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Namen diplomskega dela je preveriti, ali lahko mati¢ne celice (stromalne celice) in
epitelne celice, ki se nahajajo v lasnem mesSic¢ku, vplivajo na rast lasu v in vitro
pogojih. Ker podkozno mascobno tkivo prav tako vsebuje mati¢ne celice, smo
optimizirali izolacijo mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva za namene preucevanja
podporne plasti za rast lasnega mesSicka ter ekstrapolacijo pridobljenega znanja na
estetsko in regenerativno medicino, saj sta metoda in tehnika klju¢nega pomena za
uporabo tako v regenerativni medicini kot estetski kirurgiji. Za ohranjanje visoke
kvalitete celic, namenjenih klini¢ni uporabi, je treba spremljati tudi lokacijo
odvzema mascobnega tkiva. Pri tehni¢nem vidiku izolacije mati¢nih celic iz
mascobnega tkiva je treba izbrati najprimernej$i nacin odvzema (liposukcije), saj so
dologene tehnike (npr. izolacija s peristalticno pumpo) precej agresivne za celice.

Slednje so zelo obéutljive in moramo z njimi pazljivo ravnati. Na podlagi dognanj,

.....

tem zagotovili najvedji donos v $tevilu viabilnih celic. Sodelovali smo tudi na
podro¢ju bioumetnosti. Na ta na¢in smo preko umetniskega projekta Bios in
vitro (predstavljen pod imenoma Las in vitro in Iniciacija) znanost priblizali
Sirsi javnosti in tako z njo komunicirali na razliénih dogodkih. Komunicirali

smo tudi s pomocjo dveh publikacij na temo projekta.
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The purpose of research is to determine if stem cells (stromal cells) and epithelium cells
present in the hair bulb affect the growth of hair in vitro. Adipose tissue located under
the skin can also be the source of stem cells. We began our project with the optimization
of stem cell isolation from adipose with the intention to use them as a feeder layer for
hair growth studies and extrapolation of the gained knowledge to aesthetic and
regenerative medicine. Adipose stem cells are widely used in treatments in regenerative
medicine and aesthetic surgery. To achieve high stem cell quality that is needed for
clinical trials, it is important to know the location from where the adipose tissue is being
taken from. For the successful isolation of viable adipose stem cells we need to select the
appropriate method of liposuction, as certain techniques (e.g. the peristaltic pump) can
be too aggressive for the sensitive cells. Based on the conclusions derived from our
research, we were able to select the best isolation technique. With that optimize stem cell
isolation can be based on each patient, thus allowing a higher cell yield and better cell
quality and viability. We also worked in the field of bioart. With the project Bios in vitro
(also known as Hair in vitro and Initiation) we communicated our research with the
wider public on different events. We also communicated with public with the help of two

project based publications.
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1 UvOD

Albert Einstein pravi, da je najlepSe, kar lahko dozivimo, $e neznano. To je vir prave
umetnosti in znanosti. S temi besedami bi lahko opisala podroc¢je diplomske naloge.

Delovali smo na podroc¢ju znanosti in umetnosti ter odkrivali (za nas) neznano.

Osredotocili smo se na optimizacijo izolacije mati¢nih celic iz maS¢obe in na njihovo
uporabo v »rdeci« oz. medicinski biotehnologiji za potrebe vzgajanja lasnih mesickov v
pogojih in vitro. Nasa dognanja se bodo prenesla na tehnoloske resitve na podrocju

uporabnosti mati¢nih celic v medicini.

UmetniSka zelja po vizualizaciji nas je vodila od kirurSke operacije, do osamitve lasu,
tretiranja lasu v pogojih in vitro in vizualne predstavitve lasu, ki smo jo pripravili s

pomocjo aparature BioStation.

Zelja po doseganju neznanega nas je gnala $e naprej in iz nje se je razvila nadgradnja

umetniskega projekta Bios in vitro, imenovana Iniciacija.

Projekt je sestavljen iz treh dopolnjujocih se delov, in sicer tehnoloSkega,
humanisti¢nega ter umetniSkega dela. Namen projekta je predstaviti znanstvenobioloski
projekt §irsi javnosti na popolnoma nov, izviren nacin, saj menimo, da je pri nas kot tudi

drugod po svetu tehnoloska izvedba mnogokrat skrita pred o¢mi javnosti.

Veja v sodobni umetnosti, ki se imenuje bioumetnost, se je razvila v 80. letih prejSnjega
stoletja, ko je Vilem Flusser napisal serijo esejev o odkritju v znanosti, v katerih je
obravnaval zivljenje, genetsko informacijo, ustvarjanje novih form, evolucijo ipd. S
temi spisi je Flusser uvedel biotehnoloski diskurz v svet umetnosti in predlagal, da se

umetnost neposredno loti manipuliranja z zivim materialom (Tratnik, 2010).
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1.1 NAMEN DELA

Znano je, da se vsak deseti ¢lovek sooca z vecjo izgubo las. Obstajajo razlike v vzrokih
in oblikah izpadanja. Dolo¢ena zdravila lahko prehodno razred¢ijo lase, kot na primer
S§¢itnicni hormoni, zdravila za nizanje holesterola, zdravila za red¢enje krvi, zdravila
proti raku. VVzroki izpadanja so lahko tudi infekcijske bolezni, hormonske spremembe
(nosec¢nost, dojenje) ali pomanjkanje doloCenih hranilnih snovi, kot sta zelezo in cink

(Lanbein in Skalnik, 2007).

Namen dela je preveriti, ali lahko mati¢ne celice (stromalne celice) in epitelne celice, ki
se nahajajo v lasnem meSicku, vplivajo na rast lasu in vitro. V nadaljevanju smo
proucevali tudi maS¢obno tkivo — podkozno tkivo, ki vsebuje mati¢ne celice, ki verjetno
sluZijo kot hranilna plast lasnim meSickom in z medsebojno komunikacijo pripomorejo
k dalj$anju lasu. Populacije celic, izolirane iz mascobnega tkiva ali iz lasnega mesicka,
so podobne mezenhimskim mati¢nim celicam iz kostnega mozga, te pa so se Ze izkazale
kot primerna hranilna plast razlicnim tipom celic (megakariocitom, embrionalnim

mati¢nim celicam).

Zaradi potreb v estetski kirurgiji, ki se nanasajo na pridobivanje kakovostnih mati¢nih
celic iz ¢im manj$ih volumnov vzorcev, smo se lotili priprave kar najboljSega postopka
za izolacijo mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva. Izbrali smo najustreznejSo tehniko
liposukcije in nato izolacije celic v laboratoriju. Nas cilj je bil pripraviti metode s
katerimi bomo lahko kar najbolje izkoristili mas€obo, ki se drzi lasnega tkiva. S tem
bomo lahko v prihodnosti za izolacijo mati¢nih celic uporabili tudi mas¢obno tkivo po

operaciji lasisca ali predela, kjer se nahajajo dlake.

V sklopu diplomske naloge smo optimizirali izolacijo mati¢nih celic iz maScobe za
preucevanje podporne plasti za rast lasnega mesicka in znanje ekstrapolirali na estetsko
ter regenerativno medicino, saj sta metoda in tehnika klju¢nega pomena za uporabo tako

v regenerativni medicini kot estetski Kirurgiji.
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Sodelovali smo tudi na podro¢ju bioumetnosti, saj zelimo na ta nacin preko
umetniskega projekta Bios in vitro (predstavljen pod imenoma Las in vitro in Iniciacija)

znanost priblizati $ir$i javnosti in tako z njo komunicirati.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Maticne celice iz lasnega mesicka vplivajo na rast lasu in vitro, pri tem pa jim pomagajo

tudi mati¢ne celice iz mascobnega tkiva.

Las je mozno gojiti v pogojih in vitro dalj ¢asa.

Za boljsi izkoristek potenciala mati¢nih celic je potrebna optimizacija protokola za

osamitev o0z. izolacijo mati¢nih celic.
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2 PREGLED OBJAV

Za razumevanje tematike diplomske naloge je treba poznati pomen in vliogo dlake med
evolucijskim razvojem ¢loveka (povezani obrambni mehanizmi na vplive iz okolja).
Evolucijski pritisk na izgubo poraScenosti hominidov (Clovec¢njakov) je privedel do
obarvanosti koze. Razumevanje razvoja/funkcije dlake oz. lasu se tako nanasSa na sam

zacetek pojava dlake oz. porascenosti in njen funkcijski pomen.

2.1 BARVA KOZE

2.1.1 Evolucija barve koZe pri ¢loveku in izguba porascéenosti

Barva koze je odvisna od koliine rjavega pigmenta melanina, rumenega pigmenta
karotena in barve krvi, ki proseva iz krvnih zil, oz. od koli¢ine kisika, vezanega na

hemoglobin v eritrocitih (Stiblar Martingi¢, 2008).

Pigment melanin tvorijo pigmentne celice, imenovane melanociti, ki lezijo v temeljni
plasti pokoznice (Stiblar Martingi¢, 2008). Melanin deluje kot filter za UV-zarke in §Giti
kozo pred opeklinami (Anatomski ..., 2004). 1z bazalne plasti se dvigne v vi$jo plast, ko
se bazalne celice delijo in migrirajo v roZeno plast (Statum corneum) ter na ta nacin
za$citijo vse plasti koze kot tudi krvne zilice pred son¢nimi poskodbami (Juzeniene in
sod., 2009). Koli¢ina melanina je v razlicnih predelih koZe in tudi drugih organih
razli¢na (Stiblar Martin¢i¢, 2008). Visoke koli¢ine melanina najdemo v doloenih delih
koze, kot so son¢ne pege, materina znamenja, prsne bradavice, prsni kolobar. ManjSe
koli¢ine zasledimo v ustnicah, na delih zunanjih splovil, dlaneh, podplatih in na spodnji
strani prstov na rokah ter nogah (Seeley in sod., 1995). Ljudje temne polti imajo veéjo
koli¢ini melanina, ljudje svetle polti pa manjSo. Nastajanje melanina tudi razlozi razlike
v obarvanosti koze glede na letne Case (Anatomski ..., 2004). Sam proces nastajanja
melanina imenujemo melanogeneza (Zorc, 2012). Poleti porjavimo, ker smo dalj ¢asa
izpostavljeni son¢nim zarkom (Anatomski ..., 2004), zato se nastajanje melanina

pospesi do take mere, da zavaruje belo kozo (Clovesko ... 1985). Melanin v
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keratinocitih v obliki kapice pokrije zgornji pol jedra in tako zasciti DNA pred
Skodljivim uc¢inkom UV-sevanja (Zorc, 2012). S tem prepreci prodor zarkov globlje v
plasti koze. Melanocit je celica z mo¢no razvejano citoplazmo, ki vsebuje celi¢ne
organele za tvorbo pigmenta. Melanociti ne tvorijo keratina in vsebujejo
visokospecifi¢ne fenotipi¢ne organele — z membrano obdane melanosome z melaninom,
ki je koncni produkt sintetske aktivnosti melanocitov (Zorc, 2012). Zrela zrnca
melanina prestopijo v citoplazmo keratinocitov, kjer lezijo ob jedru in ga varujejo pred

sonénim UV-sevanjem (Stiblar Martingi¢, 2008).

7 Rozena
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Slika 1: Prikaz plasti koZe (A) 1n pokoznica z melanocit mn langerhansovo celico med keratmociti (B)
(Stiblar Martin¢ic¢, 2008: 23)

Najstarejsi primerki hominidov (¢lovecnjakov) so najverjetneje imeli nepigmentirano ali
rahlo pigmentirano povrhnjico, prekrito s ¢rno dlako. Pigmentacija in izguba dlake sta
se zaceli ze zelo kmalu v evoluciji rodu Homo (pred 1,5 do 2 milijoni let). Temnejsi
epidermis je zaSCitil Zleze znojnice pred poskodbami, povzrofenimi s strani UV-
radiacije, na tak nacin se je za$citila celotna telesna termoregulacija. Z vidika evolucije
in uspeha vrste je smisel pigmentacije v tem, da nas melanizirana koZa zasciti pred UV -
inducirano fotolizo folata, metabolita, ki je esencialen za normalen embrionalni razvoj
nevralne cevi oz. hrbtenjace in spermatogenezo. Folati spadajo med vitamine B in so
bistveni za ohranjanje normalne DNA (Jablonski in Chaplin, 2000; Wheeler, 1996). Ko
so se hominidi zaceli seliti iz tropskega okolja, se je razvila depigmentacija, ki je

omogocila UV-inducirano sintezo vitamina D (Yuen in Jablonski, 2010).
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Barva koze je prilagodljiva in labilna, saj se je med evolucijo veckrat spremenila. Zato
barva koze ni primerna za doloCevanje filogenetskih povezav med modernimi
¢loveskimi skupinami. Jablonski in Chaplin (2000) sta v $tudiji The evolution of human

skin coloration ugotovila naslednje:

- Odbojnost koze je mocno povezana z absolutno geografsko Sirino in stopnjo
UV-sevanja. Najvisjo korelacijo med odbojnostjo koze in stopnjo UV-sevanja so
opazovali pri valovni dolzini 545 nm, tj. v blizini maksimalne absorpcije
oksihemoglobina. Iz tega je razvidno, da je glavna vloga melanina pri ¢loveku
za8Cita pred poskodbami, ki jih povzroca UV sevanje, na vsebino krvnih zil,

lociranih v dermisu.

- Majhno odstopanje izmerjenih vrednosti predvidene odbojnosti koze iz

podatkov, ki so na voljo v podatkovnih bazah in literaturi.

- Zenske so svetlejse polti kot moski zaradi velike potrebe po vitaminu D3 v &asu
nosecnosti in laktacije za normalen razvoj otroka. Klju¢nega pomena je
transformacija iz provitamina D3 v vitamin D3 z vmeshimi transformacijami
[izpostavljenost soncu povzro€i, da se 7-dehidroholesterol v kozi spremeni v
provitamin Ds. Pod vplivom UV-sevanja pride do izomeracije, s tem pa do

nastanka vitamina Dg].

- Pigmentacija koze znotraj avtohtonih prebivalcev je v korelaciji z UV-sevanjem
in predstavlja kompromisno reSitev med navzkrizji fizioloSkih potreb po
fotoprotekciji in sintezo vitamina D (Jablonski in Chaplin, 2000; Wheeler,
1996).

Juzeniene in sod. (2009) so obravnavali vec hipotez, in sicer v povezavi s temnejSo
kozo: zaScita zlez znojnic in kozne vaskulature, zascCita koze pred rakom, zascCita pred
preveliko produkcijo vitamina D, prikrivanje, obramba pred mikroorganizmi, zascita

folatov v krvi. V povezavi s svetlejSo kozo so obravnavali hipoteze, ki se nanasajo na
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spolno selekcijo in spolni dimorfizem, adaptacijo na hladnejSe okolje, vitamin D in
genetski zdrs. V svojem cClanku so obravnavali tudi genetski vidik barve koze,
poljedelstvo in povezavo z vitaminom D ter efekt vitamina D na zdravje. V svoji
raziskavi so prisli do spoznanja, da je do spremembe barve koze prislo zaradi adaptacije
na son¢no UV-radiacijo (zascita zlez znojnic, zasc¢ita pred soncnimi opeklinami, koznim
rakom, pomanjkanje vitamina D, obramba proti mikroorganizmom itd.) in/ali spolne
selekcije. Migracije v obmocja z visjo UV-radiacijo so vodile do temnejse kozne barve,
medtem ko so migracije v obmocja z nizjo UV-radiacijo vodila do svetlejSe kozne

barve.

Kljub temu ne smemo zanemariti ostalih faktorjev, ki so imeli dolofeno vlogo.
Temperatura in hrana sta bili verjetno sekundarni determinanti (Juzeniene in sod.,
2009).

Smiselno je izpostaviti tudi dognanje, ki ga opisuje Barsh (2003), ki pravi, da imajo vsi
tipi barve koze enako Stevilo melanocitov, vendar so $tevilo, velikost, agregacija in
distribucija melanosomov znotraj keratinocitov razlicni. Melanosomi in keratinociti
temnejSe koZe so vecji, bolj pigmentirani in distribuirani individualno/posamezno. Koza
t. i. Kavkazov (ljudi, ki izhajajo iz Evrope, S Afrike, Z Azije, J Azije in predelov
centralne Azije) vsebuje manjSe keratinocite, ki vsebujejo manj melanina in so

distribuirani v skupinah. TemnejSa koza vsebuje ve¢ melanosomov.

2.1.2 Vloga vitamina D v evoluciji koZne barve

Obstajata dve hipotezi, ki pojasnjujeta vzrok variabilnosti barve koze: ena bazira na
naravni selekciji, druga pa na seksualni oz. reproduktivni selekciji, ki je omogocila

obstoj vrste (Yuen in Jablonski, 2010).

