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Al V magistrski nalogi smo Zeleli ugotoviti vpliv lizata trombocitov Lysex™ Premium na rast in
diferenciacijo hondrocitov elasti¢nega in sklepnega (hialinega) hrustanca v enoslojni kulturi gojeni in vitro.
Lizat trombocitov predstavlja dober nadomestek za ¢loveski in fetalni goveji serum (FBS) pri pripravljanju
izdelkov za celi¢ne terapije. Poskus smo opravili na treh bioloskih vzorcih hondrocitov iz elasti¢nega in
treh bioloskih vzorcih hondrocitov iz sklepnega hrustanca. Hondrocite smo odtalili in jih v enaki gostoti
naselili v 4 razli¢ne medije. Prvi je vseboval ¢loveski alogenski serum, drugi FBS, tretji in Cetrti pa razli¢ne
koncentracije lizata trombocitov Lysex™ Premium. Ko smo dosegli 80-90 % konfluenco v mediju 3
(Lysex™ Premium), smo celice presteli in naselili na novo gojilno plod¢o. Enako smo storili s preostalimi
celicami v medijih 1 (Sloveski alogenski serum), 2 (FBS) in 4 (Lysex™ Premium). Postopek smo ponavljali
vse do tretje pasaZze. Celi¢no rast in morfologijo smo spremljali s pomocjo invertnega svetlobnega
mikroskopa. Pri obeh vrstah hondrocitov smo analizirali izrazanje genov z metodo verizne reakcije
pomnoZevanja v realnem casu (RT-QPCR). Preverjali smo izrazanje genov specifi¢nih za hondrocite
elastiénega (ELN, ACAN, COL I, COL II, SOX9) in tistih znacilnih za hondrocite hialinega hrustanca
(VCAN, ACAN, COL I, COL II, SOX9). Morfologija obeh vrst preiskovanih hondrocitov se med gojenjem
v enoslojnih kulturah v mediju z dodatkom lizata trombocitov Lysex™ Premium ni bistveno spremenila.
Tekom vseh treh pasaz so celice obeh vrst v lizatu trombocitov Lysex™ Premium obdrzale podolgovato
fibroblastom podobno obliko. Hondrociti iz elasticnega in sklepnega hrustanca so v mediju z lizatom
trombocitov Lysex™ Premium rastli veliko hitreje kot v medijih s Gloveskim serumom ali FBS. Izrazanje
specifi¢nih genov v mediju z dodatkom lizata trombocitov Lysex™ Premium kaze na dodatno
dediferenciacijo celic, zaradi pospesene proliferacije. Predvidevamo, da bi se obema vrstama hondrocitov z
gojenjem v 3D okolju povrnil hrustan¢ni fenotip (rediferenciacija), kar bo potrebno v prihodnosti potrditi z
razli¢nimi analizami.



Karni¢nik A. Vpliv lizata trombocitov na rast in diferenciacijo humanih hondrocitov in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije. 2014 A4

KEY WORDS DOCUMENTATION

DN Du2

DC UDC576:617.3(043.2) = 163.6

CX Lysex™ Premium/chondrocytes/platelets/lysates/cartilage/gene  expression/cell
culture/in vitro/tissue engineering/

AU KARNICNIK, Ana

AA KNEZEVIC, Miomir (supervisior)/BARLIC, Ariana (co-advisor)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Biotechnology

PY 2014

Tl  THE EFFECT OF HUMAN PLATELET LYSATE ON GROWTH AND
DIFFERENTIATION OF HUMAN CHONDROCYTES IN VITRO

DT M. Sc. Thesis

NO XIl, 61 p., 47 fig., 3 ann., 42 ref.

LA sl

AL sl/en

AB In this master thesis we determined the effect of Lysex™ Premium platelet lysate on growth and
differentiation of chondrocytes from elastic and hyaline cartilage cultured in monolayer cultures in vitro.
Platelet lysate is an effective substitute for human and fetal bovine serum (FBS) in preparation of products
for cell therapies. The experiments were conducted on three biological samples of chondrocytes from
elastic and three biological samples of chondrocytes from hyaline cartilage. Both types of cells were
cultured at the same plating density in 4 different media. The first one contained allogeneic human serum,
the second FBS, whole the third and the fourth one were prepared with various concentrations of Lysex ™
Premium platelet lysate. When the confluence of cells in the medium 3 (Lysex™ Premium lysate) was
almost 80-90 %, they were detached by trypsin, counted and seeded in a new culture vessel. The same
procedure was performed with the remaining cells in the media 1 (human allogeneic serum), 2 (FBS) and 4
(Lysex™ Premium lysate). This process was repeated up to the third passage. Cell growth and morphology
were monitored under the inverted microscope. Gene expression in both types of hondrocytes were
analyzed by the quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR) method. The expression of genes
specific for chondrocytes from elastic (ELN, ACAN, COL I, COL Il, SOX9) and those characteristic of
chondrocytes from hyaline cartilage (VCAN, ACAN, COL I, COL II, SOX9) were analysed. Morphology
of chondrocytes from elastic and hyaline cartilage has not changed significantly during this cultivation in
monolayers in a medium containing Lysex™ Premium of platelet lysate. During all three passages both
types of chondrocytes in Lysex™ Premium the presence of the platelet lysate maintained an elongated
fibroblast-like shape. Both types of cells growing in medium with Lysex™ Premium platelet lysate grew
much faster than in a human serum or FBS containing medium. Expression of specific genes in the
presence of Lysex ™ Premium platelet lysate indicated additional chondrocytes dedifferentiation due to their
stimulated proliferation. We assume that the hondrocytes from elastic and hyaline cartilage cultivated in 3D
gel environmet could restore their full cartilage phenotype (redifferentiation). However, this assumption
still has to be confirmed in future by different analyses.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ACI vsaditev avtolognih hondrocitov; angl. Autologous
chondrocyte implantation

BMP proteini kostne morfogeneze

cDNA komplementarna DNA, ki nastane z obratno transkripcijo iz
MRNA

Ct mejni cikel pri RT-gPRC

DEPC dietilpirokarbonat

D-MEM Dulbeccova modifikacija Eaglovega medija
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KME komisija za medicinsko etiko

