
pri koncentraciji mitoksantrona 0,2 puM statisticno znaéilno (p<0,01) najbolj povisal
odstotek senescentnih celic, in sicer pri ASC-T1 za 38,71 % ter pri ASC-A2 za 16,69 %.
Nekatere celi¢ne linije kazejo manj$i odziv ob izpostavitvi sprozitelju senescence. Primer
sta celi¢ni liniji ASC-T3 in ASC-A2 (predstavnici ASC celic s hitrej$o, uspesnejso rastjo),
pri katerih je mo¢ opaziti oblutno manj$i vpliv mitoksantrona na povisano stopnjo
senescence. Pri ASC-T3 ob izpostavitvi mitoksantronu (koncentracija 0,6 uM) se je
statisticno znacilno (p<0,05) povecal odstotek senescentnih celic le za 16,47 % ter pri
ASC-A2 le za 16,69 % (koncentracija mitoksantrona 0,2 uM; p<0,01).
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Slika 18: Vpliv mitoksantrona na stopnjo senescence mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz mascevja.
Celice na 7. pasazi, izolirane iz treh telesnih lokacij, tj. stegna (T), bokov (H) in trebuha (A). p<0,05="* in
p<0,01 = **,
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4.2.2  Vpliv mitoksantrona na stopnjo senescence ASC glede na telesno lokacijo

Vpliv sprozitelja senescence smo ovrednotili tudi pri merjenju stopnje senescence ASC
glede na telesno lokacijo. Tudi tukaj smo izracune naredili na enak nacin kot pri dolo¢anju
stopnje proliferacije celic. Povprecne rezultate smo pridobili tako, da smo za vsako
testirano koncentracijo sprozitelja senescence izracunali povprecje meritev treh oziroma

dveh celi¢nih linij, ki so pripadale isti telesni lokaciji.

Rezultati kazejo, da se je glede na kontrolo pri vseh treh telesnih lokacijah (stegno, boki,
trebuh) pri skoraj vseh testiranih koncentracijah mitoksantrona povecal odstotek
senescentnih celic (razen v primeru trebuha pri koncentraciji 0,02 uM) (SI. 19). Tudi tukaj
velja pravilo, da se s poveCevanjem koncentracije sprozitelja povecuje tudi delez
senescentnih ASC. Pri koncentraciji mitoksantrona 0,02 uM se je statisti¢no znacilno
(p<0,01) najbolj povisal odstotek senescentnih celic tistih ASC, ki so bile izolirane iz
mascevja stegna, in sicer za 10,33 %. Rezultati vpliva mitoksantrona na stopnjo senescence
oziroma delez B-gal pozitivnih celic kazejo, da je bil izmed vseh celi¢nih linij vpliv
mitoksantrona na ASC, izoliranih iz mas¢evja bokov, najved;ji, in sicer Se je pri izpostavitvi
celic mitoksantronu statisticno znacilno (p<0,01) odstotek senescentnih celic povecal za
45,08 %. Po drugi strani je mitoksantron najmanj vplival na senescenco ASC, izoliranih iz
maséevja stegna, Saj se je vV tem primeru delez senescentnih celic statisticno znacilno
(p<0,01) povecal za 27,17 %, vendar tukaj naj pripomnimo, da je imel mitoksantron
podobno majhen vpliv tudi na senescenco ASC, izoliranih iz mascevja trebuha, saj se je tu

odstotek senescentnih celic statisti¢no znacilno (p<0,05) povecal za 27,84 %.
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Slika 19: Vpliv mitoksantrona na stopnjo senescence mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz maséevja
glede na telesno lokacijo. Celice na 7. pasazi. Stegno — ASC-T1, ASC-T2, ASC-T3; boki — ASC-H1, ASC-
H2, ASC-H3; trebuh —~ASC-A1, ASC-A2. p<0,05 = * in p<0,01 = **,