Hipoteza, ki govori o posvetlitvi koze, se sklicuje na optimizacijo proizvodnje vitamina
D. Nekateri raziskovalci na tem podrocju trdijo, da je imelo pomanjkanje vitamina D, ki
vodi do S$tevilnih obolenj (rahitisa, osteomalacije (mehcanja kosti) in poSkodb o0z.

povedanja nezmoznosti reprodukcije), vlogo selekcijskega pritiska. Studije na Zivalih in
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klini¢na opazovanja so ovrednotila vpliv vitamina D na plodnost. Njegovo pomanjkanje
lahko privede do vrste razlicnih klini¢nih obolenj, ki Skodujejo zdravju in povecajo
stopnjo umrljivosti. Poveca se dovzetnost za bakterijske in virusne okuzbe, za rahitis in
osteomalacijo ter osteoporozo, moznost za obolenje za rakom, visok krvni tlak, bolezni
srca in ozilja, v zrelejsi dobi ¢loveka lahko vodi v diabetes, avtoimunske bolezni, kot so
multipla skleroza, revmatoidni artritis, vnetne Crevesne bolezni, diabetes tipa 1 in
bolezni dlesni (Yuen in Jablonski, 2010). Yuen in Jablonski (2010) v svoji $tudiji trdita,
da se je svetlejSa barva koze na vi§jih zemljepisnih Sirinah razvila zaradi lazje
proizvodnje vitamina D v razmerah z nizko radiacijo UV-B, da bi preprecila Stevilne

bolezni v povezavi z reproduktivnostjo in zgodnjo umrljivostjo.

2.2 CELOSTEN VIDIK LASU OZ. DLAKE

2.2.1 RoZenenje

Rozenenje ali keratinizacija je dinamicen proces z biokemi¢nimi ali morfoloskimi
spremembami v celicah. Je posledica aktivnosti epitelijskih celic, pri kateri se tvorijo
rozene strukture, kot so roZena plast koze, lasje, dlake in nohti. V kozi poteka roZenenje
od temeljne plasti, ki je skupaj s trnasto odgovorna za obnovo celic podkoznice, do

rozene plasti z mrtvimi celicami, podobnimi roZenim luskam (Stiblar Martin¢i¢, 2008).

Rozene tvorbe — lasje, nohti in rozena plast pokoznice — nastanejo zaradi aktivnosti
epitelijskih celic (Stiblar Martingic, 2008).

Lasje in dlake imajo enako zgradbo. Las kot roZena tvorba lezi v lasnem meSicku, ki je
pod kozo. Del lasu pod kozo imenujemo korenina, nad koZo je steblo. Las je zgrajen iz
vec plasti: sredica je osredn;ji del, ki ga obkroza skorja. Sledita notranja in zunanja lasna
ovojnica, ki ju v koreninskem delu obdaja vezivni tulec. Ob laseh in dlakah je gladka
miSicna jezilka. V lasni meSicek se izlivajo zleze lojnice. Lasje in dlake imajo predvsem

zaS¢itno nalogo. Lasje predstavljajo izolacijo pred mrazom in sonénimi Zarki ter $¢itijo
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pred udarci. Obrvi in trepalnice §€itijo zrklo. Prav tako sluzijo zas¢iti dlake na vhodu v

nosno votlino, uho, zadnji¢no odprtino in noznico (Stiblar Martingi¢, 2008).

dlaka

znojnicx‘(
A v
e .

. pokoznica
lojnica
ko‘llellgﬁgzka . usnjica
elasti¢na
vlakna

mascoba

dla¢ni meSicek
Slika 2: Koza in nekateri njeni derivati (Stiblar Marting&i¢, 2008: 21)

2.2.2 Stopnja razvoja lasu oz. dlake in obarvanost

2.2.2.1 Stopnje razvoja lasu oz. dlake

Lasje (dlake) se pri zarodku pojavijo v devetem embrionalnem tednu. Iz bazalnih celic
epidermisa se razvije matriks, iz veziva papila, pridruzujejo se Se lojnice in miSica
najezevalka (errector pili). Po rojstvu ni ve¢ neogeneze lasnih foliklov. Fetalni lanugo
zamenjajo po rojstvu brezbarvni velusni lasje (dlake), kasneje pa terminalni lasje
(dlake). Stevilo lasnih (dlagnih) foliklov in njihova aktivnost sta dedno dolo¢ena, nanje
pa delujejo tudi hormonski vplivi. Zlasti pomembno je delovanje androgenih hormonov
(Kocjanci¢, 1993).
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2.2.2.2 Vrste dlake

Clovesko telo pokrivajo razli¢ne vrste dlak.

LANUGO DLAKE se pojavijo okoli 5. ali 6. meseca fetalnega razvoja in predstavljajo
prve dlake, ki nastanejo po razvoju foliklov in enakomerno pokrivajo celotno telo.
Navadno obstajajo le v Casu intrauterinega zZivljenja oz. odpadejo med 7. in 8. mesecem
embrionalnega Zivljenja. Lanugo dlake so tanke, relativno dolge, mehke, brez medule in

obi¢ajno nepigmentirane (Rook, 1965; Seeley in sod., 1995; Godi¢, 2009).

VELUSNE DLAKE nadomestijo lanugo dlake skoraj na vseh delih telesa, razen na
dlaneh, podplatih, ustnicah, spodnjih povrSinah prstov in na mestih, kjer se razvijejo
terminalne dlake. Velusne dlake so tanke, do 2 cm dolge dlake postnatalnega zivljenja
brez medule in so hipopigmentirane ali nepigmentirane (Rook, 1965; Seeley in sod.,
1995; Godié, 2009). Pri moskih obrazne velusne dlake zamenjajo terminalne dlake, ki
oblikujejo brado (Seeley in sod., 1995).

TERMINALNE DLAKE delimo na primarne in sekundarne. Primarne zamenjajo
lanugo dlake na predelu lasis¢a, obrvi in trepalnic, preden pride do poroda. Te so grobe,
pigmentirane, relativno dolge in vsebujejo medulo. Sekundarne terminalne dlake se
razvijejo v puberteti kot odgovor na androgene hormone (Rook, 1965; Seeley in sod.,
1995; Godi¢, 2009). Pri moskih terminalne dlake predstavljalo 90 % pokritost po telesu
na predelih prsnega koSa, nog, rok in dlak pod pazduho. Pri Zenskah terminalne dlake

predstavljajo 35 % pokritosti po telesu (Seeley in sod., 1995).

INTERMEDIATNE DLAKE so vmesni tipi dlak med velusnimi in terminalnimi
dlakami (Godi¢, 2009). V nekaterih foliklih je ta prehod nenaden, na primer na glavi
pred rojstvom ali v predelu sramni¢nih dlak v ¢asu pubertete. V drugih foliklih nastane
ve¢ generacij intermediatnih dlak, od tega je vsaka naslednja rahlo bolj groba od

prej$nje, dokler se ne razvijejo terminalne dlake (Rook, 1965).

10
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2.2.2.3 Barva las

Zasnova za barvo las in koze je zapisana v nasSih genih. Pigment, ki je odgovoren za
barvo, se imenuje melanin (Griffiths in sod., 2008). Melanin je organski polimer iz
derivatov oksidacije tirozina (Barsh, 2003). Delimo ga na dva tipa: feomelanin (odtenki
rdece in rumene), ki je bogat s cisteinom, ter manj topljiv evmelanin (odtenki rjave in
¢rne) (Griffiths in sod., 2008; Barsh, 2003). Barvni odtenek ni odvisen le od vrste
melanina, temveC tudi od Stevila, oblike, velikosti in razporeditve pigmentnih zrnc
(Zviak in Dawber, 1986). Izjema so rdeci lasje, kjer melanin vsebuje Zelezo (Seeley in

sod., 1995).

Nastajanje melanina se s starostjo zmanjSuje. V steblo lasu prodirajo mehurcki zraka,

kar mu daje sivo ali belo barvo (Clovesko ..., 1985).

Celotna (bio)kemija melanina se odvija v koznih celicah, imenovanih melanociti.
Melanin se sintetizira po vecstopenjskih biosinteznih poteh, pri katerih igrajo encimi
vlogo katalizatorjev. Feomelanin je normalni produkt koncane biosintezne poti, ki je
odgovoren za svetli ton las. Kljub temu ima vecinska populacija temnejse lase. Pri tej
populaciji pride do transformacije iz feomelanina v evmelanin. Pri tem preobratu
sodeluje pomemben proteinski hormon, ki se imenuje melanocitni-stimulirajo¢i hormon
(MSH), ki je kodiran z genom, ki se izraza v hipofizi. MSH se v membranah
melanocitov veze na receptor, imenovan melanokortin-1 (mclr), kar povzroci kaskado
dogodkov in se odraza kot produkcija evmelanina. Prisotnost alela mclr je v nasi
populaciji pogosta, a vendar samo aktivnost to¢no dolocenega alela privede do temnejSe
barve lasu. Rezultat ostalih alelov so variacije feomelanina (rdeci, rjavi, svetli lasje)

(Griffiths in sod., 2008).

11
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2.3 OSNOVNE ZNACILNOSTI LASU

2.3.1 Morfologija lasu

Lasje nastajajo v plasti koze usnjici in rastejo z delitvijo hitro rastocih celic iz lasnih
foliklov, ki so sestavljeni iz zunanje in notranje plasti. Zunanja plast predstavlja tkivo,
ki je prepredeno z zilicami in zivci. Notranjo plast predstavljata zunanji in notranji ovoj.
Zunanji ovoj tvori steno lasnega mesicka ali folikla. S tem poimenujemo drobno jamico
cevaste oblike, iz katere raste las. Na dnu meSicka je las porascen in odebeljen v lasno
¢ebulico. Ta je sestavljena iz celic, ki z delitvijo tvorijo las, ki se nadaljuje v lasno
¢ebulico, ki tvori matriks. V spodnjem delu lasnega mesicka se vezivno tkivo ¢epasto
razras¢a v tkivo pokoznice in tako tvori lasno brboncico ali papilo, v kateri so krvne
zilice, ki izlo¢ajo hranilne snovi. Tkivo pokoZnice, ki obkroza lasno papilo, lahko
primerjamo z zarodno plastjo pokoznice s sposobnostjo delitve. Imenujemo jo lasni
matriks, njegove celice, ki se lahko delijo, pa keratinociti. Lasna brbonéica je
pomemben sestavni del mesSicka, ki S proliferajocimi celicami lasu nadzira rast in stanje

lasu (Hagman, 1998; Huster in sod., 1998).

Anatomsko se las razdeli na lasno korenino, lasno steblo in lasni vrh. Lasna korenina se
nahaja v koZi in jo obkroZa lasna ovojnica, s katero tvori lasno ¢ebulico. Lasno steblo je
vidni del lasu, ki je nad povrSino in je zgrajen iz lasnega strZzena (medule), lasne skorje
(korteksa) in lasne povrhnjice (kutikule) (Majdic, 2004). Tvorba stebla se pricne z
intenzivno proliferacijo in diferenciacijo maticnih celic v lasni ¢ebulici. Celice lasne
Cebulice se pomikajo proti povrSini. Med te celice se vrivajo melanociti (Godi¢, 2009).
Lasni vrh je razli¢nih oblik, lahko je naravno konicast, strizen, obrabljen, razcepljen itd.

(Majdi¢, 2004).

Dermalna papila ali brboncica je sestavljena iz skupine celic fibroblasta, ki se vihajo v
epitelni del lasnega folikla. To je edini dermalni oz. kozni element v foliklu in je
odgovoren za nadzor lasnega cikla. Velikost nastalega lasu je direktno povezana z
velikostjo papile. Ce dermalno papilo odstranimo, prepre¢imo nadaljnjo rast. Med

samim ciklom ni ve¢jih sprememb v morfologiji papile (Zviak in Dawber, 1986).

12
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Razvojno so melanocite celice, ki izvirajo iz celic nevralnega grebena. V povrhnjici
tvorijo povezave s keratinociti preko njihovih dendritov. Glavna funkcija teh celic v
kozi je pigmentacija, Saj imajo sposobnost pridobivanja melanina. Sama pigmentacija
lasu je rezultat tvorjenja pigmentnih zrnc, ki se oblikujejo tudi v lasni ¢ebulici (Zorc,
2012).

Lasna korenina je proliferativni del lasnega folikla. Dva do trije sloji bazalnih celic
predstavljajo papilo, te celice so predhodniki vseh celic, ki se premikajo proti povrSini.
Del lasu, ki je nad povrsino pokoznice, imenujemo lasno steblo, ta predstavlja le eno
tretjino celic, ki se diferencirajo iz lasne ¢ebulice. Znotraj lasne ¢ebulice se nahaja tudi
melanocitna populacija — to so dendritne celice, ki prispevajo pigment. V spodnji
Cebulici so mati¢ne celice enotne oblike, celice v zgornji Cebulici pa zacnejo z
diferenciacijo v Sest koncentri¢nih cilindrov — notranji trije predstavljajo »bodoci« 1as,
zunanji trije pa intrinzicne sloje notranje koreninske plasti (Zviak in Dawber, 1986;

Hagman, 1998).

Lasni ovojnici sta odgovorni za prehranjevanje nastajajocega lasu, hitrost gibanja celic
proti povrsini in dokon¢no obliko lasu. Zunanja koreninska ovojnica je nadaljevanje
povrsinskega epidermisa in obdaja lasni meSi¢ek po celi dolzini, ne obdaja pa spodnje
¢ebulice. Notranja lasna ovojnica leZi pod zunanjo in je zgrajena iz treh plasti. Od
znotraj navzven si sledijo: kutikula notranje lasne ovojnice, ki lezi nad kutikulo lasnega

stebla, Huxleyjeva in Henlejeva plast (Godi¢, 2009).

Las je grajen koncentri¢no. Od sredine lasu proti zunanjosti si sledijo medula, korteks,
lasna kutikula, notranja lasna ovojnica in zunanja lasna ovojnica. Lasno steblo
sestavljajo luskasta plast, vlaknasta plast in sredica (Godi¢, 2009). Nastanek teh treh
plasti pogojujejo genetski dejavniki v keratinocitih, stopnje mehanskega preoblikovanja
in pritiska novonastalih celic, ki pomikajo mehko celi¢no snov navzgor. Plasti nastajajo

v preoblikovalni coni, ki se nahaja v lasnem foliklu (Huster in sod., 1998).
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Slika 3: Shematski prerez lasu, ki prikazuje glavne komponente lasnega stebla (Harding in Rogers, 1999)

KUTIKULA ali zunanja luskasta plast tvori zunanjo, najtanjSo plast lasnega stebla
(Syred, 1991) in je epidermalnega izvora. Celice kutikule so urejene v Sestih do desetih
plasteh (Godi¢, 2009). Te celice so brez barvila (Hagman, 1998). Kutikula skupaj z
notranjim koreninskim ovojem omogoca trdnost in zasidranost las v lasis§¢u. Sestoji iz
mrezasto postavljenih, druga na drugi lezecih celic, ki so med seboj povezane s
proteinskim in lipidnim vezivom. Prva naloga kutikule je zascita lasu pred zunanjimi
vplivi (Huster in sod. 1998). Ce je las mo&no poskodovan, se debelina prekrivajoéega
sloja celic zmanjSa do tocke, ko kutikule ni vec€ in je korteks odkrit (ni zas¢iten). V tem
primeru lahko korteks razpade. Locimo tri sloje kutikule, in sicer: notranjo stran
(endokutikula), zunanjo stran (eksokutikula) in A-sloj (na zunanjem robu eksokutikule)
(Harding in Rogers, 1999; cit. po Karnicar, 2007).
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KORTEKS ali skorja tvori osrednji del lasu in daje steblu mehani¢ne lastnosti. Tvorijo
ga vretenaste celice, ki potekajo vzporedno z vzdolzno osjo lasnega stebla (Godic,
2009). Celice so med seboj mocno prepletene z membranskimi proteini, kar jim daje
trdnost in obliko, poleg tega pa doloca tudi gladek ali nakodran videz lasu. To plast po
velikosti sestavljajo protofibrili, keratinski mikrofibrili in makrofibrili. To je
najpomembnejsa plast lasu in predstavlja kar 80 % njegovega volumna, s prisotnostjo
pigmentnih delcev pa daje lasem tudi barvo (Huster in sod., 1998). Premer korteksa je
odvisen od Stevila celic v lasni Cebulici, ki so sposobne mitoze, in hitrosti njihove
celi¢ne delitve (Zviak in Dawber, 1986). Celice v spodnjem delu mesicka producirajo o-
keratinske fibrile. Keratinizacija je proti zgornjem delu mesic¢ka popolnejsa. Stabilne
disulfidne vezi in mikrofibrili se zdruzujejo v makrofibrile. Fibrilarne proteine obdajajo
matriksni proteini (Godi¢, 2009).

Organizacija keratiniziranih celic in biokemijska sestava omogocata lasem odpornost
proti uni¢ujo¢im silam, kot so trenje, vle€enje, upogibanje in UV (Zviak in Dawber,

1986).