MSC mezenhimska mati¢na celica
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PL lizat trombocitov; Angl. Platelet Lysat
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trombociti; angl. Platelet Rich Plasma
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transcription quatitative PCR
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VUR

vezikoureteralni refluks
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SLOVARCEK (povzeto po Tissue ..., 2014; Genetics ..., 2014; Rozman in Jez, 2009)

agrekan

implantacija avtolognih
hondrocitov

enoslojna kultura

fenotip

hondrocit
hrustanec

elastin

kolagen

konfluenca

lizat trombocitov
morfoloske razlike
reverzna transkripcija

tkivno inZenirstvo

transkripcijski dejavnik
tripsinizacija

3D kultura

verzikan

poglavitni proteoglikan sklepnega (hialinega)
hrustanc¢nega tkiva

postopek zdravljenja poskodb sklepnega
(hialinega) hrustanca bolnika z njemu lastnimi
hrustan¢nimi celicami, gojenimi in vitro
metoda gojenja celic v gojilnih posodah s
sposobnostjo njihove pritrditve na rastno
podlago v celi¢nih kulturah

lastnosti organizma, ki so dolo¢ene z zapisi v
genomu in okoljskimi dejavniki, med razvojem
organizma oz. strukturne in funkcijske lastnosti
organizma, ki jih lahko opazamo

osnova celica hrustan¢nega tkiva

specificna oblika tkiva, sestavljena iz
hondrocitov in obilnega izvenceli¢nega matriksa
poglavitna sestavina izvenceli¢nega matriksa
elasti¢nega hrustan¢nega tkiva

poglavitna proteinska strukturna enota
izvenceli¢nega matriksa

pojav, ko celice v enoslojni kulturi prerastejo
dno gojilne posode in so v tesnem stiku ena z
drugo

pripravek razpadlih trombocitov

preucevanje razlik glede na
videz:oblika,velikost, organizacija

postopek prepisa RNA v cDNA s pomocjo
encima reverzna transkriptaza

izdelani pripravki iz zdravih celic in nosilca in
vitro s katerim poskusamo nadomestiti
poskodovano tkivo

beljakovina, ki je potrebna za zacetek
prepisovanja DNA

postopek odlepljanja celic v enoslojni kulturi z
dna gojilne posode s pomocjo tripsina

metoda gojenja evkariontskih celic v razlicnih
nosilnih strukturah, ki omogocajo njihovo rast v
vseh treh prostorskih dimenzijah

Poglavitna sestavina izvenceli¢nega matriksa
vezivnega hrustan¢nega tkiva
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1 UvOoD

Tkivno inZenirstvo postaja vedno pomembnejsi del regenerativne medicine, saj uporablja
nacela bioloskih in inzenirskih znanosti za razvoj zivih tkivnih in organskih nadomestkov.
Terapevtski izdelki tkivnega inzenirstva omogoc¢ajo obnovitev, vzdrzevanje in izboljSanje
funkcij poSkodovanega ali okvarjenega tkiva. Eden izmed prvih pristopov na tem podrocju
je bilo zdravljenje poskodb sklepnega hrustanca. Tehnike tkivnega inzenirstva pa se vedno
bolj uveljavljajo tudi v regenerativni medicini secil (Dragin Jerman in Erdani Kreft, 2012;
Tkivno ..., 2014).

Osnovi namen prizadevanj zdravljenja hrustan¢nih okvar je nadomestiti poskodovano ali
bolezensko spremenjeno hrustancno tkivo z lastnim trajnim Zivim tkivom in tako zmanjSati
bolezenske simptome v sklepu ter prepreciti predéasno degeneracijo preostalega hrustanca.
Sklepni hrustanec ima zaradi specificne zgradbe omejeno sposobnost celjenja po
poskodbah in boleznih. Hondrociti sicer izdelujejo medceli¢nino vse Zivljenje, vendar to
ne zadosCa za ustrezno popravilo tkiva po poskodbi. Najve¢jo omejitev za regeneracijo
poskodbe predstavljajo: razpoloZljivost hrustan¢nega tkiva primernega za presaditev,
velikost poskodbe, difuzne degenerativne spremembe v sklepu in starost bolnika.
Zdravljene hrustan¢nih okvar z metodo vsaditve avtolognih hondrocitov (ACI), predhodno
namnozenih v kulturi, je pripeljalo do dobrih kliniénih rezultatov. ACI je metoda, pri kateri
iz kolena bolnika artroskopsko odvzamejo kos¢ke zdravega hrustanca (200-250 mg) z roba
neobremenjene sklepne povrsine. Iz njih izolirajo hrustanéne celice, jih gojijo in nato
vrnejo v sklep na mesto poskodbe. Ta postopek daje spodbudne rezultate pri zdravljenju
lokaliziranih okvar sklepnega hrustanca mlajsih ljudi, medtem ko za razsirjeno prizadetost
tega tkiva pri degenerativnih boleznih trenutno Se nimamo ustrezne reSitve. V kulturi
vzgojene hondrocite so ze leta 1996 priceli uporabljati na Ortopedski Kliniki v Ljubljani
(Radosavljevi¢ in sod., 2003). Do sedaj je bilo z metodo ACI zdravljenih ze skoraj 300
pacientov (Tkivno ..., 2014).

Inovativni izdelek tkivnega inzenirstva, Ki ga poleg pripravka ACI pripravljajo v podjetju
Educell d.o.0. je tudi avtologni celi¢ni produkt pripravljen iz hondrocitov izoliranih iz
uSesnega hrustanca za zdravljenje vezikoureteralnega refluksa (VUR). VUR je zatekanje
seCa iz mehurja nazaj v ledvico, ki nastane zaradi oslabljenega vezikoureteralnega ustja.
Povzroca kroni¢no vnetje in okvaro ledvic. Metoda je osnovana na bolnikovih lastnih
celicah, ki jih pridobimo iz biopta usesnega hrustanca. S to metodo dosegamo boljse in
trajnejSe rezultate kot z injeciranjem kolagena pod sluznico vezikoureteralnega ustja, saj se
kolagen scasoma razgradi in je potreben ponovni poseg. VVsajene hrustan¢ne celice stalno
izlo¢ajo medceli¢nino, bogato s kolageni. Avtologni izvor celic in uporabljene plazme pa
izklju€ujejo tudi moznost zavrnitve vsadka. Do sedaj so na ta nacin zdravili 18 bolnikov
(Tkivno ..., 2014).
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Raziskovalni del magistrske naloge smo izvedli v laboratoriju podjetja Educell d.o.o., kjer
gojijo hrustancne celice za avtologno uporabo za obe omenjeni indikaciji. Novembra 2008
je Educell dobil status Ustanove za tkiva in celice, takrat kot prva organizacija na tem
podrocju v Sloveniji (Tkivno ..., 2014).