Na SI. 20 vidimo, da je bila pri vseh testiranih koncentracijah mitoksantrona stopnja
senescence najnizja pri celi¢nih linijah ASC, izoliranih iz trebuha, razen v primeru
koncentracije mitoksantrona 0,6 uM. Razliko smo doloc¢ili med ASC, izoliranimi iz
mascevja trebuha in bokov, in sicer tako pri koncentraciji mitoksantrona 0,4 uM (p<0,05),
kjer je bilo 14,64 % ve¢ celic senescentnih pri ASC, izoliranih iz maséevja trebuha, kot pri
ASC, izoliranih iz mascevja bokov, kot tudi pri koncentraciji mitoksantrona 0,6 uM
(p<0,01), kjer je bilo 20,60 % ve¢ celic senescentnih pri ASC, izoliranih iz mascevja
trebuha v primerjavi z ASC, izoliranimi iz maséevja bokov. Glede na dejstvo, da razlike v
stopnji senescence med ASC, izoliranimi iz mascevja trebuha in ASC, izoliranimi iz
maséevja bokov, pri nizjih koncentracijah Mxt ni bilo ter da je obenem ta razlika z
naraS¢anjem koncentracije Mxt med obema skupinama ASC naraScala (ASC, izolirane iz
mascevja trebuha, so manj senescentne), lahko sklepamo, da so ASC, izolirane iz mascevja
trebuha, v primerjavi z ASC, izoliranimi iz mascevja bokov, bolj odporne na vpliv Mxt in
tako bolj kvalitetne. Poleg tega smo pri najvisji koncentraciji mitoksantrona opazili tudi, da
je statistiéno znacilna (p<0,01) razlika v odstotku senescentnih celic prisotna tudi med
linijami ASC, izoliranimi iz maséevja bokov in ASC, izoliranimi iz mascevja stegna, in

sicer je ta 22,48 % v prid ASC, izoliranih iz mascevja bokov.

Iz rezultatov lahko ugotovimo tudi, da imajo najvisjo stopnjo senescence linije ASC,

izolirane iz mas¢evja bokov, saj je ta najvi§ja pri skoraj vseh testiranih koncentracijah
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mitoksantrona, razen pri koncentraciji 0,2 uM (Sl. 20). Rezultati torej kazejo, da je
mitoksantron najbolj vplival na povisano stopnjo senescence pri ASC, izoliranih iz

mascCevja bokov, kar pomeni, da so bile te celi¢ne linije najmanj odporne in S0 zato manj

kvalitetne.
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Slika 20: Vpliv razli¢nih koncentracij mitoksantrona na stopnjo senescence ASC izoliranih iz maséevja
stegna, bokov in trebuha ter primerjava med telesnimi lokacijami. Celice na 7. pasaZi. Stegno — ASC-T1,
ASC-T2, ASC-T3; boki — ASC-H1, ASC-H2, ASC-H3; trebuh — ASC-A1, ASC-A2. p<0,05="* in
p<0,01 = **,

4.2.3 Vpliv trihostatina A (TSA) na stopnjo senescence razli¢nih linij ASC

V primeru izpostavitve ASC sprozitelju senescence TSA opazimo vpliv pri vseh testiranih
linijjah ASC ter pri vseh testiranih koncentracijah TSA (SI. 21). V tem primeru trend

povecevanja stopnje senescence ASC ob povecevanju koncentracije TSA ni zelo izrazit,

ey

oo

povisal odstotek senescentnih celic pri ASC-T1 za 8,36 % in pri ASC-T2 za 14,22 %
(izolirane iz mascevja stegna) ter pri ASC-Al za 6,17 % (izolirane iz mascevja trebuha).
Ce primerjamo tiste koncentracije TSA, pri katerih smo pri doloéenih ASC dologili najvisji
odstotek senescentnih celic, ugotovimo, da ima TSA najvecji vpliv pri ASC-T2, kjer se je
pri koncentraciji TSA 3 uM povecal odstotek senescentnih celic za 26,97 %. Na katere

linije ASC je imel TSA najman;j$i vpliv, dejansko tezko sklepamo glede na pridobljene
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rezultate, saj poveCana koncentracija TSA enoznatno ne pomeni vi§ji odstotek
senescentnih celic. Sklepamo, da je to odstopanje povezano z ve¢jo umrljivostjo celic ob
izpostavitvi visokim koncentracijam trihostatina A in posledi¢no otezenemu S$tetju modro
obarvanih celic. Ob primerjavi tistih koncentracij TSA, pri katerih smo pri posameznih
koncentraciji 0,5 uM) najmanj vpliva na ASC-T3, saj povzroci za 6,66 % ve¢ senescentnih
celic v primerjavi s kontrolo. Naslednja taka celi¢na linija je ASC-A2, kjer je TSA (s
koncentracijo 0,5 pM) povzrocil za 10,30 % ve¢ ASC v senescentnem Stanju v primerjavi s
kontrolo. Upostevajo¢, da smo kljub temu pri vseh testiranih koncentracijah TSA opazili
razliko v odstotku senescentnih celic glede na kontrolo, lahko trdimo, da ima TSA manjsi
vpliv na celiéni liniji ASC-T3 in ASC-A2 (predstavnici ASC celic z uspesnejso rastjo), kar

pomeni, da sta bolj odporni in posledi¢no bolj kvalitetni.
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Slika 21: Vpliv trihostatina A na stopnjo senescence mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz maséevja.
Celice na 7. pasazi, izolirane iz treh telesnih lokacij, tj. stegna (T), bokov (H) in trebuha (A). p<0,05 =* in
p<0,01 = **,