MEDULA je notranja plast, ki nastane v preoblikovalnem delu lasnega meSicka (Huster
in sod., 1998). Sestavljena je iz medularnih celic, ki vsebujejo zra¢ne mehurje in zrna
mascobe. Pri mnogih Zivalih zavzema medula ve¢ kot 50 % premera lasnega stebla in
ima pomembno termoregulacijsko vlogo. Pri ¢loveku pa se pogosto pojavlja v
presledkih vzdolz lasnega stebla ali povsem manjka, verjetno ker nima ve¢ tako
pomembne vloge. Medula ni prisotna v vseh ¢loveskih laseh. Lahko je kontinuirana ali
diskontinuirana, kar se lahko zgodi iz dveh razlogov: je fragmentirana ali je prekinjena.
Njena morfologija se mo¢no razlikuje glede na morfologijo ostalih lasnih komponent.
Znacilni so Stevilni vecji medceli¢ni in znotrajcelicni prostori, proteinski material v
celicah je amorfen in nestrukturiran (Zviak in Dawber, 1986; Harding in Rogers, 1999;

cit. po Karnicar, 2007).
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2.3.2 Osnovne znaéilnosti lasu in lasni cikel

Las je sestavljen iz lasnega stebla, ki raste iz lasnega korena, usidranega v lasnem
mesicku v kozi lasiS¢a. Las nastaja z relativno hitro delitvijo proliferativnih celic v
lasnem mesicku, ki je dobro prekrvavljen in oskrbovan s hranili oz. gradbenimi
elementi, potrebnimi za rast. Novo nastajajoCe celice se kmalu, ze v lasnem mesicku,
diferencirajo oz. preoblikujejo, keratinizirajo in pigmentirajo ter tvorijo mrtvo lasno
steblo. Lasno steblo vsebuje vodo, lipide, minerale in pigment melanin (Majdic, 2004).
Glavna sestava lasu (dlake) je skleroprotein keratin, ki ima nasprotno od keratina v

stratumu korneumu epidermisa zelo veliko cisteina (20 %) (Kocjanci¢, 1993).

Lasje ne rastejo neprekinjeno celo Zivljenje tako kot nohti, ampak ima vsak folikel svoj
dedno dolocen ciklus, ki ni usklajen z drugimi folikli. V lasnem ciklusu lo¢imo tri

obdobja:

- anageno obdobije rasti (traja 3 do 6 let, las zraste 0,35 mm na dan),

- katageno prehodno obdobje (traja le nekaj dni, las preneha rasti in se morfoloSko

spremeni),

- telogeno obdobje mirovanja, ko se las po¢asi pomika navzven in kon¢no po treh
do Stirth mesecih izpade. V tem casu v foliklu Ze nastaja nov las (Kocjancic,
1993).

Las, ki je v telogenem obdobju, izpulimo brez bolecin. To so lasje, ki izpadajo ob

vsakodnevnem cesanju (Kocjancic, 1993).

Trajanje posameznih obdobij lasnega ciklusa in funkcionalno stanje lasiS§¢a odsevata v
razmerju med anagenimi, telogenimi in katagenimi folikli oz. lasmi. To razmerje lahko
ugotovimo, ¢e naredimo trihogram. Trihogram je preiskava epiliranih las v mikroskopu
z 10- do 30-kratno povecavo. Na ¢loveSkem lasi$¢u je veina las v anagenem obdobju,

4—24 % las je v telogenem obdobju in priblizno 1 % las v katagenem obdobju. Ce je na
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lasis¢u do priblizno 100.000 lasnih foliklov, lasni ciklus katerih traja 1000 dni, to
pomeni, da fiziolosko vsak dan izpade do 100 las. Pri razli¢nih boleznih las je to

razmerje spremenjeno, v trihogramu pa se lahko pojavijo tudi bolni, distroficni lasje

(Kocjancic, 1993).

Razmerje lasnih foliklov, ki so v anagenu, je ve¢je v otrostvu in manjSe v starosti. Pri
zdravem odraslem ¢loveku je 85—95 % foliklov v fazi anagen, 4—14 % v fazi telogen

in 1 % ali manj vseh foliklov v fazi katagen (Rook, 1965).

2.3.2.1 Morfogeneza v zarodku

Raziskava, ki sta jo opravila Paus in Cotsarelis (1999) na podganah, opisuje, da se prvi
zametki las oblikujejo 16 dni po zacetku brejosti. Takrat je periderm, ki ovija zarodek,
odstranjen, oblikovati se pri¢ne povrhnjica organizma. V manj$i obliki se nadalje
pojavijo tudi lasni folikli z oblikovanimi dermalnimi papilami. Podoben, a

dolgotrajnejsi proces poteka tudi pri ljudeh.

Rast lasnega folikla je razdeljena na 7 faz. V zacetni fazi (0) se izoblikuje meja med
povrhnjico in usnjico. V fazi 1, ki nastopi med 8. in 12. tednom nose¢nosti, Se zacne
oblikovati lasni folikel kot odgovor na signalne elemente iz okolja. V fazi 2 se pri¢no
celice povrhnjice zgos¢evati in prodirati v usnjico. V 3. fazi, ki nastopi med 12. in 14.
tednom nosecnosti, se formira plakoda, ki povzro¢i zgodnjo »peg fazo« lasnega
mesicka, oblikuje se tudi dermalna papila. V fazi 4 se pokazejo zametki lasnih ovojev.
V fazi 5, ki nastopi med 13. in 16. tednom, se povrSinski deli lasnega folikla razdelijo v
dve asimetri¢ni izboklini. V 6. fazi se oblikuje lasno steblo. V fazi 7, ki je tudi zadnja
faza rasti lasnega folikla, las predre povrhnjico (Morioka, 2005; Blume-Peytavi in sod.,
2008).
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Folikogeneza
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Slika 4: Razvoj lasu in lasni cikel (Stenn in Cotsarelis, 2005:2)
Opis: Spodnji folikel se regenerira pred zadetkom vsakega cikla, za svoje delovanje koristi povezavo med
epitelnimi in mezenhimskimi interakcijami mati¢nih celic v ¢ebulici (B) in aktivnost mezenhimskih celic

lasne papile (P).

2.3.2.2 Morfogeneza po rojstvu

Glede na cas nastanka las lo¢imo tri faze porascenosti pri ¢loveku — primarno,
sekundarno in kon¢no porasc¢enost. Primarna poras¢enost se razvije v zarodku in odpade
pred porodom ali pa 6 mesecev po rojstvu. Ta tip porascenosti imenujemo tudi lanugo.
Za sekundarno poraséenost so znacilne velusne dlake, ki nadomestijo lanugo dlake. To
se kaze v obliki puhastih dlacic, ki ostanejo na telesu tudi pozneje. Po 6. letu zivljenja,
ko se okrepijo tudi vse kratke dlake, nastopi koncna poraScenost, ki se lahko zavlece
tudi do 60. leta zivljenja (Huster in sod., 1998). Po rojstvu, ko primarni lasje izpadejo,
gre vsak novonastali lasni folikel skozi cikli¢no rast, ki jo uravnavajo Stevilni rastni
faktorji in receptorji. Ti so kljuénega pomena za normalen razvoj las in delovanje
lasnega cikla. Vendar noben od rastnih faktorjev ne igra kljuéne in dominantne vloge.
Faze, ki so jim lasni folikli podvrzeni in zaradi katerih lasje rastejo, so: faza rasti
(anagen), faza represije rasti (katagen) in faza pocitka (telogen) (Paus in Cotsarelis,
1999).

18



Marié¢ A. Bios in vitro.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, §tudij biotehnologije, 2013

Permanentni
delfolikla

Znojnica

Zunanji Notranji
koreninski
ovoj

Lasna ¢ebulica
Dermalna papila Q

Anagen

Dermalna papila

Korenina

Dermalna papila

Anagen

Anagen Katagen Telogen Zacetniin srednji anagen

Slika 5: Faze rasti lasu (Randall in Botchkareva 2009: 10)

2.3.2.3 Lasni cikel

Za lasni cikel so znacilne tri faze: faza rasti (anagen), prehodna faza (katagen) in faza
mirovanja (telogen). Po obliki lasnih mesi¢kov ugotovimo, v kateri od treh faz je las v

doloc¢enem trenutku. Lasni cikel uravnava dermalna papila (Godi¢, 2009).

2.3.2.3.1 Anagen

Anagen je faza rasti, ki se pri¢ne s tvorbo novega lasu in je obdobje, ko las aktivno
raste. Mati¢ne celice v suprabulbarnem delu mesicka se intenzivno delijo (Godic,
2009). Ko las raste iz lasne cebulice, se lasni meSicek pogreza globlje v usnjico
(Hagman, 1998). Podrobneje jo razdelimo v 6 stopenj (Randall in Botchkareva, 2009).
Je najdaljsi del rastoce faze. Gre za fazo z visoko metabolno in mitotsko aktivnostjo.
Folikel se ponovno oblikuje po prej$nji mirujoci fazi v procesu, podobnemu zacetnemu
razvoju, le da je lasni zametek Ze prisoten in je lasni kanal, ki ga povezuje s povrsino

koze, ze vzpostavljen (Harding in Rogers, 1999; cit. po Karnicar, 2007).

Anagen faza I: Lasni zametek zac¢ne z mitotsko delitvijo.
Anagen faza Il Folikel raste navzdol okrog dermalne papile, zacne se tudi prva
diferenciacija germinativnih celic v notranji koreninski plasti.

Anafen faza Ill:  Folikel pridobi svojo maksimalno dolzino 4—35 mm, lasna ¢ebulica
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Anagen faza IV:

Anagen faza V:

Anagen faza VI:

obda dermalno papilo. V ¢ebulici lahko vidimo melanocite, nastane
notranja koreninska plast.

Visoka mitotska aktivnosti v celicah ¢ebulice lasu. Vidimo tudi
sintezo korteksa in medule ter pigmentne granule. Las se Se ne
podaljsa prek notranje koreninske plasti.

Folikel doseze karakteristi¢no obliko Cebulice, pri ¢emer spodnji del
Cebulice obda dermalno papilo. Konica novega lasu odrine stran
starega in doseze epidermis. Proces do te faze traja priblizno 3
tedne.

Las je viden nad povrSino koze in naprej raste brez nadaljnjih
sprememb folikla, dokler se ne zacne faza katagen (Harding in

Rogers, 1999; cit. po Karnicar 2007).
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Slika 6: Prikaz folikla v fazi anagen (Parakkal, 1979)
Faza anagen se od drugih faz razlikuje predvsem po spremembah, ki vplivajo na kozo in
zilni sistem, saj se Zilni preplet ob lasnih mesickih med fazo ob¢utno poveca (Randall in

Botchkareva, 2009).

Anageno obdobje lasu traja pri ¢loveku od 2 do 8 let (Godi¢, 2009). Las zraste okoli
0,35 mm na dan (Kocjancic, 1993).
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2.3.2.3.2 Katagen

Katagen je prehodna faza, traja priblizno od 3 do 4 tedne (Godi¢, 2009). V tej fazi se
lasna ¢ebulica loci od lasne papile, pri ¢emer pa las Se vedno dobiva hranilne snovi iz
sten lasnega mesicka. MesSicek, ki ostane pod cebulico, se skréi, nato pa izpade
(Hagman, 1998). Zmanjsata se mitoti¢na dejavnost mati¢nih celic in melanogeneza. Las
postane hipopigmentiran. Lasne ovojnice se strukturno spremenijo, bazalna membrana
zunanje ovojnice se zadebeli, lasno korenino pa obda fibrozna kapsula. Nastopi
apoptoza distalnega dela zunanje lasne ovojnice (Godi¢, 2009). Dendriti se skrcijo in
pigment ni ve¢ injiciran v korteks, ki zato postane bled ali bel pri koncu korenine.
Celi¢ne delitve v lasni ¢ebulici se upocasnijo in s¢asoma ustavijo. Celice v zgornjem
delu ¢ebulice Se naprej potujejo navzgor do folikla in se diferencirajo, sinteza medule in
kutikule se ustavi, le korteks ter notranja koreninska plast Se vedno nastajata. Ostanejo
samo ostanki cebulice. V celicah spodnjega folikla nastanejo vakuole, ki vsebujejo
hidroliti¢ne encime. Esteraze in kisle fosfataze napadejo celice folikla, ki posledi¢no
razpade. Ostanki celi¢nega folikla tvorijo epitelno plast med dermalno papilo in lasno
zasnovo. Zasnova 0z. zametek lasu nastane iz zunanje koreninske plasti nekje na sredini
folikla (iz te zasnove oz. zametka se ob iniciaciji rasti tvori nov folikel) (Harding in
Rogers, 1999; cit. po Karnicar, 2007).
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Slika 7: Prikaz folikla v katagen fazi (Parakkal, 1979)

2.3.2.3.3 Telogen

Telogen nastopi, ko se konca katagen, in je obdobje mirovanja lasnega mesSicka. Traja
od 3 do 4 mesecev (Godi¢, 2009). Mlade lasne celice ¢akajo, da se bodo razvile iz celic
papile in zunanje ovojne plasti ¢ebulice. Lahko se zgodi, da se nov las tvori, Se preden
stari izpade. V tem primeru novonastali las preskoci fazo katagen (Hagman, 1998).
Lasje v fazi telogen so kratki in nepigmentirani, odsoten pa je tudi notranji ovoj.
Dermalna papila se tesno drzi sekundarnih keratinocit, ki vsebujejo mati¢ne celice. Ce

primerjamo lasni folikel v anagenski fazi in telogenski fazi, ugotovimo, da je v
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telogenski fazi dermalna papila kot krogla celic lo¢ena, locirana pod epitelno kapsulo.
Germinativnih celic, kutikule in zunanje ter notranje koreninske plasti ni (Harding in
Rogers, 1999; cit. po Karnicar 2007). Signalna pot Shh je klju¢na za prestop iz faze
telogen v fazo anagen in je odvisna od pravilnega razmerja med rastnimi stimulatorji in
inhibitorji. Randall in Botchkareva (2009) navajata, da vlogo stimulatorja za prestop iz
faze telogen v fazo anagen predstavlja tudi »noggin«, predstavnik inhibitorjev pa je
BMP4. Nekatere raziskave na miSih so pokazale, da lahko prehod v fazo anagen
povzrodijo tudi nekateri imunosupresanti, kot je na primer ciklosporin A. Gafter-Gvili
in sod. (2003) v svojem ¢lanku navajajo pozitivne rezultate uporabe ciklosporina A tudi
na ljudeh. V tem smislu bi se lahko ta potencialno uporabljal kot rastni modulator, saj

raziskave kazejo inhibicijo regresije rasti v fazi katagen in aktivacijo rasti v fazi anagen.

Po morfogenezi razli¢ni tipi celic ostanejo v dolo¢enih regijah folikla. Folikle epitelnih
celic lahko na primer zasledimo v foliklu mati¢nih celic, ki se nahajajo v nisi ¢ebulice
(ang. bulge). Multipotentne mezenhimske prekurzorje najdemo v celicah dermalne
papile, folikle epitelnih mati¢nih celic v skupku, ki je povezan z miSico najezevalko

(Toyoshima in sod., 2012).
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Slika 8: Prikaz folikla v fazi telogen (Parakkal, 1979)

2.3.3 Dejavniki vpliva na rast las

2.3.3.1 Signalna pot WNT

Za razumevanje regulacije rasti lasu je potrebno dobro poznavanje kontrolnih

mehanizmov diferenciacije in proliferacije celic lasnega folikla. Za nastanek lasu je

namre¢ potreben zahteven mehanizem in usklajeno delovanje med vsemi plastmi koze s

pripadajo¢imi faktorji in celicami. Zato je nemotena komunikacija med posameznimi
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elementi bistvenega pomena. Komunikacija je odvisna od Stevilnih signalnih poti in
molekul, med katerimi je signalna pot Wnt nedvomno ena bistvenih, saj odloca o

¢asovnem okviru in determinaciji rasti lasnega folikla (Morioka, 2005).

Od signalne poti Wnt je odvisna indukcija lasnega popka. Wnt—proteini so
ekstracelularni regulatorni ligandni proteini, ki se vezejo na povrSinske celiCne
receptorje Frz. Vezava vodi do aktivacije faktorjev, ki blokirajo aktivnost B-katenin
fosforilacijskega kompleksa, kar vodi v vecjo stabilizacijo samega -katenina. Funkcija
3-katenina je aktivacija transkripcije faktorja Lef-1, ki se veze na promotorje, kar je
bistvenega pomena za produkcijo las. Vezava Lef-1 je nadalje odvisna od Noggin/BMP.
Represija aktivnosti proteina BMP inducira sintezo Lef-1. Lef-1/beta-katenin kompleks
pa onemogoca ekspresijo E-kadherina, ki je odgovoren za preoblikovanje koznega
kadherina v lasnega. Tako je poleg signalne poti Wnt/beta-katenin tudi sistem
Noggin/BMP poleg mnogih drugih bioloskih molekul nujen za razvoj in oblikovanje las
(Morioka, 2005).