1.1 NAMEN NALOGE

Pri gojenju ¢loveskih celic ex vivo / in vitro je potrebno gojis¢u dodajati razli¢ne rastne
dejavnike in druge proteine, ki omogocajo celicam pritrditev na rastno povrsino v gojilni
posodi, njihovo rast in razmnozevanje. V ta namen se kot dodatek gojiscu obicajno
uporablja serum pridobljen iz govejih zarodkov (fetal bovine serum - FBS), lahko pa tudi
alogenski ali avtologni ¢loveski serum. Za gojenje celic za klini¢no uporabo, t.j. celi¢ne
terapije iS¢ejo nadomestke za serum, Ki bi celicam zagotavljali vse potrebno za rast in
razmnozevanje. Uporaba FBS pri pripravljanju izdelkov za celi¢ne terapije je potencialno
nevarna predvsem zaradi moznosti prenosa ksenogenih antigenov in prenosa raznih
zoonoznih okuzb. Najprimernejsa je torej uporaba ¢loveskega avtolognega seruma, vendar
pa je njegovo pridobivanje lahko otezkoceno zaradi bolezenskega stanja pacienta ter same
logistike priprave in transporta. Primerna bi bila tudi uporaba alogenskega seruma, a je v
tem primeru tezko zagotoviti konsistentnost tovrstnih pripravkov, namenjenih za gojenje
celic razli¢nih bolnikov. Obstaja torej potreba po definiranih in konsistentnih serumskih
nadomestkih, zato se nenehno is¢ejo ustrezni nadomestki. Eden izmed njih bi lahko bil
lizat trombocitov, ki vsebuje Siroko paleto rastnih dejavnikov, potrebnih za rast celic.
Pripravljajo ga iz velikega Stevila vzorcev krvi, s ¢imer lahko zagotovijo konsistentnost
vsebnosti aktivnih molekul v pripravku.

V nalogi smo Zeleli:

- Primerjati vplive fetalnega govejega seruma, ¢loveskega alogenskega seruma in
lizata trombocitov na rast in fenotipske lastnosti hondrocitov iz elasti¢nega
hrustanca.

- Primerjati vplive fetalnega govejega seruma, ¢loveskega alogenskega seruma in
lizata trombocitov na rast in fenotipske lastnosti hondrocitov iz sklepnega
hrustanca.

- Ovrednotiti komercialno dostopni lizat trombocitov v smislu ustreznosti njegove
uporabe za nadomescanja seruma pri gojenju celic.
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1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predpostavljamo, da bo lizat trombocitov uspe$no stimuliral rast hondrocitov iz elasti¢nega
in sklepnega hrustanca v enoslojni kulturi in vitro.

Predpostavljamo tudi, da bo lizat trombocitov zaradi visoke vsebnosti Stevilnih rastnih
dejavnikov, predvsem TGF-2, bolje vzdrzeval hondrocitni fenotip celic v enoslojni kulturi.

Predpostavljamo, da bodo rezultati magistrske naloge uporabni pri razvoju novih celi¢nih
izdelkov, namenjenih klini¢ni uporabi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HRUSTANEC

2.1.1 Hrustanec splo$no

Hrustanec je tkivo z veliko vsebnostjo vode (priblizno 80 %), preostanek pa sestavljata
izvenceli¢ni matriks (extracellular matriks; ECM) in hondrociti, celice, ki izloc¢ajo
medceli¢nino. V izvenceli¢ni matriks S0 vgrajena kolagenska ali elasti¢na vlakna. Celice se
nahajajo v majhnih prostorih, lakunah, obdanih z medceli¢nino. Hrustanec je ovit v
pohrustanc¢nico iz fibrilarnega veziva, Ki je dobro prekrvljena. Hrustanec sam ne vsebuje
krvnih Zil, Zivcev in limfnih Zlez. Snovi vanj prehajajo z difuzijo, zato je presnova pocasna.
Glede na lastnosti medceli¢nine in vrsto ter razporeditev vlaken, razlikujemo tri tipe
hrustanca: sklepni ali hialini, elasti¢ni in fibrilarni. Elasti¢ni hrustanec je zgrajen iz
medceli¢nine, ki vsebuje elasti¢ne snovi in elasti¢na vlakna, zgoS€ene v sredini. 1z tega
tkiva so uhelj, poklopec sapnika, grlo in Evstahijeva cev. Sklepni hrustanec je iz
amorfnega, homogenega matriksa, ki ima steklast videz. Celice se v njem nahajajo v
lakunah, v matriksu pa so kolagenska vlakna, zgoscena proti perifereiji. Sklepni hrustanec
v embrionalnem stanju tvori zasnovo za kosti, v zrelem, odraslem stanju pa obdaja
predvsem kostne sklepe, poleg tega pa ga najdemo tudi v sapniku, bronhijih in predelu
reber (Naranda in Vogrin, 2013; Strus, 2002).

Za fibrilarni hrustanec so znacilni gosti snopi kolagenskih vlaken, med njimi pa so redke
hrustanéne celice urejene v stolpce. Fibrilarni hrustanec se nahaja v medvretencnih
ploscicah in nekaterih sklepih. Hrustanec raste z delitvijo hondrocitov in z apozicijo iz
zarodnih celic v perihondriju, ali z vrivanjem. V razvoju osebka hrustanéni matriks
kalcificira v procesu nastajanja nadomestne kosti, kalcifikacija pa je lahko tudi posledica
staranja (Naranda in Vogrin, 2013; Strus, 2002).