4.2.4 Vpliv trihostatina A (TSA) na stopnjo senescence ASC glede na telesno

lokacijo

Sl. 22 in 23 predstavljata rezultate dolocanja vpliva trihostatina A na stopnjo senescence
ASC glede na telesno lokacijo. Zopet opazimo, da so se pri vseh treh telesnih lokacijah

(stegno, boki, trebuh) glede na kontrolo pri skoraj vseh koncentracijah sprozitelja
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senescence delezi B-gal pozitivnih oziroma senescentnih celic (razen v primeru bokov pri
koncentraciji sprozitelja 0,05 uM) povecali (SI. 22). Statisti¢no znacilno (p<0,05) se je pri
najman;j$i koncentraciji TSA 0,05 uM povisal odstotek senescentnih celic pri ASC,
izoliranih iz mascevja stegna, in sicer za 8,11 %. Najbolj se je delez B-gal pozitivnih celic
povisal pri ASC, izoliranih iz bokov, pri izpostavitvi celic koncentraciji TSA 2 puM
(p<0,01). V tem primeru se je odstotek senescentnih celic povisal za 30,26 %. Medtem ko
smo najmanjsi porast B-gal pozitivnih celic opazili pri ASC, izoliranih iz mas¢evja trebuha,
pri koncentraciji TSA 1 uM (p<0,01). V tem primeru se je odstotek senescentnih celic

povisal za 11,26 %.
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Slika 22: Vpliv trihostatina A na stopnjo senescence mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz mas¢evja
glede na telesno lokacijo. Celice na 7. pasazi. Stegno — ASC-T1, ASC-T2, ASC-T3; boki — ASC-H1, ASC-
H2, ASC-H3; trebuh — ASC-A1, ASC-A2. p<0,05 =* in p<0,01 = **,

V primeru izpostavitve celic sprozitelju senescence trihostatinu A sta se liniji ASC, ki sta
bili izolirani iz mascevja trebuha, najmanj odzivali na sprozenje senescence, saj rezultati
kazejo, da so v primerjavi z ASC, izoliranimi iz mas¢evja bokov, manj senescentni pri treh
od petih testiranih koncentracijah TSA (SI. 23). Pri koncentraciji TSA 1 uM je odstotek
senescentnih celic pri linjjah ASC, izoliranith iz mascevja trebuha, statisti¢no znacilno
(p<0,05) manjsi od odstotka senescentnih celic pri ASC, izoliranih iz mascevja bokov, za
16,69 %, pri koncentraciji TSA 2 uM za 26,05 % (p<0,01) in pri koncentraciji TSA 3 uM
za 11,52 % (p<0,05). Ob primerjavi stopnje senescence med ASC, izoliranimi iz maséevja
trebuha, in ASC, izoliranimi iz masCevja stegna, prav tako ugotovimo, da je odstotek

senescentnih celic glede na kontrolo bolj naras¢al v primeru ASC, izoliranih iz mascevja
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stegna, saj je razlika v odstotku B-gal pozitivnih celic med obema skupinama ASC z
zacetnih 0,59 % pri kontroli narasla do 3,72 % pri koncentraciji TSA 0,5 uM. Podobna
razlika v odstotku senescentnih celic med ASC, izoliranimi iz ma$¢evja trebuha, in ASC,

PR

2 uM in 3 uM).