Model signalne poti Wnt je bil objavljen Ze leta 1996 (Fuchs in sod., 2001) (slika 7,
levo). Celica z receptorjem Fz kot odgovor na zunanji signal Wnt preoblikuje drug
protein Dsh, ki posledi¢no inhibira kinazo GSK-3. Zaradi te inhibicije se B-katenin ne
fosforilira. Za¢ne se akumulirati in se veZe v kompleks s proteini iz druZine LEF1/TCF.
Aktivni transkripcijski faktor nato aktivira taréne gene v obmocju »precortex«, kjer
obstaja velika verjetnost, da zajame tudi gene za keratin in druge pomembne strukturne

komponente, ki tvorijo celice lasnega stebra.

Drugi model poti Wnt pa je bil objavljen leta 2001 (slika 7, desno) (Fuchs in sod.,
2001). Receptor Wnt je sestavljen iz proteinov FZB in LRP5/6. Signalizacija lahko
poteka z aktiviranim receptorjem, ki je povezan z aksinom, tj. proteinom, potrebnim za
izrazanje [-katenina preko GSK-3. Vel pozitivnih in negativnih dejavnikov je
povezanih z B-kateninom in TCF/LEF1. Njihov vpliv je na zmoznost kompleksa, da
aktivira zaviralne tar¢ne gene. Zunanji signali, kot so BMP, TGF-8, FGF, Shh idr.,
stimulirajo transdukcijske poti v epitelijskih celicah. Te poti so poznane po svojem

vplivu na sam potek poti Wnt. Loceno od teh interakcij poteka aktivacija genov, ki
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kodirajo transkripcijske faktorje, kot so npr. hox13 in msx1, kakor tudi druge lasne

proteine in keratine (Fuchs in sod., 2001).

Whnt signalna pot - 1996 Wnt signalna pot - 2001

Tar¢ni geni:

Lef 1

CyclinD1
Homedome geni
Hox geni

Tabby

Lasni keratinski

Slika 9: Shematski prikaz signalnih poti Wnt, znanih leta 1996 in 2001 (Fuchs in sod. 2001: 10)
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Slika 10: Lasni stimulatorji in inhibitorji (Li in Clevers, 2010: 545)

Opis: Lasna Gebulna regija proizvaja signale Wnt-izklop in BMP-vklop in s tem ohranja mirovanje
matiénih celic, medtem ko dermalna papila (DP) proizvaja stimulirajoée Wnt-vklop in BMP-izklop

signale.
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2.3.3.2 Rastni faktorji

Pri predpostavki, da so lasje »organ«, lahko reemo so rastni faktorji skupaj z ostalimi

regulatornimi molekulami glavni dejavniki, ki sprozijo celicne odgovore in povzrocijo

medceli¢no komuniciranje. To pripelje do diferenciacije (celic lasnega folikla) in

razvoja morfologije las. Bioloski dejavniki, katerih glavni funkciji sta regulacija in

stimulacija, sodijo v druzino polipeptidov. Njihova funkcija je odvisna od ostalih

biolosko aktivnih elementov, stanja celicne diferenciacije in Casovnega okvirja.

NajpogostejSe druzine rastnih dejavnikov sestavljajo epidermalni rastni dejavniki
(EGF), fibroblastni rastni dejavniki (FGF), transformacijski rastni dejavniki 8 (TGF-8),

inzulinu podobni rastni dejavniki (IGF), mozganski nevrotrofni dejavniki (NGF),

hepatocitni rastni dejavniki (HGF) in rastni dejavniki zilnega endotelija (VEGF) (Peus
in Pittelkow, 1996).

Preglednical: Glavni predstavniki rastnih faktorjev in njihove funkcije (Peus in Pittelkow, 1996)

Rastni

dejavniki

FUNKCIJA

EGF

Stimulira proliferacijo lasnih foliklov. Izraza se v zunanjem koreninskem ovoju, ki je
soseden regiji, kjer poteka keratinizacija vlaken. Receptorji za te dejavnike se nahajajo na
membranah vseh celic, ki sestavljajo enoto lasu; od lasne cebulice do zunanjega

koreninskega ovoja.

FGF

Dejavniki FGF imajo Siroko biolosko aktivnost in so vkljuceni v nadzor tako normalnih kot
tudi transformiranih celic med rastjo, morfogenezo itd. Primarno delujejo na proliferacijo
fibroblastov, melanocit in celic v papili. Sledi spodbujanje mitotske delitve keratinocit in
endotelijskih celic. Specifi¢ni receptorji FGF so lahko prisotni v celici, ki izloCa dejavnike,

ali v sosednji.

TGF-B

Do danes so bile prepoznane tri izoforme TGF-B, katerih glavna naloga je sodelovanje v
celi¢éni proliferaciji, diferenciaciji fibroblastov in mezenhimskih celic. Zavirajo rast
normalnih epitelijskih celic, kot so epidermalni keratinociti. Ligandi TGF- se izlo¢ajo v
neaktivni obliki iz keratinocit pred fazo katagen. Mo¢no regulatorno vlogo so pokazali v
rasti kot element notranjega koreninskega ovoja, preko katerega tudi skrbijo za regulativno

vlogo.

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 1

Rastni FUNKCIJA
faktoryji
IGF Rastni dejavniki iz druzine IGF imajo podobno zaporedje aminokislin, kot jih najdemo pri

molekuli inzulina. Znana sta predvsem dejavnika IGF-1 in IGF-II, pri ¢emer se prvi pojavlja
pri razvoju las v zarodku, drugi pa pri odraslih osebah. Oba spodbujata razmnozevanje

mezenhimskih in epitelnih celic.

2.3.3.3 Hormonski in nevronski dejavniki

V Preglednici 2 so predstavljeni bioloski dejavniki, ki vplivajo na stanje lasnega folikla.

Skupaj s funkcijami so opisani tudi glavni predstavniki hormonskih in nevronskih

dejavnikov. Njihovo delovanje je uravnavano na podlagi pozitivnih in negativnih

povratnih zank, ki se odvijajo v lokalnem tkivu in med razli¢nimi celicami.

Preglednica 2: Hormonalni in nevronski faktorji ter njihov vpliv (Paus in Cotsarelis, 1999)

MODULATOR AKTIVNOST
. Pospesijo zmanjSevanje in krajSanje foliklov med fazo anagen;
Androgeni o )
med adolescenco pospesijo in povecajo folikle.
Estrogeni Podaljsajo fazo anagen.
= Rastni hormoni Delujejo sinergijsko z androgeni med adolescenco in mutiranjem.
(3]
9 Prolaktin Povzroci lahko porascenost.
S
0 Tiroksin Povzroca krajsanje faze telogen.
Anabolni steroidi Pospesujejo izpadanje las; podobno kot androgeni.
B-adrenergic antagonisti | Povzrocajo krajSanje faze telogen.
Ciklosporini Pretirana rast las.
) Podaljsajo fazo anagen, nevtralizirajo telogen in povzrocajo
Estrogeni B
androgeno alopecijo.
Blokirajo reduktazo 5a tipa 2; inhibirajo zmanjSevanje foliklov;
Finasteridi podaljSujejo fazo anagen v foliklih, ki so odvisni od androgenov;
spreminjajo puh v kon¢no obliko las.
o Sprozi in podaljSa fazo anagen in spreminja puh v kon¢no obliko
Minoxidil
— las.
5
= Retinoidi Lahko povzrocijo prezgodnje izpadanje las ali prezgodnji prestop
2 etinoidi
m v fazo katagen.

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2

— MODULATOR AKTIVNOST

c

qg)u Fenitoin Povzro¢i hipertrihozo.

(]

5 Oralna kontracepcija Prezgodnji prestop v fazo anagen.

2.3.3.4 Vpliv mati¢nih celic na rast lasu

Maticne celice izlo¢ajo rastne dejavnike in s tem vplivajo na regulacijo rastnih ciklov.
Belo mascobno tkivo vsebuje celice, ki preko akumulacije ali sproscanja masScobne
kisline regulirajo hrambo energije. Odrasle adipozne celice sestavljajo vecino gmote
belega mascobnega tkiva. Slednja vsebuje tudi razli¢ne tipe neodraslih adipocitnih
prekurzorjev, krvne celice, makrofage in endotelne celice. V prehodnem c¢asu med
fazama telogen in anagen se aktivirajo progenitorske adipozne celice, ki proliferirajo in
oblikujejo nove odrasle adipozne celice, ki obkrozijo nov lasni folikel. Te nedozorele
adipozne celice izlocajo dejavnik PDGF, ki je signal za zacetek anagena. Odrasle
adipozne celice izlo¢ajo leptin, adiponektin in BMP2, ki lahko olajs$a rast lasu (Schmidt

in Horsley, 2012).

Festa in sod. (2011) opisujejo, da vloga celic, ki predstavljajo niSo epitelnih celic za
homeostazo in regeneracijo koze, Se ni popolnoma definirana. Nisa tkiva je
esencialnega pomena za ohranjanje samoohranjevanja in diferenciacije mati¢nih celic
(Voog in Joanes, 2010). NiSa lasnih folikularnih mati¢nih celic se nahaja znotraj regije
Cebulice. Te celice so odgovorne za vzdrzevanje neprekinjene in ponavljajoCe se
regeneracije lasnega folikla med lasnim ciklom. Zunanji signali, kot so BMP, FGF,
PDGF in Wnt, lahko aktivirajo mati¢ne celice v lasnem meSic¢ku. Kljub temu ostaja

nejasno, katere celice tvorijo niSo mati¢nih celic koZe (Festa in sod. 2011).

Celice, izolirane iz ma§Cobnega tkiva, so podobne mezenhimskim mati¢nim celicam®
znotraj stromalno-vaskularne frakcije podkoznega masc¢obnega tkiva, ki imajo moznost
samoobnovitve in razvojne plasticnosti. Skupaj z mati¢nimi celicami iz kostnega mozga

si delijo podobne povrSinske oznacevalce, genski profil in funkcije. Esencialna funkcija

! Navajajo tudi Panfilov in sod. (2013), Zuk in sod. (2001, 2002) in Barry in Murphy (2004).
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celic, izoliranih iz ma$cobnega tkiva, je proizvodnja in izlo¢anje rastnih dejavnikov, ki
aktivirajo sosednje celice. Ti rastni dejavniki vkljucujejo VEGF, HGF, IGF in PDGF
(Park in sod., 2010).

2.3.4 Invitro gojenje

2.3.4.1 Merjenje rasti lasu

Med zgodovino so se oblikovale mnoge metode, s katerimi ugotavljamo in vrednotimo
rast las, tako in vivo kot tudi in vitro. Na splosno delimo metode na invazivne (biopsija),
delno invazivne (trihogram) in neinvazivne (Stetje). V zgodnjih 60. letih 20. stoletja so
znanstveniki opisovali in merili rast s pomoc¢jo opticnega mikroskopa, kasneje se je tej
metodi pridruzila Se racunalniSka analiza. S temi pristopi so bili raziskovalci omejeni,
saj jim niso omogocili avtomati¢nega procesiranja podatkov in analize. Raziskovanje se
je nadaljevalo s pomo¢jo metode fototrihograma, ki se je izkazala kot primerna in
neinvazivna tudi za merjenje in vivo. Metodo so kasneje izboljsali s slikovno analizo, s
pomocjo imerzijskega olja in s pomocjo digitalnega kontrastiranja. Veckrat so te metode
poskuSali avtomatizirati in digitalizirati, saj so se izkazale kot Casovno zamudne.
Avtomatizacija je bila onemogocena zaradi sposobnosti lasnih foliklov na glavi, da
rastejo v skupinah in tako onemogocajo vizualno primerjavo (Blume-Peytavi in sod.,

2008).

2.3.4.2 Modeli za rast las v pogojih in vitro

Najpogosteje se za rast in raziskovanje morfologije in diferenciacije las uporabljajo
gojisca z razliénimi dodatki, kot so serumi, hormoni, antibiotiki itn. Z znanjem izolacije
in karakterizacije celic iz tkiva so se kot model za in vitro gojenje las v ospredju
pojavile tudi celi¢ne kulture (Marinko, 2010).
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Poznamo tri naéine, in sicer celi¢ne kulture, tkivne kulture in 3D-modele za rast.
Njihovo uporabnost je opisala sodelavka na projektu Ziva Marinko v svoji diplomski
nalogi (Marinko, 2010).
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2.4 PREDSTAVITEV PODROCJA BIOUMETNOSTI

Tako kot se s asom spreminja jezik, ki je ziv, se skladno z napredkom v tehnologiji in
raziskavah razvija tudi umetnost. V sodobnem svetu stremimo k ¢im vecjemu
povezovanju med razli€nimi inStitucijami in s tem briSemo meje nam znanega ter
obicajnega. Kot produkt se je razvila bioumetnost, oblika sodobne umetnosti, za katero
je znacilna interdisciplinarnost, kar se odraza v sodelovanju z naravoslovnimi
znanstveniki, v delovanju v laboratorijskem okolju in v rabi specificnih biotehnoloskih
orodij ter znanj. Znanost in umetnost se tako dopolnjujeta in delujeta komplementarno

in ne tekmovalno ali konkuren¢no (Art&Science ..., 2008).

Prve opaznejSe zametke bioumetnosti oz. vzporednice med znanostjo in umetnostjo
opazimo Ze v renesansi z umetnikom Leonardom da Vincijem, Ki je s svojimi risbami in
slikami povzdignil anatomsko zgradbo ¢loveka na visji nivo ter s tem javnosti predstavil
nevideno (Art&Science ..., 2008). Leonardo da Vinci je poleg Michelangela
Buanorrotija in Alberta Diirerja izrazil interes za anatomijo v umetnosti. Vsi nasteti
umetniki so v skladu z renesan¢no doktrino, po kateri je bilo v srediS¢u zanimanja
Clovesko telo, sami raziskovali anatomijo telesa z odpiranjem trupel. Med interesi
posami¢nih umetnikov bi lahko razlikovali — ¢e je Leonardo skusal telo raziskati bolj
tehni¢no, mehani¢no, pa si je Michelangelo s Studijem miSic skuSal pomagati pri
upodabljanju dinamiénih teles (v gibanju). Anatomsko raziskovanje je bilo v renesansi
priljubljeno v umetnosti, a tudi obratno — francoski anatomist Honore Fragonard je
konec osemnajstega stoletja sledil delu renesan¢nih umetnikov in naprednejsi Studij
anatomije navezal na umetnost. S sredstvi, ki so bila tisti ¢as na voljo, je izdelal do
danes edini ohranjen anatomski kip v celotni velikosti ¢loveka: mladega fanta, ki jezdi
konja (Tratnik, 2010).

Znanost in umetnost sta se v 19. stoletju razdvojili v popolnoma lo¢ena nesorodna

svetova, od katerih je bil en bil namenjen znanstvenim odkritjem, drugi pa iskanju

¢loveske identitete (Art&Science ..., 2008).
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Revolucionarni val v Sestdesetih letih prejSnjega stoletja je dokoncno sprozil val
umetnosti novih medijev: performans, happening, land art, body art, video, instalacijsko
umetnost itd. Pozneje je sledilo Se ve¢ »novomedijskih« umetnosti: racunalniska,
internetna, kibernetska, zvo¢na umetnost, pa tudi bioumetnost in druge. V poznih 80.
letih prej$njega stoletja je komunikolog Vilem Flusser napisal serijo esejev o odkritjih v
znanosti, v katerih je obravnaval Zivljenje, genetsko informacijo, ustvarjanje novih
form, evolucijo ipd. S temi spisi je Flusser uvedel biotehnoloski diskurz v svet
umetnosti in predlagal, da se umetnost neposredno loti manipuliranja z zivim
materialom. Zadnji esej iz te serije, ki je bil prvotno naslovljen »O znanosti« in je
pozneje pridobil naslov »Modri psi«, je postal neke vrste manifest za bioumetnost

(Tratnik, 2010).

Po besedah Janeza Poto¢nika, takratnega evropskega komisarja za znanost in raziskave,
je interakcija znanosti in umetnosti pomembna za medsebojno razumevanje, saj se
nenehno spreminjata in skupaj predstavljata zanimiv potencial. Prav tako omogocata
zblizevanje razli¢nih kultur, pritegneta pozornost na dolo¢ene tematike, kot so na primer
klimatske spremembe in genska modifikacija, ter sluzita kot orodje za boljSe

razumevanje sveta okoli nas (Art&Science ..., 2008).

Z vzponom zanimanja za manipuliranje z Zivim in z novimi moZnostmi
transformacijskih procesov vse ve¢ umetnikov v svojo prakso vkljucuje biotehnologijo.
Pojavila so se tako imenovana vlazna dela (wetworks, angl.), ki ne manipulirajo le s
programsko opremo, temve¢ dejansko uporabljajo ziv material v sedanjem casu

(Tratnik, 2010).