2.1.2 Hondrociti

Hondrociti so hrustan¢ne celice, ki se v hrustancu nahajajo v skupinah. Proces njihove
diferenciacije imenujemo hondrogeneza. Ta je natan¢no nadzorovana pod vplivom rastnih
in diferenciacijskih dejavnikov. Hondrociti se razvijejo iz mezenhimskih celic v zgodnjih
fazah razvoja zarodka. Z njihovo diferenciacijo v zrele hondrocite se povecuje koli¢ina
izloCenega izvenceli¢nega matriksa. Odrasli hondrociti tako proizvajajo velike koli¢ine
medcelicnine, ki je sestavljena iz kolagenskih vlaken, elastina in proteoglikanov. Vecina
rastnih dejavnikov se veze na specifi¢ne receptorje na membrani ali celic in s tem sprozijo
prenos signalov. V citosolu se nato aktivirajo genski regulacijski proteini, ki sprozijo
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prepisovanje doloCenih genov in s tem proizvodnjo za celice znalilnih proteinov. Na
diferenciacijo hondrocitov vplivajo rastni dejavniki, signalne molekule in efektorski
proteini, pa tudi vitamini in hormoni. Pretvorbo informacij, Ki izvirajo iz zunajceli¢nih
signalov, v izrazanje znaéilnih genov znotraj hrustan¢ne celice, posredujejo transkripcijski
dejavniki kot so SOX9, Smad, Msx2, STAT, Cbfal (Goldring, 2012; Meyer in sod., 2009;
Stokes in sod., 2001).

V procesu diferenciacije zacnejo hondrociti proizvajati znacilne molekule hrustancne
medcelicnine (kolagen Il, elastin). Za potek diferencijskega procesa so posebej pomembni
rastni dejavniki: IGF-I (inzulinu podobni rastni dejavnik), FGF-2 (fibroblastni rastni
dejavnik), TGF-p (transformirajoci rastni dejavnik), proteini kostne morfogeneze (BMP-2,
BMP-4, BMP-5 in BMP-7) (OP1) (Van Osch in sod., 2009; Gan in Kandel, 2007; Li in
sod., 2005).

Zarodne celice Hondro-progenitorne celice Hondroblasti Hondrociti Hipertrofi¢ni hondrociti
Q.
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Slika 1: Shematski prikaz razli¢nih faz hondrogeneze (Naranda in Vogrin, 2013: 689)
Prikazani so kljuéni rastni dejavniki in spremembe v sestavi izvenceli¢nega matriksa

2.1.2.1 Hondrociti gojeni in vitro

Hondrociti v celi¢ni kulturi so adherentne celice. Pred gojenjem v pogojih in vitro jih
moramo najprej izolirati iz hrustanca. Po izolaciji s pomocjo encimov se celice pritrdijo na
podlago oz. rastno povrsino gojilne posode. Ob tem spremenijo obliko iz kroglaste v
vretenasto in se zac¢nejo deliti (Slika 2). Kultura enojnega sloja je najpogosteje uporabljana
oblika gojenja hondrocitov, ki omogoca njihovo obilno namnozevanje. Pojav, Ki ga
spremljamo pri tovrstnem gojenju hondrocitov je proces dediferenciacije. Celice namred
proizvajajo vedno manj za hrustanec znacilnih proteinov: kolagena II, agrekana in drugih,
zacnejo pa izlocati vecje koli¢ine kolagena I, kar je znalilnost fibroblastov oz.
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mezenhimskih celic, iz katerih se hondrociti razvijejo (Marijnissen in sod., 2000; Mallein-
Gerin in sod., 1991; Steward in sod., 2000). Ko tako gojene celice prenesemo v
tridimenzionalno okolje pa zopet povecajo proizvodnjo za hrustanec znacilnih proteinov
(Velikonja in sod., 2001).

Slika 2: Morfologija hondrocitov v kulturi in vitro
A: Hondrociti naseljeni v kulturo ob ¢asu t=0, B: hondrociti v enoslojni kulturi po 3 dneh; 100x povecava

V optimalnih pogojih je ¢as podvojitve populacije hondrocitov priblizno 20 ur in je mo¢no
odvisen od gostote celic in sestave gojis¢a. Ko postane gostota celic prevelika se celice
zatnejo preraséati in pridobe drugacne lastnosti kot tiste v enoslojni kulturi. Kulture z
veliko celiéno gostoto so tiste z ve¢ kot 10° celic/cm? gojilne povriine. Tak$na kultura
lahko nastane zaradi celicnega preras¢anja v enoslojni kulturi ali pa zaradi visoke gostote
celic ze na zacetku naselitve. Na rast celi¢ne kulture pomembno vplivajo rastni dejavniki,
hormoni, citokini, vitamini in druge sestavine gojis¢a (Adolphe in Benya, 1996).

Hondrociti, ki jih gojimo v dolo¢enih pogojih in vitro, so zmozni rediferenciacije.
Rediferenciarni hondrociti se obnasajo podobno kot primarne celice, saj kazejo povecano
izrazanje genov za agrekan, kolagen tipa Il, SOX9 ter zmanj$ano izrazanje kolagena tipa I.
Takrat so tudi sposobni tvoriti hrustan¢no tkivo (Gan in Kandel, 2007). Rediferenciacija

lahko sprozi tudi hipertrofijo, kar se kaze v pove€anem izrazanju kolagena X (Ahmed in
sod., 2009).