Med ASC, izoliranimi iz mascevja bokov, in ASC, izoliranimi iz masCevja stegna,
opazimo statisti¢no znacilno (p<0,01) razliko ob izpostavitvi celic koncentraciji TSA 2 uM
(SI. 23). V tem primeru je bil odstotek senescentnih celic pri ASC, izoliranih iz mascevja
bokov, vi§ji za 23,78 % kot pri ASC, izoliranih iz mascevja stegna. Prav linije ASC,
izolirane iz masc¢evja bokov, so pri izpostavitvi trihostatinu A pokazale najmanjSo
odpornost na vpliv sprozitelja senescence, enako kot v primeru sprozenja senescence z

mitoksantronom. Sklepamo, da so te celi¢ne linije ASC z nizjo kvaliteto.
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Slika 23: Vpliv trihostatina A na stopnjo senescence ASC izoliranih iz maséevja stegna, bokov in trebuha ter
primerjava med telesnimi lokacijami. Celice na 7. pasazi. Stegno —ASC-T1, ASC-T2, ASC-T3; boki —ASC-
H1, ASC-H2, ASC-H3; trebuh —~ASC-Al, ASC-A2. p<0,05 =* in p<0,01 = **,
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5 RAZPRAVA

Uporaba mezenhimskih mati¢nih celic iz mas¢evja v regenerativni medicini postaja vedno
bolj pogosta, saj so ASC izjemno uporabne v zdravljenju regeneracije tkiv pri poskodbah
tkiva in pri Stevilnih bolezenskih stanjih. Izvajajo se tudi klini¢ne $tudije, ki preucujejo
uporabnost ASC v proti-rakavih terapijah. Poleg znanih bioloskih znacilnosti ASC je za
namene zdravljenja pomembno poznati tudi njihovo kvaliteto. Med pokazatelje kvalitete

ASC sodita njihova proliferacijska sposobnost ter pojav senescence tekom deljenja in rasti.

Znano je, da lahko ASC pridobivamo iz katere koli vrste belega masc¢obnega tkiva. Pri
ljudeh je mascobno tkivo v prvi vrsti porazdeljeno v podkozne (subkutane) in trebusne
(visceralne) depoje, za katere je znacilno, da imajo razli¢ne biokemijske in funkcionalne
lastnosti (Russo in sod., 2013). V preteklosti so razli¢ni avtorji Ze dokazali, da obstajajo
razlike med ASC, izoliranimi iz subkutanega ali visceralnega mascevja, in sicer v
sposobnosti  adipogeneze, stopnji proliferacije, dovzetnosti na apoptozo in vplivu
tiazolidindionov (TZD) na proliferacijo ASC (Macotela in sod., 2012; Tchkonia in sod.,
2002 in 2006; Kelly in sod., 1999). Ugotovili so, da imajo ASC, izolirane iz podkoznega
mascobnega tkiva, najvecjo aktivnost PPAR-Y (posledi¢no boljSo sposobnost adipogeneze)
in ve¢jo akumulacijo lipidov, so najmanj podvrZene apoptozi, obenem pa imajo TZD
najvecji vpliv na njihovo hitrejSo proliferacijo in boljSo diferenciacijo (Macotela in sod.,
2012; Tchkonia in sod., 2002). Upostevati moramo dejstvo, da smo v naso raziskavo
vkljucili zgolj vzorce podkoznega mascevja. Na predelih stegna in bokov je celotno
mascobno tkivo sestavljeno iz podkoznih depojev mascevja, medtem ko na predelu trebuha

najdemo oba tipa masc¢obnega tkiva.

Zaradi potrebe po ovrednotenju kvalitete ASC smo se v magistrskem delu usmerili v
razvoj metodologije ovrednotenja kvalitete mezenhimskih mati¢nih celic izoliranih iz
maséevja, in sicer smo se osredotocili na ASC, izolirane iz mascéevja treh telesnih lokacij,
tj. stegna, bokov in trebuha. To smo storili glede na oceno proliferacijskih sposobnosti
ASC ter dovzetnosti na kemijsko sprozeno senescenco. Predpostavljamo, da so ASC, ki
imajo vecje proliferacijske sposobnosti ter so manj dovzetne na sprozeno senenscenco, bolj