Pomemben aspekt umetnosti v modernosti je bila njena teznja k inovativnosti, ki je
predstavljala odpor proti vse bolj industrializiranemu in standardiziranemu svetu in
kulturi. Moderna umetnost je bila poleg tega vezana na proizvajanje umetniskih del kot
ro¢no izdelanih proizvodov ali artefaktov in je posebej cenila unikatnost proizvoda. V
drugi polovici dvajsetega stoletja so bili Stevilni tehnolosko podprti mediji v polnem
razmahu in so bili uporabljeni tudi v umetnosti — t. i. digitalna revolucija v kulturi se je

zgodila prakticno soCasno s t. i. koncem umetnosti. Z vzponom tehnoznanosti v
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zivljenju se je odprlo vprasanje biotehnoloske revolucije. Okolje, ¢lovestvo in kultura se
bodo v prihodnosti le Se bolj spreminjali s posredovanjem biotehnologije. Sodobna

umetnost je nasla svoje poslanstvo v odgovarjanju na te aspekte v druzbeni realnosti

(Tratnik, 2010).

Metodoloski pristopi takSne umetnosti so lahko znanstveni ali biotehnoloski, zato
umetniSke prakse uporabljajo ista ali enaka (posebej vzpostavljena) delovna okolja,
tehnike, postopke, vesCine in znanja kot biotehnologija. Polja in discipline prehajajo
druga v drugo in se pojavljajo v transstrukturah. BiotehnoloSka umetnost aktivno
sovstopa v biotehnoloski diskurz; bioumetnik je postal v njem poseben agens. Vendar
pa imata umetnost in humanistika druga¢ne druzbene funkcije kot biotehnologija, saj
nista usmerjeni v prakti¢ne in ekonomske cilje, temve¢ se pojavljata kot refleksivni

praksi (Tratnik, 2010).

Vecina biotehnoloskih umetniskih projektov je tehnoloSko in organizacijsko zelo
zahtevnih in nastajajo v sodelovanju z nekaterimi biotehnolo$kimi ustanovami. Nekateri
umetniski programi so se razvili v tej smeri — npr. Symbiotica center na Univerzi
Zahodne Avstralije, ki se zanaSa na sodelovanje s Fakulteto za agrikulturo in ponuja
umetnikom rezidenco, kjer lahko delujejo na podro¢ju bioumetnosti. A v zvezi z eno od
potez bioumetnosti se pojavljajo kritike, da tovrstni projekti prevzamejo predvsem
didakticno vlogo v odnosu med biotehnologijo in javnostjo, kjer umetnost zgolj
predstavlja ali ponovno predstavlja (torej ponavlja ali celo poenostavlja) tisto, kar je ze
bilo narejeno v polju biotehnologije, pri ¢emer naredi zgolj to, da prenese nekatere
(enostavne ali zelo obiCajne biotehnoloske) dosezke v drug kontekst, ki je umetniski

(Tratnik, 2010).

V skladu s kritikami bioumetnosti Stevilni bioumetniski projekti tako poskusajo prevzeti
vlogo kriti¢nega agensa v diskusiji, vendar pa Stevilni pristopi prej izpadejo kot zgolj
popularizacija biotehnologije. Kritizirani umetniski projekti so do neke mere utemeljeni
interdisciplinarno, vendar pa ne tudi transdisciplinarno. V transdisciplinarnem projektu
ne bi bilo hierarhije disciplin, pri tem pa bi bila dejanska biotehnoloSka vrednost

projekta vi§ja oz. enako pomembna kot druge vrednosti projekta — umetniska,
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humanisti¢éna idr. Umetnost v taksni obliki sodelovanja dobiva nove, pomembne
druzbene funkcije, ki niso ve¢ usmerjene v ilustrativno prikazovanje in metafori¢no
izrazanje. Oblike sodelovanja z drugimi polji in disciplinami so vse manj provizori¢ne
in enostavne, zato tudi umetnik ne more biti zgolj umetnik. Obenem pa se ne sme
pozabiti, da Sele z relativnim biotehnoloskim raziskovanjem znotraj tak$nega hibridnega
(transumetniskega) projekta, ki ga lahko koordinira umetnik, soasno raste druzbena

funkcija umetnosti kot resnega agensa v diskurzu o biotehnologiji (Tratnik, 2010).
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3 MATERIALI IN METODE

Raziskavo smo razdelili na dva dela. V prvem (umetniskem delu) smo proucevali rast
lasnega folikla in podaljSevanje las, v drugem delu smo se osredotocili na optimizacijo
celotnega procesa pridobivanja celic iz mascobnega tkiva. V ta namen smo izbrali
tehniko liposukcije in pripravili delovni protokol. Po izolaciji celic nas je zanimala
vsebnost mezenhimskim podobnih mati¢nih celic v mas¢evju. Park in sod. (2009) v
svoji raziskavi navajajo, da so celice, ki jih izoliramo iz maséobe, pretezno podobne

mezenhimskim mati¢nim celicam.

3.1 MATERIALI

3.1.1 Preiskovanci

V Studijo smo vkljucili prostovoljne darovalce, ki so ostanek tkiva, ki je ostal po
rutinski operaciji (npr. lepotni poseg na podrocju lasisca), darovali v namene projekta
Bios in vitro. Projekt je odobren s strani Komisije RS za medicinsko etiko (vloga §t.
108/08/10).

Po pregledu objav o izolaciji lasnega meSicka in vzdrzevanju viabilnosti smo uporabili

protokol Philpott in sod. (1989).

3.1.2 Laboratorijski pribor in material

William's medium E (- glutamin) (Gibco)

1 % FBS (namesto calf seruma)

2,5 pl/ml Fungizone (FUN) (Gibco)

1mM-L- glutamin (Gibco)

100 u/ml Penicilin/streptomicin (P/S) (Gibco)
PBS (Sigma)

Hemocitometer (Sigma)
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10 ul/ml Human transferin (Sigma)

Sterilni skalpeli

Sterilne pincete za enkratno uporabo

Laboratorijski potrosni material (petrijevke, epice, pipete, falkonke)

BioStation IM CELL S1 (Nikon, Japonska)

Raztopina za ¢is¢enje (50 ml)
- 50 ml PBS

- 500 ul P/S

- 500 ul FUN

Hranilni medij oz. gojis¢e (50 ml)

- 50 ml William's medij E

- 500 ul FBS (namesto calf seruma)
- 250 pl L-glutamin

- 10 pl Transferin

- 500 pl FUN

- 500 pl P/S

3.2 METODE

3.2.1 Potek dela v laboratoriju po prejetju tkiva

Po prejemu vzorcev smo v brezpra$ni komori pod lupo najprej secirali tkivo in na ta
nacin izolirali lasne meSicke od okoliSkega tkiva. Pri tem smo pazili, da smo s tkivom
ravnali nezno, saj stres lahko pomeni zakljucek lasnega cikla, ker so lasje zelo

obcutljivi. Izolirane lase smo nato dvakrat sprali v pripravljeni raztopini za ¢iS€enje in

jih dali v hranilni medij oz. gojisce.
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Slika 11: Kirur$ki odvzem tkiva

Del tkiva v hranilnem mediju smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO,. Preostanek
uspeSno izoliranega lasu smo prenesli v napravo BioStation, kjer smo spremljali

dogajanje v lasu v realnem Casu. Ve¢ v naslednjem sestavku Uporaba naprave

BioStation IM CELL S1.

3.2.2 Uporaba naprave BioStation IM CELL S1

Naprava BioStation IM CELL S1 (v nadaljevanju BioStation) je aparat, ki zdruzuje
klasiéni inkubator za gojenje celic in svetlobni mikroskop. BioStation nam omogoca
gojenje lasnega folikla in sekvencno slikanje naSega preparata v dolocenih ¢asovnih

intervalih. Pridobljene slike iz dolo¢enih ¢asovnih intervalov smo zdruzili v film.

Naprava je sestavljena iz ohi§ja, ki zagotavlja potrebne pogoje za rast celic (0,5 % COo,
37 °C, moznost 95 % vlage in vec), z dodanimi aparaturami pa lahko sluzi tudi kot
bioreaktor, ki omogoca dovajanje in odvajanje zraka ali medija brez motenja
vzpostavljenih pogojev za rast celic ter ob vzdrzevanju asepti¢nih pogojev (BioStation
IM cell, 2009). Da bi preprecili morebitno kontaminacijo kulture, smo v casu

eksperimenta BioStation hranili v brezpraS$ni komori.
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Slika 12: BioStation (BioStaiton IM-Q, 2012)

3.2.3 Protokol za izolacijo celic iz mas¢obnega tkiva

Pri pregledu objav na tematiko izolacije celic iz lipoaspirata smo uporabili dognanja iz
naslednjih znanstvenih prispevkov: Yoshimura (2006), Garcia-Olmo (2009) in
Yoshimura (2008), ki smo jih na podlagi znanja in izkuSenj v podjetju Biobanka d.o.o.

Se nagradili.

Mascobno tkivo, ki smo ga pridobili z liposukcijo, smo obdelali Se isti dan. V kolikor to
ni bilo izvedljivo, smo vzorec ¢ez no¢ shranili v hladilniku (+ 4 °C) in ga obdelali

naslednji dan.

Kadar smo tkivo shranili preko no¢i, smo ga pred obdelavo ponovno ogreli, da se je

strjena mas¢oba zmehcala (cca 30-minutna inkubacija na 37 °C).
Pred pri¢etkom obdelave vzorca smo si pripravili raztopino kolagenaze in raztopino za

inaktivacijo kolagenaze. Raztopino smo prefiltrirali skozi mikrobioloski filter z

velikostjo por 0,22 pum.
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Preglednica 3: Raztopina kolagenaze

Sestavina Volumen (100 ml) Koncentracija v | Konc. kolagenaze v meSanici
raztopini (lipoaspirat + razt.
kolagenaze)
Kolagenaza NB 6 | 150 mg 0,3PZ U/ml 0,15 PZ U/ml
GMP
PBS 50 ml

Preglednica 4: Raztopina za inaktivacijo kolagenaze

Sestavina Volumen (100 ml) | Koncentracija v | Konc. kolagenaze v meSanici
raztopini (lipoaspirat + razt.
kolagenaze)
Albumin 20 ml 20 % 10 %
Fizioloska raztopina 80 ml

V zascitni mikrobioloski komori smo iz brizge, transportne posode oz. loncka prenesli

po 20—25 ml mascobe v 50 ml centrifugirke. Za spiranje vzorca smo uporabili sterilno

fiziolosko raztopino za intravenozno uporabo (NaCl) ali PBS — koli¢ina je bila priblizno

enaka volumnu lipoaspirata. Vzorec smo centrifugirali 7 minut na 400 g. Po

centrifugiranju smo dobili 4 sloje (Slika 13).

Slika 13: Logitev vzorca po centrifugiranju
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Pred vnovi¢nim centrifugiranjem smo s pipeto skozi mascobno plast odstranili pelet
(krvne celice) in supernatant. Pri tem smo pazili, da nismo zraven prenesli mascobnega
tkiva in maScobne tekocine. Nato smo dodali PBS in ponovno centrifugirali. Spiranje
smo ponavljali, dokler nismo odstranili vecine krvi (3-krat). Po zadnjem centrifugiranju

smo odstranili spodnjo tekoco fazo (Slika 14).

Slika 14: VVzorec po zadnjem centrifugiranju

V centrifugirko s spranim mas¢obnim tkivom smo dodali cca. 20 ml raztopine
kolagenaze za razgradnjo. Pri tem smo bili pozorni, da centrifugirke niso bile
popolnoma napolnjene, da smo lahko vsebino ucinkovito premesali. Centrifugirke smo
nato 40 min inkubirali na 37 °C in jih med tem ¢asom veckrat premesali. Po konc¢ani
inkubaciji smo v cetrifugirke dodali raztopino za deaktivacijo kolagenaze (10 % humani
albumin). Pri tem smo pazili, da je bil volumen raztopine za deaktivacijo 2-krat ve¢ji od
volumna raztopine kolagenaze (volumen masc¢obnega tkiva : volumen kolagenaze :
volumen za inaktivacijo =1 : 1 : 2). Celi¢no suspenzijo v centrifugirki smo nato filtrirali
oz. previdno prenesli s pipeto na 100 pm celi¢no sito. Vsako prazno centrifugirko smo
Se enkrat sprali s fizioloSko raztopino in vse preko celicnega sita prenesli v novo
centrifugirko. Celi¢no suspenzijo smo centrifugirali 7 minut na 400 g. Pred ponovnim
centrifugiranjem smo odstranili supernatant in pelet raztopili v fizioloSki raztopini.

Postopek smo ponovili 2-krat, nakar smo odstranili supernatant, pelet pa smo
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resuspendirali v 2 ml NaCl, ki je vsebovala 2 % humanega albumina. Resuspendirane

celice smo nato pripravili za Stetje celic in doloCanje viabilnosti.

Delo smo opravljali v skladu z dobro laboratorijsko prakso in upostevanjem predpisov

celi¢nega raziskovalnega laboratorija v podjetju Biobanka d.o.o.

3.2.4 Stetje celic

Za §tetje celic smo uporabili 3 metode, in sicer:

a. Dolocanje viabilnosti z aparatom COUNTESS (Invitrogen)

V' mikrocentrifugirko smo odpipetirali 10 pl ustrezno razredc¢ene celi¢ne suspenzije.
Nato smo dodali 10 pl tripanskega modrila in nezno resuspendirali. 10 pl suspenzije
smo nanesli v vdolbinico na plos¢ici in ploscico vstavili v aparat. Metodo smo uporabili

za dolocanje viabilnosti izoliranih celic.

b. Stetje s hematoloskim analizatorjem (Beckman coulter Act Diff 2)

V mikrocentrifugirko smo odpipetirali 100 pl ustrezno razred¢ene celi¢ne suspenzije.
Nato smo centrifugirko postavili pod sesalno iglo in pritisnili gumb za zacetek meritve.
Po analizi vzorca smo izracunali Stevilo celic v volumnu 100 ml. Metodo smo uporabili

za dolocanje Stevila celic.

c. Stetje s hemocitometrom (Sigma)

V mikrocentrifugirko smo odpipetirali 10 pl ustrezno razred¢ene celi€ne suspenzije.
Temu smo dodali 10 pl tripanskega modrila in neZno resuspendirali. Barvilo vstopi v
mrtve celice, ki jih posledicno obarva modro. 10 pl suspenzije smo nanesli na Biirker-
Tiirkov hemocitometer. Celice smo nato presteli pod mikroskopom in kasneje izracunali
stevilo celic v volumnu 100 ml. Z metodo smo samo preverili, ali so rezultati, ki smo jih

prejeli z uporabo naprave COUNTESS, primerljivi.
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Skupno Stevilo zivih in mrtvih celic v suspenziji smo racunali po naslednji formuli:

N=nxRxVx10* (D)

N = skupno Stevilo zivih/mrtvih celic v suspenziji

n = povprecno Stevilo prestetih zivih/mrtvih celic v kvadratku
R = faktor redcenja zaradi meSanja s tripanskim modrilom

V = volumen celi¢ne supenzije, iz katere smo vzeli vzorec (ml)

Odstotek zivih celic (%) = (Stevilo zivih celic/skupno Stevilo vseh celic) x 100

3.2.5 Prekrivanje gojilnih posodic z Zelatino

Gojilne posodice, ki smo jih uporabili v napravi BioStation, smo prekrili z 0,1 %
zelatino, saj smo menili, da se bo las bolj pritrdil na povrsino. V 35-mm petrijevko smo
dodali 1,5 ml 0,1 % Zelatine in inkubirali 30 min. Po inkubaciji smo odstranili odvec¢no

Zelatino, dodali hranilni medij in lasno tkivo ter jo namestili v napravo BioStation.

Zelatino smo uporabili za bolj$o fiksacijo lasnega tkiva na gojilno posodico, ki smo jo

dali v napravo BioStation in dolocili vidno polje sekvencnega slikanja naprave.

44



Mari¢ A. Bios in vitro.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, §tudij biotehnologije, 2013

4 REZULTATI

4.1 IZOLACIJA LASNEGA MESICKA, UPORABA NAPRAVE BIOSTATION IN
OPAZOVANJE LASNEGA CIKLA

Slika 15 prikazuje potek dela v laboratoriju po prejemu vzorcev. Najprej smo v
brezprasni komori pod lupo secirali tkivo in na ta nacin izolirali lasne mesSi¢ke od
okolisSkega tkiva (A). Pri tem smo pazili, da smo s tkivom ravnali nezno, saj bi kakrSen
koli stres pomenil zakljucek lasnega cikla, ker so lasje zelo obcutljivi. Izolirane lase
smo dvakrat sprali v pripravljeni raztopini za ¢iS€enje (B) in jih nasadili v hranilni medij
oz. gojis¢e (C). Vzorec smo pogledali pod mikroskopom (C in D). Del tkiva v
hranilnem mediju smo spravili in vzdrZevali v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO, (D in

E).