2.1.2.2 Terapevtska uporaba gojenih hondrocitov

S hondrociti lahko zdravimo poskodbe hrustanca. Gojenje avtolognih hondrocitov za
popravilo globokih poskodb kolenskega sklepnega hrustanca, ki se sicer sam le slabo in
neustrezno regenerira, SO pri nas zaceli izvajati Ze leta 1996. Iz majhnega kosScka
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hrustan¢nega tkiva, ki ga kirurg ortoped sterilno odvzame z neobremenjene povrsine v
sklepu, s pomocjo encimske razgradnje osamimo hondrocite ter jih nato gojimo v enoslojni
kulturi ob dodatku bolnikovega lastnega seruma. NamnoZene celice s povrSine gojilnih
posod odstranimo s tripsinom, njihovo suspenzijo pa uporabimo neposredno za vsaditev ali
pa jo pred tem naselimo na kolagenski nosilec in takSen tkivno inZenirski pripravek Se
nekaj asa gojimo in vitro. Cilj je pridobiti gostoto celic 2,6-5,0*10° /cm?, kar predstavlja
25-30 podvojitev (Vunjak-Novakovi¢ in Freshney, 2006). Samo celi¢no suspenzijo ali s
celicami naseljeni nosilec kirurg ortoped injicira oziroma prenese v poskodovano mesto v
kolenskem sklepu, ki ga v primeru uporabe suspenzije predhodno, v primeru nosilca pa
naknadno, neprodusno prekrije z zaplato iz avtolognega periosta ali druge ustrezne
biolo§ko kompatibilne membrane (Slika 3). V vsakdanji praksi lahko zdravijo okvare s
povrsinami od 1-15 cm? (Jeras, 2007; Vunjak-Novakovié in Freshney, 2006).
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Slika 3: Razli¢ne stopnje v procesu implantacije avtolognih hondrocitov (Naranda in Vogrin, 2013: 690)

2.2 LIZAT TROMBOCITOV

Leta 1998 je bil lizat trombocitov predstavljen kot medij za bogatenje kostnih
nadomestkov v terapevtske namene. Od takrat so ga veckrat uporabljali v medicinskih
raziskavah, katerih cilj je bil izboljsanje regeneracije tkiv (Pereira in sod., 2013). Lizat
trombocitov so predlagali kot alternativo ¢loveskemu in zivalskemu serumu (FBS). Kot
smo Ze omenili je najprimernej$a uporaba CloveSkega avtolognega seruma, vendar je



Karni¢nik A. Vpliv lizata trombocitov na rast in diferenciacijo humanih hondrocitov in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014 8

njegovo pridobivanje pogosto tezavno ali celo onemogoceno zaradi logistike in
bolezenskega stanja pacienta. Uporaba FBS pri pripravljanju izdelkov za celi¢ne terapije
pa je lahko razmeroma nevarna zaradi moznosti prenosa antigenih, ksenogenih proteinov
in raznih zoonoznih okuzb. Visoka stopnja variabilnosti med razli¢nimi postopki priprave
trombocitov, nestandardizirane proizvodnje in pomanjkanje nadzora kakovosti overjenih
postopkov otezuje pridobitev soglasij za uporabo novejsih dodatkov gojitvenemu mediju
(Muraglia in sod., 2013).

Pereira in sod. poro¢ajo o pozitivnem bioloSkem ucinku lizata trombocitov (PL) na
¢loveske primarne hondrocite iz sklepnega hrustanca. Ugotovili so, da je PL, ki so ga
dodali v medij, veliko boljsi v primerjavi s tistim, ki je vseboval »tradicionalni« fetalni
goveji serum (FBS). PL je povzrocil pospeSeno rast celic in vzpodbudil proliferacijo
celi¢nih linij tudi v pogojih, pri katerih se celice gojene v FCS niso razmnozevale, bodisi
zaradi same narave celic ali njihovega tkivnega izvora. Rastni dejavniki, ki jih sproséajo
aktivirani trombociti imajo stimulativen ucinek na proliferacijo, migracijo in diferenciacijo
razli¢nih vrst celic, vkljuéno s endotelijskimi, osteoblasti, fibroblasti, hondrociti, celicami
zobne pulpe, MSC izoliranimi iz mas¢obnega tkiva in MSC iz kostnega mozga (Muraglia
in sod., 2013). Bieback (2013) v ¢lanku navaja, da PL vsebuje sledece rastne dejavnike:
trombocitni rastni dejavnik (PDGF), transformirajoci rastni dejavnik f (TGF-B), inzulinu
podoben rastni dejavnik (IGF), vaskularno-endotelijski rastni dejavnik (VEGF),
fibroblastni rastni dejavnik (FGF-2/bFGF), hepatocitni rastni dejavnik (HGF) in
epidermalni rastni dejavnik (EGF).

Muraglia in sod. (2013) priporocajo uporabo liofiliziranega pripravka trombocitov, saj so
ugotovili, da 5 % tovrstnega PL najbolje spodbuja poliferacijo primarnih celic, kot so
fibroblasti ¢loveske koze, hondrociti iz sklepnega hrustanca, osteoblasti in MSC iz
kostnega mozga. Visje koncentracije so bile manj u¢inkovite ali celo toksi¢ne za celice. V
primeru celic HeLa pa je priporo¢ljiva e manjSa koncentracija lizata trombocitov kot za
primarne celice.

2.2.1 Lizat &loveskih trombocitov LYSEX™ Premium

Lysex ™ Premium je proizvod Sclavo Diagnostics International iz Italije. Lizat
¢loveskih trombocitov predstavlja alternativo zivalskemu (FBS) in ¢loveskemu serumu v
mediju za gojenje razli¢nih vrst celic. Lysex ™ Premium je sestavljen iz dveh komponent.
Moznost njunega mesanja v razlicnih razmerjih omogoca prilagoditev oz. optimizacijo za
gojenje posamezne vrste celice. Lizat trombocitov so testirali (celi¢na rast, vitalnost) na
razli¢nih vrstah celic, vkljuéno z mielomi, hibridomi, fibroblasti, hondrociti, epitelnimi
celicami, zarodnimi in odraslimi mati¢nimi ter jetrnimi celicami. Ugotovili so, da podpira
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rast in viabilnost celic bolje kot FBS. Za nekatere tipe celic, tudi za odrasle mati¢ne celice,
je zelo primeren kot dodatek za gojenje, saj njegova ucinkovitost krepi celi¢no
proliferacijo in ohranja diferenciacijo. Muraglia in sod. (2013) priporo¢ajo uporabo 5 %
PL, saj so ugotovili, da v tej koncentaciji najbolje spodbuja poliferacijo primarnih celic,
kot so fibroblasti iz ¢loveske koze, hondrociti iz sklepnega hrustanca, osteoblasti in MSC
iz kostnega mozga. ViSje koncentracije so se izkazale za manj uéinkovite ali celo
citotoksi¢ne. V primeru celic HelLa je priporocljiva S¢ manjSa koncentracija PL ko v
primeru primarnih celic. Medij z lizatom trombocitov Lysex"Premium omogoca tudi
proliferacijo hondrocitov starejSih oseb, katerih namnozevanje v mediju z 10 % FBS ni
tako uspesno. V predstavitvenem letaku podjetje Sclavo Diagnostics International (Boost
..., 2013) namre¢ navaja, da se je v prisotnosti LysexVPremium povecala tudi
proliferacija celic, pridobljenih iz biopsije 77-letnega ¢loveka (Lysex ™Premium, 2013).