kvalitetne in primerne za uporabo v kliniki. Senescenca je stanje stabilne in dolgotrajne
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izgube proliferativnih sposobnosti celic, kljub temu pa te ostanejo Se naprej metabolno
aktivne. V skladu s Hayflickovo limito vemo, da se tekom in vitro gojenja ¢loveskih celic
njihove telomere, katerih naloga je, da $¢itijo konce kromatid na kromosomih, kraj$ajo, kar
sCasoma povzroci, da se celice prenehajo deliti. Telomere se krajSajo, ker DNA polimeraza
ni sposobna v celoti podvojevati zaporedja DNA. Ko telomere dosezejo svojo minimalno
dolzino in zato ne zmorejo ve¢ opravljati svoje funkcije, to izzove popravljalne mehanizme
za poSkodbe DNA. Eden izmed oznacevalcev omenjenih mehanizmov je fosforilirana
oblika histona H2AX (y-H2AX). Dodatno se v senescentnih celicah aktivirata z DNA
poskodbami povezani kinazi ATM in ATR, ki ob povecanem signalu poskodb DNA
aktivirata kinazi CHK2 in CHK1. Komunikacijo med dejavniki, ki so povezani s
poskodbami DNA, ter celicnim ciklom omogocata fosforilacija in aktivacija proteinov
celi¢nega cikla, kot so CDC25 (druZina fosfataz) in p53 (Kuilman in sod., 2015). NaSe delo
je potekalo tako, da smo preizkusili dva znana kemijska sprozitelja senescence,
mitoksantron in trihostatin A (TSA), ki sicer delujeta na razli¢en nacin in preko razli¢nih
mehanizmov. Za mitoksantron je znano, da se veZze na dvoverizno molekulo DNA z
interkalacijo ter inhibira DNA topoizomerazo 11, kar povzro¢i nastanek eno- in dvoveriznih
prelomov DNA (Kapuscinski in Darzynkiewicz, 1986). Mitoksantron povzroca zastoj
celi¢nega cikla v fazi G; (Kapuscinski in Darzynkiewicz, 1986) in G, (Khan in sod., 2010).
Po drugi strani je TSA inhibitor histonskih deacetilaz (HDACI) razreda | in II, ki
onemogoca pravilno zvijanje strukture Kromatina. Na ta nacin vpliva na sposobnost vezave
transkripcijskih faktorjev na DNA zaporedja in povzro€i zaustavitev celicnega cikla,
vendar pa je danes o mehanizmih epigenetskih modifikatorjev, kot je TSA, ki do tega

privedejo, Se vedno malo znanega (Saini in sod., 2014).

Rezultati nase raziskave so pokazali, da oba testirana sprozitelja senescence, mitoksantron
in TSA, znizata proliferacijsko sposobnost ASC in tako spodbujata celice, da preidejo v
senescenco. Preostala proliferacijska sposobnost ASC po sproZenju senescence je
koncentracijsko odvisna v primeru izpostavitve ASC obema sproziteljema senescence, in
sicer je razlika v znizanju stopnje proliferacije prisotna od koncentracije mitoksantrona 0,2
uM dalje ter v primeru TSA od 0,5 uM dalje. Potrebno je poudariti, da ta vpliv ni enako
mocno prisoten pri vseh celi¢nih linijah, saj obstajajo vidne razlike med celi¢nimi linijami,

ki so izolirane iz enake anatomske lokacije. Opazili smo torej veliko variabilnost v
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preostali proliferacijski sposobnosti med ASC, neodvisno od lokacije odvzetega mascevija,
tj. biolosko variabilnost v odgovoru na sprozenje senescence pri ASC. Vse testirane
koncentracije mitoksantrona in TSA so povisale tudi stopnjo sprozene senescence v vseh
linijah ASC, ki so bile izpostavljene posameznemu sprozitelju senescence. Tudi ta vpliv je
bil koncentracijsko odvisen in sorazmeren v primeru obeh sproziteljev senescence. S tem
smo potrdili hipotezo, da mitoksantron in TSA zniZata proliferacijsko sposobnost ASC ter

povzrocita senescenco celic, Ki je primerljiva s spontano senescenco.