Preostanek uspesno izoliranih las smo prenesli v BioStation, kjer smo spremljali

dogajanje v lasu.

| Sy
-

Slika 15: Prikaz postopka od prejetja tkiva do izolacije lasnega mesicka in pregled vzorca pod
mikroskopom
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BioStation smo v eksperiment vkljucili v zacetni fazi, saj nas je zanimala vizualizacija
bioloskega dogajanja. Sam proces v napravi BioStation je potekal 3 tedne. Ker je bila za
realizacijo nase zamisli zmogljivost vidnega polja pri napravi BioStation majhna, smo v
ta namen naredili mrezo velikosti 6x5 vidnih polj. Zaradi tresljajev in posledi¢no
premika vzorca iz vidnega polja smo v casu slikanja povecali vidno mrezo na 7x7
vidnih polj. Po konCanem sekvenc¢nem slikanju smo sestavili slike in pripravili krajsi

film, ki prikazuje dogajanje v napravi BioStation v ¢asu eksperimenta.

Slika 16 prikazuje dogajanje v napravi BioStation. Zacetek sekvencnega slikanja tkiva
(A), iz katerega je razvidno, da se lasna korenina drzi lasne ¢ebulice. Po okvirno 5 dneh
(B) je opaziti, da se las pocasi odmika od lasne ¢ebulice. Iz tega sklepamo, da se je
prekinila faza rasti (anagen) in je preSla v fazo mirovanja (katagen). Potovanje lasu v
fazi mirovanja lahko spremljamo do konca sekvencnega slikanja v biopostaji (od C do
E). Sklepamo, da so se celice dermalne papile, ki so odgovorne za uravnavanje lasnega
cikla, ponovno zdruzile v man;j§i skupek celic (C, C in D), ki bi ob pravih signalih iz

okolja generirale nov las.

Slika 16: Dogajanje v napravi BioStation
Opis: 1z fotografij je razvidno odmikanje lasnega tkiva od lasnega mesicka in potovanje odmrlega lasu iz
tkiva. Lasna Gebulica se ponovno formulira v skupek celic, iz katerih bi ob pravih pogojih in signalih

pognal nov las. Opazujemo lahko katageno fazo cikla lasu.
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4.2 OPTIMIZACIA 1IZOLACIJE CELIC 1Z MASCOBE

V preteklih letih se je v raziskovanju mati¢nih celic kot nov vir za njithovo izolacijo
zacelo uporabljati tudi adipozno tkivo. V diplomski nalogi smo imeli cilj izolirati celice
iz mascobnega tkiva, ki bi jih lahko uporabili pri regeneraciji lasnega mesicka. V ta
namen smo se najprej osredotoCili na optimizacijo izolacije mati¢nih celic, saj sta
metoda in tehnika klju¢nega pomena za uporabo tako v regenerativni medicini kot
estetski Kirurgiji, kjer imajo opraviti z majhnimi volumni. Potrebe v estetski Kirurgiji, ki
se nanaS8ajo na kvalitetno pridobivanje mati¢nih celic iz ¢im manjSih volumnov, so nas
privedle do optimizacije celotnega procesa; torej do izbire tehnike liposukcije in dela v
laboratoriju. V nasem primeru smo za izkoristek mascobe, ki se je drzala lasnega tkiva,
predhodno potrebovali pravo izbiro protokola za izolacijo mati¢nih celic iz mas¢obnega
tkiva. S tem bomo lahko v prihodnosti za izolacijo mati¢nih celic uporabili tudi

mascobno tkivo po operaciji lasisca ali predela, kjer se nahajajo dlake.

Po prejetju mascobnega tkiva od sodelujocih kirurgov smo sledili okvirnemu protokolu
za izolacijo, ki smo ga v Casu raziskovanja Se izpopolnili. Optimizacija se nanaSa na

izbiro tehnike liposukcije in izolacijo celic v primernih pogojih..

V nasi raziskavi nismo delali karakterizacije celic. Sode¢ po znanstveni literaturi, Park
in sod. 2009, smo sklepali, da so celice, ki smo jih izolirali iz mascobnega tkiva,

mezenhimskim podobne mati¢ne celice, ki imajo regenerativni potencial.

Slika 17: Sveze izolirane (A) celice iz mas¢obnega tkiva in razrast mezenhimskih celic po gojenju (B)
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Opis: Puscice prikazujejo okrogle mezenhimske mati¢ne celice po izolaciji (A), ki v hranilnem mediju v
¢asu gojenja celic razrastejo v zvezdasto/vretenasto obliko (B).

4.3 REZULTATI IZOLACIJE CELIC

Sode¢ po izsledkih neodvisnih $tudij, ki so pokazale, da sama liposukcija nima
pomembnega vpliva na viabilnost izoliranih celic iz mas¢obnega tkiva (Moore in sod.
1995), smo predpostavljali, da tehnika liposukcije nima vpliva na koli¢ino in viabilnost

izoliranih celic.

Kljub Studijam Moore in sod. (1995) smo se odlocili, da preizkusimo razli¢ne tehnike
liposukcije. Tako smo prostovoljne darovalce razdelili v dve skupini. Skupina A
(pacienti 1, 2, 3) in skupina B (4, 5, 6, 7 in 8). Pri skupini A je kirurg opravil ve¢
razliénih tehnik liposukcije: ro¢na, peristalticna ¢rpalka, odvzem z nadtlacno ¢rpalko
(0,9 bar), MicroAir in nutacijska infrasoni¢na liposukcija. 1zsledki so nas usmerili v
uporabo ro¢ne in MicroAir tehnike, ki sta pokazali najboljsi potencial. Slika 18

prikazuje porazdelitev koli¢ine celic glede na metodo liposukcije.
Izolacijo celic pri skupini A smo opravili v ¢istih (asepti¢nih) prostorih Kklinike. Pri

skupini B smo izolacijo opravili v laboratoriju podjetja Biobanka d.o.0. Dobljene

rezultate smo kasneje med seboj primerjali.
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Slika 18: Stevilo izoliranih celic na 1 ml mas¢obe glede na tehniko liposukcije

LEGENDA: ro¢na tehnika (metoda A), peristalticna ¢rpalka (metoda B), odvzem z nadtlac¢no ¢rpalko (0,9
bar) (metoda C), MicroAir tehnika (metoda C) in nutacijska infrasoniéna liposukcija (metoda D).

Slika 19 prikazuje Stevilo izoliranih celic na 1 ml mascobe. Pri pacientih 1, 2 in 3 smo
vzeli povpreéne vrednosti, dobljene pri vseh metodah liposukcije. Sode¢ po koli¢ini

izoliranih celic se jih najve¢ nahaja pri pacientih 3,4, 5in 7.
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Slika 19: Stevilo celic na 1 ml mag¢obe

Slika 20 prikazuje viabilnost izoliranih celic iz celokupnega volumna mas¢obe. Pri
pacientu 3 nismo pridobili podatka o viabilnosti. Skupina A ima v primerjavi s skupino
B opazno razliko v viabilnosti izoliranih celic. Povpre¢na viabilnost pri skupini A je
50,5 %, pri skupini B pa 84,6 %. 1z tega je razvidno, da je skupina B boljsa od skupine
A, saj je viabilnost celic kljuénega pomena za regeneracijski potencial mezenhimskim
podobnim mati¢nih celic. Iz podatkov je razvidno, da smo z optimizacijo uspe$no
izboljsali viabilnost celic, ki jih lahko uporabimo za takoj$njo uporabo, za raziskave ali

dolgotrajno shranitev v teko¢em dusiku oz. parah tekocega dusika.
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Slika 20: Viabilnost (%) izoliranih celic iz mas¢obe

Slika 21 prikazuje viabilnost celic glede na metodo liposukcije. 1z grafa je razvidno, da
sta metodi liposukcije A in C najbolj primerni za pridobivanje mas¢obnega tkiva in

nadaljnjo obdelavo z namenom izolacije mati¢nih celic.
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Slika 21: Viabilnost (%) izoliranih celic glede na metodo liposukcije
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LEGENDA: ro¢na tehnika (metoda A), peristalticna ¢rpalka (metoda B), odvzem z nadtla¢no ¢rpalko (0,9
bar) (metoda C), MicroAir tehnika (metoda C) in nutacijska infrasoniéna liposukcija (metoda D).

Slika 22 prikazuje Stevilo viabilnih celic glede na metodo liposukcije. 1z grafa lahko
sklepamo, da je po Stevilu viabilnih celic najbolj primerna metoda A.
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Slika 22: Stevilo viabilnih celic glede na metodo liposkucije

52



Marié¢ A. Bios in vitro.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, §tudij biotehnologije, 2013

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Znanstveni del

5.1.1.1 Uporaba naprave BioStation

Naprava BioStation je naprava, ki zdruzuje klasi¢ni inkubator za gojenje celic in
svetlobni mikroskop. BioStation nam omogoc¢a gojenje lasnega folikla in sekvenéno
slikanje naSega preparata v dolocenih ¢asovnih intervalih. Pridobljene slike v dolo€enih

¢asovnih intervalih smo zdruzili v film.

Na podlagi tako nastalega filma in literature lahko sklepamo, da je z odcepom lasnega
tkiva od dermalne papile prenehala faza rasti (anagen) in las je presel v fazo mirovanja
(katagen). Po okvirno 5 dneh smo opazili, da se las pocasi odmika od lasne ¢ebulice.
Opazili smo, da so se celice dermalne papile po locitvi od lasne Cebulice kasneje

ponovno zdruZile.

Soocali smo se tudi s tresljaji, ki jih je zaznala naprava BioStation. Ti so povzrocili, da
je tkivo spolzelo iz vidnega polja. Tresljaje je povzrocalo delovanje brezprasne komore,

kjer smo imeli names¢eno napravo BioStation zaradi zelje po ¢im ved;ji sterilnosti.

TeZavo smo Zeleli v naslednjem poskusu odpraviti z uporabo 0,1 % Zelatine, saj smo
predvidevali, da se bo las pritrdil na povr$ino gojilne posodice. Rezultat uporabe
zelatine, kot fiksirnega medija je bil neuspesen, saj se je las ze po tednu odmaknil iz

vidnega polja. Zato se v nadaljnjih poskusih nismo odlo¢ili za uporabo Zelatine.

Pri sami izvedbi poskusa ne smemo zanemariti tudi ¢loveSkega faktorja, ki lahko

povzroc€i dodatne tresljaje laminarija.
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5.1.1.2 Potek izolacije mezenhimskim podobnih mati¢nih celic iz mas¢obe

Pri pregledu objav na tematiko izolacijo celic iz lipoaspirata smo uporabili dognanja iz
naslednjih znanstvenih prispevkov: Yoshimura (2006), Garcia-Olmo (2009) in
Yoshimura (2008), ki smo jih na podlagi znanja in izkusenj v podjetju Biobanka d.o.o.
Se nadgradili. Z dosedanjimi raziskavami smo optimizirali postopke izolacije

mezenhimskim podobnih mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva.

Na podlagi 3 pacientov, pri katerih je kirurg uporabil razli¢ne tehnike odvzema, smo v
sklopu nase raziskave obravnavali razli¢ne tehnike liposukcije. Uporabili smo naslednje
tehnike: ro¢na, peristalticna ¢rpalka, odvzem z nadtlacno ¢rpalko (0,9 bar), MicroAir in
nutacijska infrasoni¢na liposukcija. 1z slike 18 so razvidne razlike v stevilu izoliranih
celic glede na metodo liposukcije. Nasi izsledki so nas usmerili v uporabo rocne metode
liposukcije in MicroAir metode. Slika 22 prikazuje koli¢ino izoliranih viabilnih celic na
podlagi izbora tehnike liposukcije. Zavedamo se, da bi za statistiéno znacilne podatke

potrebovali ve¢ ponovitev in razsirjeno raziskavo.

V sklopu raziskave smo vseeno prisli do spoznanja, da bi bilo darovalce mas¢obnega
tkiva najprej treba razdeliti glede na njihov spol. Pri darovalkah bi bilo treba vedeti, ali
so Ze postale matere, saj so z materinstvom povezane dolo¢ene hormonalne spremembe
in s tem morebitni vplivi na strukturo mas¢obnega tkiva, prav tako tudi na kakovost
mati¢nih celic. Lo¢eno po spolu bi darovalce morali porazdeliti tudi glede na starost,
zivljenjski slog, zdravstveno stanje in genetske predispozicije oz. genetski profil. Za
raziskovanje te hipoteze bi potrebovali ve¢ €asa, vec¢jo raziskovalno skupino in denarna

sredstva, namenjena raziskavi.

Odlocili smo se, da v nekaj poskusih preverimo izsledke neodvisnih Studij (Moore in
sod 1995). Te navajajo, da izbor tehnike liposukcije nimam pomembnega vpliva na
viabilnost izoliranih celic. Glede na nase rezultate lahko sklepamo, da je tehnika

liposukcije pomembna za viabilnost celic. Dolocene tehnike, kot npr. izolacija s
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peristalti¢no ¢rpalko (0,9 Bar), so precej agresivne. Vendar bi za statisti¢no relevantne

podatke potrebovali razsiritev oz. poglobitev raziskave.

Na podlagi dognanj SirSe raziskave bi tako celoten proces pridobivanja celic iz
mascobnega tkiva (spol, starost, lokacija odvzema, tehnika liposukcije in izolacija po
protokolu) prilagodili posamezniku in s tem zagotovili najvecji donos v $tevilu viabilnih

celic, ki bi jih uporabili v »rdeci« biotehnologiji.

5.1.2 Umetniski del

K znanstvenim pristopom raziskovanja in komercializaciji odkritij lahko pripomore
sodelovanje z umetniki (bioumetnost), saj doprinese k boljSemu razumevanju in
tolmacenju znanosti v javnosti. Prav tako na razumljiv nacin predstavi znanstvena
odkritja. Menim, da Zelja po prikazu znanosti in umetnosti lahko privede do tega, da se
tako umetniki kot znanstveniki soo¢imo z zmoznostmi ter na realen nac¢in predstavimo
koncept bioznanosti. V dolo¢eni meri nas umetnost spodbuja k razmi$ljanju o novih
konceptih in razseznostih Ze raziskanega obmocja, znanost pa doprinese razum v smislu
realnth zmozZnosti in umetnike spodbuja k razmiSljanju o smislu ideje. Skupno
sodelovanje obojih lahko pripelje do novih odkritji in novih spoznanj, pomembnih tako

za podroc¢je umetnosti kot tudi znanosti.

Projekt Bios in vitro je rizomatsko strukturiran na ve¢ nivojih in spaja tehnoznanost z
razlicnimi umetniSkimi strategijami ter s humanisticnim raziskovanjem tkivnega
inZeniringa in imunologije kot druzbeno posebej aktualnih podrocij biotehnologije, ki
obetata revolucionarne posledice $e zlasti v medicini in estetski kirurgiji, ter refleksijo o

hibridizaciji umetnosti, humanistike in tehnoznanosti, ki je v zadnjih letih v vzponu.
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Avtorsko-izvajalska® skupina je na razliénih segmentih osredotodena na raziskovalni
proces in spajanje podrocij ob usklajevanju heterogenih interesov. Pri tem delovanje ni
usmerjeno v proizvajanje  zakljucenih  proizvodov, artefaktov, namenjenih
kontemplaciji, temve¢ v odpiranje raziskovalnega procesa in celotnega diskurza
priloZnostni javnosti. Namen projekta je komuniciranje biotehnoloSkih moznosti s $ir§o
javnostjo, uresnicevanje specificnih ciljev, ki so zanimivi tako z biotehnoloSkega kot
kiparskega in drugih aspektov, ter odpiranje povezanih vpraSanj, ki so izrednega

pomena za sodobnega posameznika in druzbo.

Humanisti¢no-naravoslovni projekt Bios in vitro je sestavljen iz treh dopolnjujo¢ih se
delov, in sicer tehnoloskega, humanisti¢nega ter umetniS$kega dela. Njegov namen je
predstaviti znanstvenobioloski projekt $irSi javnosti na popolnoma nov, izviren nacin,
saj menimo, da je pri nas kot tudi drugod po svetu tehnoloska izvedba mnogokrat skrita
pred o¢mi javnosti. S projektom smo prikazali kompleksne in vecplastne humanisti¢ne
razseznosti pri¢ujoce tematike. Omeniti je treba, da se bo projekt Bios in vitro (Las in

vitro in Iniciacija) predstavil $e na prihajajocih festivalih,.