Slika 4: Lysex™ Premium, proizvod Sclavo Diagnostics International (Italija)

2.2.1.1 Opis

Lysex ™ Premium je sterilen, liofiliziran lizat ¢loveskih trombocitov pridobljenih, iz ve¢
enot &loveske krvi. Sestavljen je iz dveh komponent: Lysex™, ki je lizat plazme bogate s
trombociti (PRP) in iz Lysex Active Diluent ™, ki je plazma z zelo majhnim stevilom
trombocitov (PPP). Koncentracija trombocitov v komponenti: Lysex™ je 1*107/ul.
Lysex™ vsebuje priblizno 100 ng/ml trombocitnega rastnega faktorja (PDGF) in 2 ng/ml
vaskularno-endotelijskega rastnega faktorja (VEGF). V komponenti Lysex Active
Diluent™ pa je koncentracija trombocitov 5*10%ul. Obe komponenti pred pripravo
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shranjujemo na -20 °C, v oz. do datuma odtisnjenega na etiketi. Oba reagenta sta pred
uporabo lahko tudi na 4 °C, vendar le 7 dni. Po vsakokratnem alikvotiranju oba hranimo na
-20 °C, in sicer najve¢ 60 dni. Pred uporabo moramo reagenta dobro premesati. Njuno
ponavljajoSe zamrzovanje in odtaljevanje pa ni priporo¢ljivo (Lysex ™Premium, 2013).

Trombocite lizirajo v roku dveh dni po zbiranju, jih predelajo in prenesejo v viale. Sledi
susenje z zamrzovanjem (liofilizacija) in shranjevanje pri -20 °C. Trombociti vsebujejo
bioaktivne dejavnike, ki uravnavajo razli¢ne bioloske funkcije in igrajo pomembno vlogo v
procesih celjenja, vkljuéno s kemoatrakcijo, celicno proliferacijo, sintezo izvenceli¢nega
matriksa, prezivetjem celic in sprozitvijo angiogeneze. V trombocitnem lizatu ni prisotnih
mikroorganizmov, mikoplazm in endotoksinov (Lysex ' “Premium, 2013).

Lysex ™ in Lysex Active Diluent™ dodamo osnovnemu mediju v razliénih koncentracijah
glede na vrsto celic, ki jih Zelimo gojiti (Lysex"Premium, 2013).

2.3 VERIZNA REAKCIJA POMNOZEVANJA V REALNEM CASU (RT-gPCR)

Verizna reakcija pomnoZevanja v realnem ¢asu predstavlja nadgradnjo obicajne verizne
reakcije s polimerazo DNA (PCR - sinonimi: Kineti¢ni ali kvantitativni PCR). Je metoda s
katero lahko dolo¢imo zacetno koli¢ino produkta reakcije PCR v posameznem ciklu in s
tem dolo¢imo zacetno Stevilo kopij matriéne DNA v vsakem ciklu reakcije. Uporabljamo
jo lahko za meritve absolutne (diagnostika, stevilo genov, stevilo plazmidov na celico, itn.)
ali relativne kvantifikacije (Studije genskega izrazanja), alelne diskriminacije in za t. i.
plus/minus $tudije (diagnostika) (Slanc, 2007).

2.3.1 Princip metode RT-qPCR

Za S§tudije izrazanja genov se uporablja metoda RT-qPCR (reverse transcription-
quantitavive PCR; verizna reakcija pomnoZevanja v realnem casu), Ki omogoca merjenje
nastalega produkta v eksponentni fazi reakcije PCR. V tej fazi se dolo¢i tudi prazno
fluorescenco, pri kateri je intenziteta odziva znacilno vi§ja od ozadja. Cikel, v katerem
vzorec preide to mejo, imenujemo Ct (Cycle treshold). Vrednosti Ct so obratno sorazmerne
z zacetnim Stevilom kopij matricne DNA. Nacinov za detekcijo produktov reakcije je vec.
Nespecifi¢ni na&in detekcije poteka z barviloma SYBR Green | ali EvaGreen™. Temelji
na vezavi barvila v nastajajoCo dvovija¢nico in posledicno povecanju fluorescence.
Specificni nacin detekcije pa poteka z uporabo sistemov z oznacenimi sondami oz.
zacetnimi oligonukleotidi. Glede na njihov tip lo¢imo hidrolizirajoce in hibridizacijske
sonde. Prve, t.i. sonde TagMan izkorisc¢ajo 5'-eksonukleazno aktivnost DNA-polimeraze.
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Nacin detekcije je osnovan na tehnologiji FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer), ki zaznamuje od razdalje odvisno interakcijo med molekulama uporabljenih
barvil. Pri eksitaciji pride do prenosa energije donorskega (reporter) na receptorsko barvilo
(dusilec), pri tem pa ne pride do emisije fotona. Ko pa se dusilec in reporter lo€ita, pri
eksitaciji reporter zasveti (Slanc, 2007).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 POTEK POSKUSOV

Prougevali smo vplive komercialno dostopnega lizata trombocitov Lysex™ Premium (PL)
na rast in fenotip hrustan¢nih celic izoliranih iz biopsij kolenskega sklepa in uSesnega
hrustanca. Vpliv PL smo primerjali z gojenjem celic ali v prisotnosti ¢loveskega seruma ali
FBS. Zeleli smo ugotoviti primernost PL za gojenje teh dveh vrst celic v klini¢ne namene.
Iz zamrznjenih vzorcev primarnih kultur hondrocitov smo izbrali Sest naklju¢nih bolnikov,
ki so prostovoljno prispevali visek vzorcev celic v raziskovalne namene. Hondrocite smo
gojili v §tirih razliénih medijih, in sicer v treh ponovitvah za vsak vzorec. Za uporabo
vzorcev smo pridobili odobritev komisije za medicinsko etiko (KME).