Lastnosti mezenhimskih mati¢nih celic iz mas¢evja so odvisne od razlicnih parametrov.
Dokazano lahko k razlikam v sposobnosti proliferacije (in diferenciacije) ASC doprinesejo
razlicne spremenljivke kot so starost darovalca masc¢obnega tkiva (Hauner in Entenmann,
1991; van Harmelen in sod., 2003), indeks telesne mase darovalca (BMI) (Aust in sod.,
2004; Jaiswal in sod., 1997) ter bolezenska stanja, kot sta osteoartritis in sladkorna bolezen
(Barry, 2003; Murphy in sod., 2002; Ramsay in sod., 1995). V primeru ASC pa ima tudi
anatomsko mesto izolacije celic pomemben vpliv na regenerativni potencial izoliranih celic
(Choudhery in sod., 2015; Kolosa in sod., v tisku). Potrebno se je zavedati, da imajo lahko
ASC, izolirane iz mascevja, razli¢no rast in morfologijo ter so posledi¢no razli¢ne kvalitete
za uporabo v celi¢énem zdravljenju tkiv. Na podlagi tega dejstva smo oblikovali hipotezo, v
kateri smo domnevali, da med linijami ASC, izoliranimi iz mas¢evja na razli¢nih telesnih
predelih, obstajajo razlike v proliferacijski sposobnosti ASC, ki ostane po sprozeni
senescenci ter v dovzetnosti oziroma odpornosti na sprozeno senescenco. Tekom gojenja
linij ASC smo spremljali njihovo morfologijo, s testom MTT dolo¢ili njihovo proliferacijo
ter s testom SA-B-gal izmerili njihovo dovzetnost na sprozeno senescenco. Kot primer
dobro rasto¢ih ASC se je izkazala celi¢na linija ASC-A2 (celice izolirane iz mascevja
trebuha). Prav tako so imele ASC vretenasto morfologijo, ki je znacilna za mezenhimske
mati¢ne celice. Prav pri ASC-A2 je imel mitoksantron najmanjs$i vpliv na zniZanje
proliferacije, medtem ko se je pri izpostavitvi celic TSA najmanj znizala stopnja
proliferacije pri ASC-T3 (SI. 13), ki so prav tako primer dobro rasto¢ih ASC (celice
izolirane iz maséevja stegna). Pri obeh celi¢nih linijah smo prav tako opazili obcutno
manjsi vpliv sproziteljev senescence mitoksantrona in TSA na stopnjo senescence (SI. 18
in 21). Podobno vecjo rast ob odsotnosti sproziteljev senescence smo opazili pri celicni

liniji ASC-H2 (celice izolirane iz mascevja bokov), vendar sta imela oba sprozitelja
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senescence prav na to celi¢no linijo nepri¢akovano zelo velik vpliv. Stopnja proliferacije se
je najbolj znizala ravno pri ASC-H2 pod vplivom mitoksantrona in TSA. Sklepamo, da sta
celicéni liniji ASC-A2 in ASC-T3 primera kvalitetnej$ih mezenhimskih mati¢nih celic iz
mascevja in sta posledicno manj dovzetni za vpliv sproziteljev senescence. V magistrski
nalogi smo skusali dokazati, da med posameznimi linijami ASC obstajajo razlike v
dovzetnosti na sprozeno senescenco tudi glede na anatomsko lokacijo pridobitve ASC.
Pricakovali smo torej, da bo telesna lokacija izoliranih ASC vplivala na njihov odziv ob
izpostavitvi obema sproziteljema senescence. Rezultati dolo¢anja stopnje senescence ASC
so pokazali, da je bil izmed vseh celi¢nih linij vpliv mitoksantrona in TSA na celi¢ne linije,
izolirane iz mascevja trebuha, najmanjsi (SI. 20 in 23). Sklepamo, da so te celice bolj
kvalitetne, saj je bila preostala proliferacijska sposobnost ASC, izoliranih iz mas¢obnega
tkiva trebuha, v primerjavi z drugima dvema telesnima lokacijama (stegno in boki), visja
pri skoraj vseh koncentracijah sproziteljev mitoksantrona in TSA (SI. 10 in 15). Linije
ASC, izolirane iz mascevja bokov, so pri izpostavitvi mitoksantronu pokazale najmanj$o
odpornost na vpliv sprozitelja senescence (SI. 20), enako kot v primeru sproZenja
senescence s TSA (SlI. 23). Sklepamo, da so te celi¢ne linije ASC nizje kvalitete. Ob
primerjavi podkoznega mascobnega tkiva iz razli¢nih anatomskih lokacij so $tevilni avtorji
ugotovili, da med ASC, izoliranimi iz razli¢nih lokacij, prav tako obstajajo doloCene
razlike. Schipper in sod. (2008) so dokazali, da je podkozno mascevje s predela trebuha
manj dovzetno na apoptozo v primerjavi s podkoznim maséobnim tkivom s predela stegen,
bokov in rok (Schipper in sod., 2008). Jurgens in sod. (2008) so preiskovali vpliv mesta
izolacije ASC na donos oz. Stevilo izoliranith mezenhimskih mati¢nih celic. Ugotovili so,
da obstaja razlika v izkoristku izolacije ASC med podkoznim mascobnim tkivom trebuha
in podkoznim mascobnim tkivom iz predela bokov oziroma stegen. Izolati SVF, ki so bili
pridobljeni iz trebusnega masScevja, so vsebovali ve¢ ASC. Razloge za to so med drugim
pripisali razlicnemu Stevilu izoliranih ASC v izolatih SVF iz razli¢nih regij, saj so ASC,
izolirane iz maséevja trebuha, dosegle 80 % - 90 % konfluenco po petih dneh gojenja,
medtem ko so ASC, izolirane iz mascevja bokov oziroma stegna, dosegle enako
konfluenco Sele po 9 dneh gojenja, ¢eprav so bile vse celice na pasazo 0 nasajene z enako
gostoto. Opazamo, da ugotovitve zgoraj navedenih avtorjev sovpadajo z rezultati nase

raziskave. Trebusno mascevje se je v primerjavi s mas¢obnim tkivom iz predela stegen
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oziroma bokov izkazalo kot bolj$i kandidat za mesto izolacije ASC za namene celi¢nih

terapij (Jurgens in sod., 2008).