Projekt predstavlja dolofen pristop k biotehnoloskim praksam, saj nam razvoj
biotehnologije ponuja Stevilne nove mozZnosti, a hkrati prinasa celo vrsto daljnoseznih
sprememb, ki zadevajo sodobno druzbo, kulturo in posameznika. Umetnost v tem
primeru nastopa kot transdisciplinarno polje, znotraj katerega je mogoc¢e uporabljati
znanstvene metode, tehnike, postopke in orodja, kot je znotraj polja umetnosti mozno
izvajati diskurz o biotehnologiji in na razli¢ne nacine osvetljevati problematiko ter
odpirati vprasanja, ki lahko v tem primeru dosezejo tudi SirSo in ne le strokovne

javnosti.

2 Koncept, vodenje, vizualizacija: Polona Tratnik; Biotehnoloko raziskovanje: Miomir KneZevi¢, Primoz
Rozman, Ajda Mari¢, Ziva Marinko; Plastiéna kirurgija: Ale§ Leskoviek; Fotografija: Damjan Svarc;
Film: Robi Cernelé, Joze Basa & ArtLAB; Oblikovanje: Miha Turi¢; Humanistika: Misko Suvakovi¢ et
al.; Producent: Horizonti, zavod za umetnost, kulturo, znanost in izobrazevanje; So-producenta: Zavod za
transfuzijsko medicino Slovenije; Univerza na Primorskem, Znanstveno-raziskovalno sredis¢e Koper;
Podpora projekta: Ministrstvo za kulturo RS, ARRS, SIMED Zdravstvo d. 0. 0. Posebne zahvale: Matija
Veber, Nevenka Kregar Velikonja & Educell d. o. 0., Bozo Jernej¢i¢ & Tehnooptika Smolnikar d. o. o.,
Galerija Kapelica, Moderna galerija Ljubljana in Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi raziskovalnega dela lahko podamo naslednje sklepe:

e Delovne hipoteze, da mati¢ne celice iz lasnega meSicka vplivajo na rast lasu v
pogojih in vitro, pri tem pa jim pomagajo tudi mati¢ne celice iz mas¢obnega
tkiva, nismo potrdili, saj bi potrebovali ve¢ ¢asa, ve¢jo raziskovalno skupino in
denarna sredstva, namenjena raziskavi.

e Dokazali smo, da lasu ni mogoce vzdrzevati v vitalnem stanju neomejeno dolgo.
Iz literature lahko sklepamo, da se je z odcepom lasnega tkiva od dermalne
papile prenchala faza rasti (anagen) in je las presel v fazo mirovanja (katagen).
Opazili smo, da so se celice dermalne papile po lo€itvi od lasne ¢ebulice kasneje
ponovno zdruzile. S tem smo ovrgli naso delovno hipotezo.

e Pri uporabi naprave BioStation bi lahko uporabili plos¢o stiroporja, s katero bi
omilili tresljaje laminarija.

e Za namene uporabe mati¢nih celic iz lasnega mesicka, ki bi bile namenjene za
vzgojitev novega lasnega mesicka, bi bilo treba dodatno raziskovanje na tem
podro¢ju, s tem pa povezana denarna sredstva in ustrezno kvalificirani ¢loveski
viri.

e V Zzelji po personaliziranem pristopu k zdravljenju bolezni, ki jih lahko zdravimo
z uporabo mati¢nih celic iz maSCobe (npr. kroni¢no obolenje tkiva), bi
potrebovali poglobljeno raziskavo. Darovalce masfobnega tkiva bi najprej
razdelili glede na spol. Pri darovalkah bi bilo treba vedeti, ali so Zze postale
matere, saj so z materinstvom povezane dolocene hormonalne spremembe, ki
vplivajo na strukturo mas¢obnega tkiva, prav tako pa tudi na kakovost mati¢nih
celic. Tako lo¢ene po spolu bi darovalce morali razdeliti tudi glede na starost,
zivljenjski slog, zdravstveno stanje in genetske predispozicije oz. genetski profil.
Ob tem bi spremljali Se lokacijo odvzema mascobnega tkiva.

e Zaradi same kakovosti mati¢nih celic iz mas¢obe za namene operativnih
posegov ali zdravljenja je treba izbrati optimalno lokacijo za odvzem

mascobnega tkiva.
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Pomembno je, da metoda odvzema ne poSkoduje celic, saj lahko s tem
izkoristimo celoten potencial izoliranih mati¢nih celic.

Prek sodelovanja znanstvenikov z umetniki se poveca komunikacija
biotehnoloskih moznosti s §irSo javnostjo. Na ta nain se uresnicujejo specificni
cilji, ki so zanimivi tako z biotehnoloSkega kot z umetniskega staliS¢a ter z
drugih aspektov. Ob tem se odpirajo povezana vpraSanja, ki so izrednega

pomena za sodobnega posameznika in druzbo.
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6 POVZETEK

V sklopu diplomske naloge smo Zeleli raziskati, ali mati¢ne celice vplivajo na rast lasu,
a zaradi pomanjkanja denarnih in ¢loveskih virov tega dela nismo uspeli izpeljati. Tako
smo se osredotocili na celotno optimizacijo postopka pridobivanja mas¢obnega tkiva in
celic iz mascobe in predstavitev projekta v sklopu sodobne umetnosti 0z. bioumetnosti
pod imenom Bios in vitro, ki se je v kasnejsi fazi razvil v Las in vitro in Iniciacijo, ter

na ta na¢in komunicirali z javnostjo in jim priblizali znanost.

Po prejemu lasnih vzorcev smo v brezprasni komori pod lupo najprej secirali tkivo in na
ta naCin osamili lasne meSiCke ter lasne korenine od odvecnega okolisSkega tkiva. Pri
tem smo pazili, da smo s tkivom ravnali nezno, saj stres pomeni zakljuc¢ek lasnega cikla,
ker so lasje zelo obcutljivi. Izolirane lase smo nato dvakrat spirali v pripravljeni
raztopini za ¢iS€enje in jih dali v hranilni medij oz. gojis€e. Z zmoznostmi, ki so nam
bila na voljo smo v pogojih in vitro, in s pomoc¢jo naprave BioStation smo opazovali
lasni cikel, ki je preko zaCetne faze, torej faze anagen, prisel v fazo katagen in kasneje v
fazo telogen. BioStation omogoca intervalno sekvencno slikanje vzorca. Po koncanem
procesu smo sestavili slike in pripravili krajsi film, ki prikazuje dogajanje v napravi
BioStation v casu eksperimenta. NaSa predpostavka je bila, da so za faze odgovorni
signali, s katerimi so povezane tudi mati¢ne celice, ki se nahajajo v neposredni blizini
lasnega mesicka oz. obdajajo las kot tkivo. Da bi potrdili naso predpostavko, bi morali
nadaljevati Studijo, kar zahteva dodatno laboratorijsko opremo in v ta namen izu¢eno
laboratorijsko osebje. V okviru naSe raziskave smo dokazali, da las lahko »ohranimo pri
Zivljenju« vsaj 3 tedne. V primeru, da bi zeleli generirati nov folikel, bi potrebovali

ustrezne signale iz okolja (npr. protein WNT).

V diplomski nalogi smo se ambiciozno odlocili uporabiti mati¢ne celice iz adipoznega
tkiva kot vir za uporabo pri regeneraciji lasnega mesicka in posledicno pri aktivaciji
lasnega cikla. V ta namen smo se najprej osredotocili na optimizacijo celotnega
postopka osamitve celic. Potrebe v estetski kirurgiji, ki se nanaSajo na kakovostno

pridobivanje mati¢nih celic iz ¢im manj$ih volumnov, so nas privedle do optimizacije
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celotnega procesa, torej do izbire tehnike liposukcije in dela v laboratoriju. V naSem
primeru smo za izkoristek mascobe, ki se je drzala lasnega tkiva, predhodno potrebovali
pravo izbiro protokola za izolacijo mati¢nih celic iz maS¢obnega tkiva. S tem bomo
lahko v prihodnosti za izolacijo mati¢nih celic uporabili tudi mascobno tkivo po

operaciji lasisc¢a ali predela, kjer se nahajajo dlake.

Med uporabljenimi tehnikami liposukcije (ro¢na, peristalticna ¢rpalka, odvzem z
nadtlac¢no ¢rpalko (0,9 bar), MicroAir in nutacijska infrasoni¢na liposukcija) smo izbrali
najprimernejsi tehniki — ro¢no in MicroAir. Optimizirali smo izolacijo mati¢nih celic iz
mascobe za namene preucevanja podporne plasti za rast lasnega mesicka ter znanje
ekstrapolirali na estetsko in regenerativno medicino. Da bi pridobili bolj natanéne in
statisticno signifikantne podatke, bi se morali nadaljnjih raziskav na tem podrocju lotiti

bolj sistemsko.

V sklopu raziskave smo prisli do spoznanja, da bi darovalce mas¢obnega tkiva najpre;j
razdelili glede na njihov spol. Pri darovalkah bi bilo treba vedeti, ali so Ze postale
matere, saj so z materinstvom povezane doloCene hormonalne spremembe in s tem
morebitni vplivi na strukturo masc¢obnega tkiva, prav tako pa tudi na kakovost mati¢nih
celic. Lo¢eno po spolu bi darovalce morali porazdeliti tudi glede na starost, zivljenjski
slog, zdravstveno stanje in genetske predispozicije oz. genetski profil. Za raziskovanje
te hipoteze bi potrebovali ve¢ Casa, vejo raziskovalno skupino in finance, namenjene

raziskavi.

Za Stetje celic smo uporabili 3 metode, in sicer: Stetje z aparatom COUNTESS
(Invitrogen), Stetje s hematoloSkim analizatorjem (Beckman coulter Act Diff 2) ter Stetje
s hemocitometrom. Za potrebe nasih analiz, tj. Stevila celic, smo zanemarili tehniko

izolacije, saj smo predpostavljali, da nima dolocene teze pri samem kon¢nem Stevilu.

K znanstvenim pristopom raziskovanja in komercializaciji odkritij lahko pripomore
sodelovanje z umetniki (bioumetnost), saj doprinese boljSe razumevanje in tolmacenje
znanosti v javnosti. Prav tako na razumljiv nain predstavi znanstvena odkritja. V

sklopu predstavitve projekta pod imenom Bios in vitro, ki se razdeli na Las in vitro
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(ang. Hair in vitro) in Iniciacija (ang. Initiation) smo sodelovali na razli¢nih festivalih,
npr. Evropska prestolnica kulture (Soft control, NanoUmetnosti), okroglih mizah, na
filmskem festivalu Bio:Fiction: Synthetic Biology Science, Art, and Film Festival na
Dunaju ipd. V sklopu projekta sta izsli tudi publikaciji Surplus LIFE: The Philosophy of
Contemporary Transitional Art and Form of Life; With Regards to the Artistic
Productions of Polona Tratnik (avtor Misko Suvakovi¢) in In vitro Zivo onstran
umetnosti in telesa (avtorica Polona Tratnik). Ve¢ o odmevnosti projekta je razvidno iz

Priloge B.
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ZAHVALA

Po 4 letih delovanja na projektu Bios in vitro je istoimenska diplomska naloga
zakljuena. Na poti od zaCetka do konca smo bili del pozitivne selekcije, saj smo se

soocili z razliénimi izzivi, ki so nas samo utrdili.

Na tem mestu bi se rada zahvalila mentorju doc. dr. Miomirju KneZevicu, ki je v 3.
letniku navduSeno sprejel mojo idejo o povezovanju znanosti in umetnosti ter me
seznanil s doc. dr. Polono Tratnik, ki je pionirka bioumetnosti v Sloveniji in me je

popeljala v neznani svet umetnosti 0z. bioumetnikov.

Recenzentu izr. prof. dr. PrimoZz Rozman, dr. med., spec. transf. med. za recenzuro in

usmerjanje za ¢as mojega dela na Zavodu za transfuzijsko medicino RS.

Zahvala za tehnoloski del gre predvsem mojemu laboratorijskemu mentorju dr. Marku
Strbadu, ki mi je nudil oporo pri tezavah, s katerimi smo se soo¢ili, in Matiji Vebru, Ki
mi je pomagal z BioStation. Zahvaljujem se tudi Zivi Marinko, s katero sva zadetne ure
na projektu preziveli skupaj in raziskovali nama neznano podrocje, in dr. Mojci JezZ za

pomoc¢ pri izpeljavi zadnje faze diplomske naloge.

Doc. dr. Poloni Jamnik se zahvaljujem za nasvete glede priprave dokumentacije za

Studijsko komisijo.

Zahvala gre tudi ekipi, ki je poskrbela za tehni¢no obdelavo in vizualizacijo gradiva v

sklopu projekta: Damjan Svarc, Miha Tur$i¢, mag. Robert Cernel¢ in JoZe Basa.

Zahvaljujem se tudi prijateljem in soSolcem za ¢udovita ter nepozabna Studentska leta.
Prav tako hvala za vse vzpodbudne besede in pomo¢ Zivi Ramsak, Natasi Hojnik, Eriki

Prasnikar in Ani Cerar, ko sem naletela na oviro pri diplomski nalogi.
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Zahvaljujem se tudi ekipama SOBF 2008—2010 in 2010—2012, ki sta mi popestrili
Studentske dni in me popeljali v svet Studentskega organiziranja. Zahvala gre tudi
Damjanu Vinku, Tadeji Zohar in Andreju Kragevcu, ki so me popeljali v svet

Studentskega organiziranja.

Na koncu bi se rada zahvalila Se svoji druzini, ki je spremljala razlicne predstavitve
projekta po Sloveniji. Se posebno sestri Sarah, ki me je zmeraj znala razbremeniti in z
veseljem spremljala razvoj projekta, ter mami, ki sem jo v¢asih Sokirala z razseznostjo

diplomske naloge, za trenutke, ko mi je prisluhnila, in za vso podporo v ¢asu Studija.

Sposoben krmar pluje tudi z raztrganimi jadri. (slovenski pregovor)
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PRILOGE

Priloga A: Dokumentacija za eti¢no komisijo RS

P el

‘ Zavod Republike Slovenije
za transfuzijsko medicino

KOMISIJA R SLOVENIJE ZA MEDICINSKO ETIKO

Akad. prof. dr. JoZe Trontelj, dr. med., predsednik Strokovni direktor

InStitut za kliniéno nevrofiziologijo, lzr.prof.dr.PrimoZ Rozman.
Klinié¢ni center Ljubljana, dr. med

Zalo3ka c. 7, 1525 Ljubljana, Ljubljana, 26.05.2010

ZADEVA: Vloga za presojo eti¢nosti — znanstveno-humanistiénega- Teli +386 (0) 543-81-61

umetni$kega projekta
Spostovani g. akad. prof. dr. JoZe Trontelj, dr. med.!

Prosim za odobritev razsiritve naérta Ze odobrene raziskave »Uporaba humane
mati¢ne celice za zdravljenje«, za katero je KME Ze izdala svoje soglasje (210/03/08;
datum obravnave dne 18.03.2008; datum dopisa 7.4.2008). RazSiritev se nanasa na
znanstveno raziskavo v okviru humanisti¢no-umetniskega projekta z naslovom

"Bios in vitro".

Vodja projekta je doc.dr. Polona Tratnik (Univerza na Primorskem), ki kot pobudnica
in idejni vodja skrbi za nemoten potek umetniskega dela. Ideja projekta izhaja iz Ze
zastavljenega umetniskega dela doc. dr. Polone Tratnik in tehnoloskega dela doc. dr.
Miomirja KneZevica, ki sta Ze leta 2005 predstavila projekt »Lasje«.

Medicinski del projekta bo raziskava o mati¢nih celicah v lasnem me3is¢ku in rasti
las v osamljenem lasnem me3icku in vitro, ki se bo izvajala kot dodatek zgoraj
omenjenega programa.

Zahvaljujem se Vam za Va3 odgovor.

< B
S spostovanjem,
Izr.prof.dr. PrimoZ Roi%n.pdr.mcd.

Priloge:

. Kratka predstavitev projekta

. Potek raziskovalnega dela projekta

. Humanisti¢no umetniski del

. Izjava o poucenosti in zavestni in svobodni privolitvi preiskovanca’ke

5. Izjava raziskovalca, da bo spostoval nacela helsindko-tokijske deklaracije,
kodeksa etike zdravstvenih delavecev Slovenije in druga eti¢na nacela, izjava o
konfliktu interesov.

6. Povzetek raziskave v jeziku, ki je razumljiv osebam brez medicinske
izobrazbe

R




Mari¢ A. Bios in vitro.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, §tudij biotehnologije, 2013

B

KOMISA REPUBLIKE SLOVENIJE ZA MEDICINSKO ETIKO

Prof. dr. PrimoZ RoZman, dr. med.
Zavod RS za transfuzijsko medicino
Slajmerjeva 6, 1000 Ljubljana

Stev.: 122/06/10
Datum: 27. 7. 2010

Spostovani gospod profesor,

Komisiji za medicinsko etiko (KME) ste 26. 5. 2010 poslali nov dokument v zvezi z
raziskavo z naslovom:

“Bios in vitro.” KME 210/03/08, 164/02/09.