Celice iz primarnih kultur (PK) smo naselili v gostoti 5.000 celic/cm? v gojilno plosco z 12
vdolbinicami ter jih gojili do 80-90 % konfluence v prvi pasazi (P1). Nato smo jih odlepili
od dna gojilne plos¢e s pomocjo tripsina, jih presteli s hemocitometrom ter jih naselili na
gojilno plosco za drugo pasazo (P2), in sicer z isto zadetno gostoto, to je 5.000 celic/cm?.
Iz vzorcev P1 smo preostanek celic odvzeli za izolacijo RNA. Ko so hondrociti v P2
dosegli 80-90 % konfluenco smo jih zopet odlepili od dna gojilne plos¢e s pomocjo
tripsina, jih presteli ter v gostoti 5000 celic/cm? prenesli v gojilno plosco za tretjo pasazo
(P3). Preostanek celic iz P2 smo zamrznili. Ko so celice v P3 dosegle 80-90 % konfluenco
smo jih obdelali po istem postopku kot predhodnje. Najprej smo jih odlepili s tripsinom, jih
presteli ter pripravili vzorce za izolacijo RNA. Gojilne medije smo zamenjali trikrat do
Stirikrat na teden. Shema poteka dela je prikazana na Sliki 5.

itetje
° analiza RNA —» RT-gPCR
e Stetje
e tetje

analiza RNA —»RT-gPCR

Slika 5: Potek dela
Legenda: PK= primarna kultura; P1= prva pasaza; P2= druga pasaZa, P3= tretja pasaZa
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Stetje in Zivost celic smo preverjali s standardno metodo barvanja s tripanskim modrilom
In s Stetjem s hemocitometrom.

Izrazanje genov, ki kodirajo gradbene enote obeh hrustanénih tkiv, specifi¢ne za elasti¢ni
hrustanec, smo analizirali z metodo RT-gPCR. Celotno RNA iz vzorcev smo izolirali s
pomoc¢jo GenElute Mammalian Total RNA Kit (Sigma, ZDA) in izmerili koncentracijo
RNA. To smo nato prepisali v ¢cDNA s pomocjo encima reverzne transkriptaze (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, ZDA. Izrazanje genov
smo analizirali z metodo PCR v realnem ¢asu, dobljene podatke pa obdelali s programoma
SDS 2.4 (Applied Biosystems, ZDA) in Microsoft Excel.

3.2 UPORABLJENE KEMIKALIJE, POTROSNI MATERIAL IN LABORATORIJSKA
OPREMA

3.2.1 Kemikalije

Uporabili smo naslednje kemikalije:

-Medij D-MEM/F12 (1:1) (Gibco, ZDA),

-Medij Advanced DMEM/F12 (1:1) (Gibco, ZDA),

-Pufrsko raztopino DPBS (1:1) (Gibco, ZDA),

-Cloveski serum (Zavod RS za transfuzijsko medicino v Ljubljani, Educell d.0.0.),
-Lysex™ Premium (Sclavo Diagnostics International, Italija),

-GlutaMax™ (1:100) (Gibco, ZDA),

-Gentamicin (Gibco, ZDA),

-Tripansko modrilo — 0,4 % raztopina (Gibco, ZDA),

-Tripsin (Sigma, ZDA).

3.2.2 Drobni laboratorijski material

Uporabili smo naslednji laboratorijski material:

-Avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija),

-Pipete za enkratno uporabo 5 in 10 ml (Costar, ZDA),

-Injekcijske brizge 20 ml, 50 ml (Tyco Kendall, Zdruzeno kraljestvo V.B.),
-Gojilne plosée z 12 vdolbinami (TPP, Svica),

-Mikrocentrifugirke 1,5 ml (Costar, ZDA),

-Pipetni nastavki 10-100 puL in 100-1000 pL (Costar, ZDA),
-Polipropilenske centrifugirke 15 ml (Falcon, ZDA),

-Posodo za pocasno zamrzovanje celic MrFrosty (Nalgene, ZDA),
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-Sterilizacijski filter Minisart 0,2 um (Sartorius, Nemcija),
-Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirske,
-Viale za zamrzovanje (Falcon, ZDA).

3.2.3 Laboratorijska oprema

Uporabili smo naslednjo laboratorijsko opremo:

- Centrifuga (Sigma, ZDA),

-CO; inkubator (Sanyo,ZDA),

-Hladilnik (+4 °C) in zamrzovalnik (-20 °C in -80 °C) (Gorenje, Slovenija),
-Invertni mikroskop TMS (Nikon, Japonska),

-Pipetor za pipete, Pipetboy (Integra, Svica),

-Teko¢i dusik,

-Grelni blok (Biometra, Nemcija),

-Zasc¢itna mikrobioloska komora (Iskra Pio, Slovenija).

3.3 PRIPRAVA MEDIJEV

Medije smo pripravljali sproti in jih porabili v roku enega tedna. Shranjevali smo jih v
hladilniku pri +2-8 °C. Volumen vseh pripravljenih medijev je bil 10 ml. Pripravili smo 4
razli¢ne medije, ki so se razlikovali glede na vsebnost komponente, ki spodbuja celi¢no
rast (Gloveski serum, FBS in PL v dveh razli¢nih koncentracijah). Lysex™™ in Lysex Active
Diluent™ smo dobili v liofilizirani obliki, zato smo jih morali predhodno pripraviti po

postopku, ki ga predpisuje proizvajalec.

Postopek predpriprave Lysex™ Premium:
Liofilizirana reagenta pustimo nekaj ¢asa na sobni temperaturi.
V vialo Lysex™ asepti¢no dodamo 2,5 ml sterilne destilirane vode.