Rezultati nase raziskave so potrdili, da obstajajo razlike med ASC, izoliranimi iz razli¢nih
anatomskih lokacij podkoznega mascobnega tkiva, in sicer tako v preostali stopnji
proliferacije kot tudi v dovzetnosti na kemijsko sprozeno senescenco. Pri uporabi ASC za
celi¢ne terapije v kliniki je zelo pomembno, da se zavedamo, da se mascevje na razli¢nih
predelih telesa razlikuje in da je klju¢nega pomena prava izbira anatomske lokacije za
izolacijo ASC. Uporaba sprozene senescence se je izkazala kot primerna dopolnitev
uveljavljenim metodam opredeljevanja lastnosti ASC. Za natan¢nejSo dolocitev kvalitete
ASC, izoliranih iz razli¢nih telesnih predelov, bi v nadaljnjih raziskavah vkljuéili
dolocevanje razli¢nih oznaCevalcev senescence celic ter na ta na¢in dodatno potrdili, da
kvalitetnej$e celice izrazajo manj za senescenco znacilnih oznacevalcev. Ti vkljucujejo
tako znacilne morfoloSke spremembe senescentnih celic, saj celice postanejo vecje, ploske
in ve¢jedrne (Parrinello in sod., 2003), kot tudi molekulske oznacevalce senescence, kot so
, b1
p27""1 ki zavirajo proliferacijo senescentnih celic in ii) vztrajno izrazanje oznaevalcev

1WAF1 6INK4A in

I) povi$ano izrazanje inhibitorjev od ciklina odvisnih kinaz (CDKS): p2
odgovora na poskodbe DNA, kot je y-H2AX (Zhao in sod., 2010). Boljse poznavanje in
razumevanje lastnosti ASC, izoliranih iz razli¢nih anatomskih lokacij maScobnih depojev,

bo v najveéji meri pripomoglo k identifikaciji doloCenega vira mascobnega tkiva, ki bo

najbolj primeren za specifi¢ne aplikacije v regenerativni medicini.
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6

SKLEPI

Ugotovili smo, da oba kemijska sprozitelja senescence, mitoksantron in TSA,
znizata proliferacijsko sposobnost linij MSC iz mas¢evja, tako imenovanih ASC, in
Vv njih sprozata senescenco, ki sovpada s spontano senescenco. Za oba sprozitelja
senescence velja, da se s poveCevanjem testirane koncentracije sprozitelja povecuje
njun negativen vpliv na stopnjo proliferacije in pozitiven vpliv na stopnjo sprozene

senescence pri ASC.

Iz razli¢nih telesnih predelov lahko izoliramo linije ASC, ki imajo razli¢no hitrost
rasti in se razlicno odzivajo na sprozenje senescence. Nasi rezultati potrjujejo, da
obstajajo razlike v dovzetnosti na sprozeno senescenco med linijami ASC, ki so
bile izolirane tako iz istega telesnega predela kot tudi med linijami ASC,
izoliranimi iz razli¢nih telesnih predelov, vendar zaradi majhnega Stevila vzorcev

podrobnejsa statisti¢na analiza ni bila mogoca.

Iz rezultatov sklepamo, da so ASC, izolirane iz maséevja trebuha, bolj kvalitetne od
ASC, izoliranih iz mascevja bokov in stegna, in so zato bolj primerne za nadaljnjo
uporabo v kliniki za celi¢ne terapije. Kljub temu je za dokon¢no potrditev te

ugotovitve potrebno v $tudijo vkljuciti ve¢ vzorcev izolatov ASC.