Gre za prosnjo za razSiritev Ze odobrene raziskave z raziskovalnim programom P3-0371
“Uporaba humane matiéne celice za zdravijenje.” Opredeljujete jo kot “humanistitno-umetniski
projekt”. Vodji bosta doc. dr. Polona Tratnik za umetniski del in doc. dr. Miomir KneZevi¢ za
tehnoloski del. Prikazali naj bi gojenje ¢loveskih las in vitro iz mati¢nih celic.

KME je na seji 8. 6. 2010 menila, da je prikazovanje rab medicinskih tehnologij na
bolnikih ali delih ¢loveskih teles v umetniske namene lahko eti¢no vprasljivo. Ce bi celoten
projekt namenili le umetnosti, bi se eti¢na sprejemljivost celo zoZila. Ce pa gre bolj za nekaksen
»stranski produkt«, ko glavni nameni ostajajo znanost, medicina ali izobraZevanje (tudi lai¢ne
javnosti), se sprejemljivost poveca. Podobno velja, &e se bo v umetniski namen kazala le
mikroskopska slika ali neprepoznavni detajli konkretnih teles, katerih identitete ni mogoce
ugotoviti.

Vljudno prosimo za malo $irSo razlago Vasih nalrtov.

S spostovanjem in lepimi pozdravi,

Nasiov: Prof, &r. Joke Trontelj, Indtitut 2a iiinidno nevrofiziologijo, Klinidni center Ljubjana
Zaiodka 7. 1525 Ljubjana. Telefon 01/ 522 1500, telefax 01/ $22 1533, nasiov za elektronsko podto: 0ze trontel@kat 5!
Spletni naslov: hitp//www. kme-nmec.si/
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Zavod Republike Slovenije
za transfuzijsko medicino

8lood Transfusion Centre of Slovenia

KOMISIJA R SLOVENIJE ZA MEDICINSKO ETIKO

Strokovni direktor

Akad. prof. dr. Joze Trontelj, dr. med., predsednik I £ dr.Primos. Rozman, dr. me
B 2Re A r Y l 5 lf.pfl) JdArinmoz Rozman, dr. me

Institut za klini¢no nevrofiziologijo, Tel: +386 (01 543-81-61

Klini¢ni center Ljubljana, Fax: +386 ()1 230-22.24

Zalo3ka c. 7, 1525 Ljubljana, Ljubljana, 12.08.2010 primoz.rozmang@zim.si

ZADEVA: Vas dopis 122/06/10 - Dopolnitev vloge za presojo etinosti — znanstveno-
humanisti¢nega-umetniskega projekta

Spostovani g. akad. prof. dr. JoZe Trontelj, dr. med.!

Hvala za va3 dopis $t. 122/06/10, v katerem nas pozivate, da naj Sire razlozimo ozadje vloge za odobritev
raziskovalne naloge Bios in vitro, ki bo tudi diplomska naloga Studentke biotehnologije Ajde Mari¢. Kot
7¢ omenjeno, je njena naloga del Ze odobreno raziskave »Uporaba humane mati¢ne celice za zdravljenje«,
za katero je KME Ze izdala svoje soglasje (210/03/08; datum obravnave dne 18.03.2008: datum dopisa
7.4.2008). Nanasa se na identifikacijo mati¢nih celic v neposredni okolici lasnega mesicka in morebitnem
vplivu maticnih celic na rast lasu oz. dlake. Celoten projekt originalno ni namenjen umetnosti. temveé
znanosti - biomedicini. Kot stranski produkt se odpira tudi moznost predstavitve projekta $irSi javnosti in
s tem seznanjanja ljudi s procesom eksperimentalnega dela raziskovalcev. Ta del je predmet umetniske
predstavitve, ki jo vodi doc.dr. Polona Tratnik, s katero smo sodelovali tudi pri nekaterih njenih prejsnjih
projektih. V umetniski namen se bodo kazali izklju¢no neprepoznavni detajli cloveskega telesa in
mikroskopske slike kultur in vitro, katerih identiteta bo seveda nerazpoznavna. TKivo v raziskavi bodo
darovali prostovoljci, ki bodo dali ustrezno soglasje (prilozeno Ze v prvem dopisu). Mnenja smo. da so
taksni informativni projekti pomembni. saj s tem omogocamo javnosti objektiven vpogled v raziskovalno
delo. Prilagam Vam tudi spremno besedo Janeza Poto¢nika, evropskega komisarja za znanost in
raziskave, v reviji Art&Science. ki govori 0 smiselnosti takih projektov.

Zahvaljujem se Vam za Vas odgovor.

S spostovanjem,

e
[zr.prof.dr. I’n'mcﬁ" Rozman, dr.med.

Priloge:
1. Spremna beseda Janeza Poto¢nika v reviji Art&Science Creative Fusion, 2008
2. Predstavitev umetniskega konteksta projekta Bios in vitro
3. Zivljenjepis doc.dr. Polone Tratnik
4. Clanek: BridA/ T. Ker$evan, S. Mango, J. Pavlica, 2009 Nekje med umetnostjo in znanostjo, Junural of
Science Communication 8(2)
5. Clanck: P. Tratnik, 2008. (Bio)umetnost in manipuliranje z Zivim, Annales: Series Historia et Sociologia 18

6. Kopija prve prijave s prilogami

Slaymerjeva ulica é
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KOMISIJA REPUBLIKE SLOVENIJE ZA MEDICINSKO ETIKO

Izr. prof. dr. Primoz Rozman, dr. med.
Zavod RS za transfuzijsko medicino
Slajmerjeva 6, 1000 Ljubljana

Stev.: 108/08/10
Datum: 26. 8. 2010

Spostovani gospod prof. dr. RoZman,

Komisiji za medicinsko etiko (KME) ste 12. 8. 2010 poslali Va$ odgovor na pomisleke
KME k predlogu raziskave z naslovom:

“Bios in vitro.” Pro¥nja za razsiritev Ze odobrene raziskave z raziskovalnim programom
P3-0371 “Uporaba humane maticne celice za zdravijenje.” KME 210/03/08, 164/02/09.
Humanisti¢no-umetniski projekt, vodja doc. dr. Polona Tratnik za umetniski del, in doc. dr.
Miomir KneZevi¢ za tehnoloski del. KME 122/06/10.

KME je na seji 17. avgusta 2010 sprejela Vasa pojasnila in Vam s tem izdaja svoje

soglasje.
prof. dr.JoZe Trontelj
Komisije za medicinsko etiko

S spostovanjem in lepimi pozdravi,

Naslov: Prof. dr. Joze Trontelj, Intitut za klini¢no nevrofiziolegijo, Kliniéni center Ljubljana
Zalo$ka 7, 1525 Ljubljana. Telefon 01/ 522 1500, telefax 01/ 522 1533, naslov za posto: joze. j si
http://www.mf.uni-lj.si/kme-nmec/
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Priloga B: Odmevnost projekta Bios in vitro oz. Las in vitro in Iniciacija

2012

ARSCOPE, Kunsthochschule fiir Medien (KHM), K&In (19. in 20. 12.).

Soft Control: Art, Science, and Technologically Unconscious, Maribor: Evropska
pestolnica kulture (EPK). Kustos: Dmitry Bulatov, projekt Initiation, (od 19. 11. do 15.
12).

ASYMMETRIC EUROPE, Muzej savremene umetnosti VVojvodine, Novi Sad (od 16.
11. do 2. 12. 2012). Projekt Las in vitro (Hair in vitro).

Life Affairs / Aféry zivota, BIOART show, DIG gallery, Strojarenska 3, Kosice,
Slovaska (od 18. 10. do 18. 11.).

Nano umetnosti, EPK, Las in vitro, Kulturni inkubator, Koroska cesta 18 v Mariboru,
kustos: Joze Slacek, (20. 7. 2012). Projekt Las in vitro.

2011

12 mm (Operation, Hair in vitro, Laboratory) in predavanje Miska Suvakovica.
Predstavitev knjige Surplus LIFE: The Philosophy of Contemporary Transitional Art
and Form of Life; With Regards to the Artistic Productions of Polona Tratnik (koncept:
Misko Suvakovié, fotografija Damjan Svarc); diskusija o projektu: Misko Suvakovié,

Miomir Knezevi¢, Mojca Puncer in Ajda Mari¢. Horizonti in galerija Kapelica (9. 12.).

SZENARIEN UBER EUROPA. SZENARIO 1, GALERIE FUR ZEITGENOSSISCHE
KUNST LEIPZIG, kustos: Misko Suvakovié et al. (od 10. 9. do 13. 11.).
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Bio:Fiction: Synthetic Biology Science, Art, and Film Festival, Dunaj (od 13. 5. do 14.
5).

2010

SEAFAIr 2010 The Apparatus of Life and Death, kustos: Melentie Pandilovski, Skopje,
Makedonija (od 4. 10. do 20. 10.).

Kiparstvo danes. Komponente, sti¢is¢a in preseci$¢a, Galerija sodobne umetnosti Celje.
Kustosi razstave: Tomaz Brejc, Alenka Domjan, Jiti Koc¢ica, Polona Tratnik. Premierna

predstavitev projekta Las in vitro (od 10. 9. do 10.10.).

Las in vitro. Performans-intervencija ob pogovoru: Jurij Krpan in Polona Tratnik,
projektna soba SCCA, Metelkova 6, Ljubljana (17. 6.).

2008

In Vitro & Transspecies, dr. Miomir Knezevi¢, galerija Kapelica, Ljubljana (Slovenija),

december.
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Priloga C: Prikaz podatkov, ki so pridobljeni po izolaciji celic iz masc¢obe

\Y} \Y} \Y} V po ) St. vseh ) )
lipoaspirat | mas¢ob | mascobe | procesiranju| St. vseh | celic na 100 | Viabilnost | St. celiciz1 | St. viabilnih
§t. izolacij a [ml] e [ml] [ml] [ml] celic ml mascobe (%) ml mascobe celic
P1— Metoda A 6,0 9,0 15,0 3 1,4E+06 1,56E+07 | 47,00% 1,56E+05 6,58E+05
P1— Metoda B 4,0 18,0 22,0 3 1,9E+06 1,06E+07 | 36,00% 1,06E+05 6,84E+05
P1-— Metoda C 2,0 20,0 22,0 3 2,0E+06 1,00E+07 | 64,00% 1,00E+05 1,28E+06
P2 — Metoda A 3,0 12,0 15,0 3 1,2E+06 1,00E+07 | 28,00% 1,00E+05 3,36E+05
P2 — Metoda B 6,0 14,0 20,0 3 1,3E+06 9,29E+06 9,29E+04 0,00E+00
P2 — Metoda C 8,0 12,0 20,0 3 7,0E+05 5,83E+06 5,83E+04 0,00E+00
P2 — Metoda C 4,0 13,0 17,0 3 9,0E+05 6,92E+06 | 72,00% 6,92E+04 6,48E+05
P3 — Metoda A 50 10,0 15,0 2 6,6E+06 6,60E+07 6,60E+05 0,00E+00
P3 — Metoda B 4,0 15,0 19,0 1,5 7,3E+06 | 4,87E+07 4,87E+05 0,00E+00
P3 — Metoda C 4,0 16,0 20,0 2,5 7,7E+06 4,81E+07 4,81E+05 0,00E+00
P3 — Metoda D 3,0 15,0 18,0 2,5 7,0E+06 | 4,67E+07 4,67E+05 0,00E+00
P4— Metoda A 16 24 40 3 1,00E+07 | 4,17E+07 82,00% 4,17E+05 8,20E+06
P5 — Metoda A 70 25,1 95,1 5 8,70E+06 | 3,47E+07 | 87,00% 3,47TE+05 7,57E+06
P6 — Metoda A 40 55 95 5 8,10E+06 | 1,47E+07 | 89,00% 1,47E+05 7,21E+06
P7 — Metoda C 60 35 95 3 1,50E+07 | 4,29E+07 | 87,00% 4,29E+05 1,31E+07
P8 — Metoda C 72 23 95 5 2,50E+06 | 1,09E+07 | 78,00% 1,09E+05 1,95E+06

LEGENDA: P (Pacient); metoda A (ro¢na tehnika), metoda B (peristalti¢na ¢rpalka), metoda C (odvzem z nadtla¢no ¢rpalko (0,9 bar)),
metoda C (MicroAir tehnika) in metoda D (nutacijska infrasoni¢na liposukcija).
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Priloga D: Publikaciji in video material v sklopu projektov Bios in vitro in Iniciacija

Aolens Tratnih

‘ g 70 ONSTRAN
r TELESA IN UMETNOSTI
“ A

Znanstvena monografija In vitro zivo onstran telesa in umetnosti (avtorica Polona
Tratnik) je dosegljiva na http://www.horizonti.net/transars/In%20vitro.pdf



http://www.horizonti.net/transars/In%20vitro.pdf
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Znanstvena monografija Surplus LIFE: The Philosophy of Contemporary Transitional
Art and Form of Life; With Regards to the Artistic Productions of Polona Tratnik (avtor
Misko Suvakovi¢) je dosegljiva na http://www.polona-
tratnik.si/knjiga%206%20final.pdf

Predstavitveni film 12 mm (Operation, Hair in vitro, Laboratory) je dosegljiv na
povezavi http://www.polona-tratnik.si/Hair-In-Vitro-All_New2.mp4

Predstavitveni film Las in vitro  je dosegljiv na povezavi
http://www.horizonti.net/index.html



http://www.polona-tratnik.si/knjiga%206%20final.pdf
http://www.polona-tratnik.si/knjiga%206%20final.pdf
http://www.polona-tratnik.si/Hair-In-Vitro-All_New2.mp4
http://www.horizonti.net/index.html
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Iniciacija, 2012

Performativna instalacija, meSani mediji (konstruirano ¢lovesko srce, tkivni inzeniring

in elektri¢ni inzeniring, inkubator, bioreaktor in laminar).

Produkcija: Horizonti, ko-produkcija: Biobanka d. o. 0., Educell d. o. o.

Iniciacija izvaja regeneracijo funkcionalne miSice Cloveskega srca z razvijanjem
Sposobnosti samostojnega pulziranja. Regeneracija vkljucuje poselitev vpojne organske
matrice, tj. decelulariziranega srénega organa, s kardiomiociti, diferenciranimi iz
mati¢nih celic, pridobljenih iz ¢loveskega maScobnega tkiva. Iniciacija pospesi zorenje
tkiva in stremi k dosegu misi¢nega odziva — izvaja iniciacijo celic v funkcionalno, tj.

kréljivo tkivo ter iniciira pulziranje in vitro konstruiranega organa.

Predstavitveni  film Iniciacija je dosegljiv. na povezavi http://www.polona-

tratnik.si/Initiation.mp4

Koncept in vizualizacija: Polona Tratnik (vodja projekta), tkivni inzeniring: Biobanka d.
0. 0. (Miomir Knezevi¢, Marko Strbad, Ajda Maric¢, Petra Konen¢nik, Janja Dobravc in
sod.), video: Snaut (Marko Cafnik in sod.), fotografija: Damjan Svarc, oblikovanje:
Miha Tursic.

Zahvala za postavitev na razstavi Soft Control: umetnost, znanost in tehnolosko
nezavedno, november—december 2012: Tehnooptika Smolnikar d.o.o., Iskra Pio d.o0.0.,
Zavod za transfuzijsko medicino RS (Primoz Rozman, Mojca Jez), Labena d. o. o.

(Vida Zgajnar), Nada Udov¢ KneZevié.


http://www.polona-tratnik.si/Initiation.mp4
http://www.polona-tratnik.si/Initiation.mp4

Marié¢ A. Bios in vitro.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, §tudij biotehnologije, 2013

Priloga E (CD): Predstavitveni filmi v sklopu projekta in znanstveni monografiji

12 mm (operacija, las in vitro in laboratorij), predstavitveni film.

BioStation 1_1, film pridobljen iz aparature BioStation.

BioStation 1_2, film pridobljen iz aparature BioStation.

»Hair in vitro« (Las in vitro), predstavitveni film v angle$¢ini.

Iniciacija, predstavitveni film.

Intervju_Knezevic; v sklopu projekta je bil opravjen intervju z doc. dr.
Miomirjem Knezevi¢, univ. dipl. biol.

Intervju Leskovsek; v sklopu projekta je bil opravjen intervju z AleSem
Leskovsek dr.med specialist plasti¢ne rekonstrukcijske in estetske kirurgije.

Las in vitro, predstavitveni film.

Producent: Horizonti, zavod za umetnost, kulturo, znanost in izobrazevanje.

Znanstveni monografij:

Suvakovi¢ M. 2011. Surplus LIFE: The Philosophy of Contemporary
Transitional Art and Form of Life. Ljubljana, Horizonti, zavod za umetnost,
kulturo, znanost in izobraZevanje: 110 str

Tratnik P. 2010. In vitro: Zivo onstran telesa in umetnosti. Ljubljana, Horizonti,

zavod za umetnost, kulturo, znanost in izobrazevanje: 185 str