Bodoce delo: Zaradi naras¢ajo¢ih moznosti ASC za razvoj novih pristopov za
celi¢ne terapije pri zdravljenju razli¢nih bolezni bi bila potrebna enostavna, hitra in
natan¢na metoda dolocitve kvalitete ASC. Nadaljnje raziskave v tej smeri bodo
bodo vklju¢evale podrobnejSo analizo proliferacijskih, senescentnih (dolocevanje
morfoloskih in molekulskih oznadevalcev) in diferenciacijskih sposobnosti ASC,

izoliranih iz razli¢nih anatomskih lokacij.

54
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7 POVZETEK

Clovesko mai&evje predstavlja obetaven vir za darovanje tkiva pri celiénih transplantacijah
zaradi dejstev, da ga je razmeroma veliko na voljo, prav tako je pridobivanje mas¢obnega
tkiva razmeroma enostavno. Uporaba maséevja v kliniki vkljucuje rekonstruktivne in
kozmeti¢ne posege, prav tako ga uporabljajo za zdravljenje razli¢nih poskodb. Mati¢ne
celice, izolirane iz mascobnega tkiva, se lahko diferencirajo v stevilne celi¢ne tipe, in sicer
v adipogeno, osteogeno, hondrogeno, miogeno in neurogeno celi¢no linijo. Rezultati
Stevilnih raziskav v preteklosti kazejo, da imajo ASC izjemen terapevtski potencial za

uporabo v tkivnem inZenirstvu in celi¢nih terapijah.

V nasi raziskavi smo se osredotocili na razvoj hitre in enostavne metode za opredelitev
kvalitete MSC, izoliranih iz razli¢nih telesnih predelov mascobnega tkiva. Ocenjevali smo
dovzetnost ASC na sprozenO Senescenco ter v ta namen preizkusili dva sprozitelja
senescence, tj. mitoksantron in trihostatin A (TSA). V delu smo ovrednotili njun vpliv na
stopnjo preostale proliferacije in sprozenje senescence pri ASC. Ugotovili smo, da sta oba
sprozitelja senescence vplivala na znizanje stopnje proliferacije pri vseh linijah ASC v
odvisnosti od koncentracije ter v celicah sprozila senescenco, ki sovpada s spontano
senescenco. Nasi rezultati so potrdili tudi, da med linijami ASC obstajajo razlike tako v
stopnji preostale proliferacije kot tudi v dovzetnosti na sprozeno senescenco. Te so
prisotne tako znotraj dolo¢ene anatomske lokacije kot tudi med posameznimi telesnimi
predeli masc¢evja. Celi¢ni liniji ASC, izolirani iz trebusnega mascevja, sta se izkazali za
bolj odporni na vpliv mitoksantrona, saj je imel le-ta najmanjsi vpliv na zniZanje stopnje
proliferacije pri ASC-A2. Ob primerjavi rezultatov vpliva mitoksantrona in TSA na
sprozenje senescence pri linijah ASC smo ugotovili, da imata oba sprozitelja senescence
primerljiv vpliv na ASC in sta oba imela najmanj$i vpliv na povisanje stopnje sprozene
senescence pri izpostavitvi celicam ASC-A2 (izolirane iz masc¢evja trebuha). Prav tako so
rezultati vplivov sproziteljev senescence glede na telesno lokacijo izvora ASC potrdili, da
imata mitoksantron in TSA najmanjsi vpliv na ASC, izolirane iz mascobnega tkiva

trebuha, najvecji vpliv pa sta imela pri ASC, izoliranih iz mascevja bokov.
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V nasi raziskavi smo na podlagi rezultatov prisli do ugotovitev, da so ASC, izolirane iz
mascCevja trebuha, bolj odporne na sprozitelja senescence mitoksantron in TSA ter zato
predstavljajo kvalitetnejse celine linije. ASC, izolirane iz mas¢obnega tkiva bokov, pa so
se izkazale kot manj odporne celice in posledi¢no manj kvalitetne. Da bi lahko natan¢neje
opredelili razlike v lastnostih ASC, izoliranih iz razli¢nih telesnih predelov darovalcev, bi
se v prihodnjih raziskavah osredoto¢ili na natan¢nej$o opredelitev prisotnosti oznacevalcev
sprozene senescence pri ASC, na dolocitev sposobnosti adipogeneze in podvrzenosti celic
apoptozi ter na dolocevanje diferenciacijskega potenciala ASC, izoliranih iz razli¢nih
telesnih lokacij mascevja. Vsekakor bo podrobnejse poznavanje znacilnosti razlicnih ASC
glede na njihov anatomski izvor v prihodnosti kljunega pomena za izvajanje ciljno

oblikovanih celi¢nih terapij v regenerativni medicini.
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