V vialo Lysex Active Diluent™ asepti¢no dodamo 10 ml sterilne destilirane vode.
Po dodatku vode vijali nezno premeSamo in po¢akamo 2-5 min za popolno sinergijo

komponent.
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3.3.1 Medij 1 (M1)

Sestava M1 s 5 % ¢loveskega seruma (hS):

Medij Advanced DMEM/F12 (1:1),[- L-Glutamine] (Gibco, ZDA)

Cloveski serum (Zavod RS za transfuzijsko medicino v Ljubljani, Educell d.0.0)
Raztopina GlutaMax™ (Gibco, ZDA)

Raztopina Gentamicina (Gibco, ZDA)

Postopek priprave M1 s 5% hS:

Odtalimo c¢loveski serum.

Vse reagente prenesemo V sterilno zascitno mikrobiolosko komoro in pripravimo
15 ml centrifugirko ter membrano za sterilno filtracijo (0,2 pum) in injekcijsko
brizgo (20 ml).

Vanjo odpipetiramo 9,3 ml Advanced DMEM.

Dodamo 500 pl ¢loveskega seruma (konéna koncentracija 5 %) ter 200 ul raztopine
GlutaMax (konéna koncentracija 2%).

Na koncu dodamo se 10 pl raztopine antibiotika gentamicina (kon¢na koncentracija
50 pg/ml) in medij sterilno filtriramo.

Sterilni medij dobro premesamo in postavimo v hladilnik do uporabe.

Medij pred uporabo vedno segrejemo na 37 °C.

3.3.2 Medij 2 (M2)

Sestava M2 z 10 % FBS:

Medij D-MEM/F12 (1:1) (Gibco, ZDA)
FBS (Gibco, ZDA)
Raztopina Gentamicin (Gibco, ZDA)

Postopek priprave M2 z 10 % FBS:

Odtalimo FBS.

Vse reagente prenesemo Vv sterilno zascitno mikrobiolosko komoro in pripravimo
15 ml centrifugirko.

Vanjo odpipetiramo 9 ml DMEM.

Dodamo 1 ml FBS (konéna koncentracija 10 %).

Na koncu dodamo $e 10 pl raztopine antibiotika gentamicina (kon¢na koncentracija
50 pg/ml)

Sterilni medij dobro premesamo in postavimo v hladilnik do uporabe

Medij pred uporabo vedno segrejemo na 37 °C
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3.3.3 Medij 3 (M3)

Sestava M3z 2,5 % PRP in 2,5 % PPP:
- Medij D-MEM/F12 (1:1) (Gibco, ZDA)
- Lysex™ Premium (Sclavo Diagnostics International, Italija)
- Raztopina Gentamicina (Gibco, ZDA)

Postopek priprave M3 z 2,5 % PRP in 2,5 % PPP:

- Odtalimo Lysex™ in Lysex Active Diluent™

- Vse reagente prenesemo Vv sterilno zas¢itno mikrobiolosko komoro in pripravimo
15 ml centrifugirko.

- Vanjo odpipetiramo 9,5 ml DMEM.

- Dodamo 250 pl raztopine Lysex™ in 250 pl raztopine Lysex Active Diluent™
(konéna koncentracija 2,5 % Lysex™ + 2,5 % Lysex Active Diluent™ .

- Na koncu dodamo $e 10 pl raztopine antibiotika gentamicina (kon¢na koncentracija
50 pg/ml).

- Sterilni medij dobro premes$amo in postavimo v hladilnik do uporabe.

- Medij pred uporabo vedno segrejemo na 37 °C in dobro premeSamo.

3.3.4 Medij 4 (M4)

Sestava M4 z 1 % PRP in 4 % PPP:
- Medij D-MEM/F12 (1:1) (Gibco, ZDA)
- Lysex™ Premium (Sclavo Diagnostics International, Italija)
- Raztopina Gentamicina (Gibco, ZDA)

Postopek priprave 1 % PRP in 4 % PPP:

- Odtalimo Lysex™ in Lysex Active Diluent™.

- Vse reagente prenesemo Vv sterilno zaséitno mikrobiolosko komoro in pripravimo
15 ml centrifugirko

- Vanjo odpipetiramo 9,5 ml DMEM.

- Dodamo 100 pl raztopine Lysex™ in 400 pl raztopine Lysex Active Diluent™
(konéna koncentracija 1 % Lysex™ + 4 % Lysex Active Diluent™.

- Na koncu dodamo $e 10 ul raztopine antibiotika gentamicina (kon¢na koncentracija
50 pg/ml).

- Sterilni medij dobro premesamo in postavimo v hladilnik do uporabe.

- Medij pred uporabo vedno segrejemo na 37 °C in dobro premeSamo.
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3.4 GOJENJE CELIC IN VITRO

V vseh poskusih smo uporabljali ¢loveske hrustan¢ne celice izolirane iz biopsij
kolenskega sklepnega in uSesnega hrustanca. V celi¢nem in tkivnem inZenirstvu je splo$no
uporabljena metoda gojenja celic enoslojna celi¢na kultura, ki sSmo se ji posluZevali tudi
mi. Metoda je ekonomi¢na, razmeroma nezahtevna in omogo¢a namnozitev velikega
Stevila celic v kratkem ¢asu. Hondrocite smo gojili v CO;, inkubatorju pri 37 °C, s 5 % CO,
v zraku. Za delo s celiénimi kulturami in za pripravo medijev smo uporabljali zas¢itne
mikrobioloske komore (Iskra Pio, Slovenija) in izvajali asepti¢no tehniko. Pri enoslojni
celi¢ni kulturi se sre¢amo s procesom dediferenciacije hondrocitov v fibroblastom podobne
celice.

3.4.1 Odmrzovanje vzorca celic

Vialo z zamrznjenimi hondrociti iz primarne kulture smo vzeli iz posode s teko¢im
dusikom in jo nato hitro odtalili pri 37 °C. Med odtaljevanjem smo celicam s pipeto
dodajali serum (FBS) in jih prestavili v 50 ml centrifugirko. S hitrim delom in dodajanjem
seruma prepre¢imo toksi¢no delovanje krioprotektanta dimetilsulfoksida (DMSO). Celice
smo nato dobro resuspendirali in odvzeli 20 pl vzorec za Stetje in preverjanje njihove
Zivosti.

3.4.2 Priprava hondrocitov od prve (P1) do tretje pasaze (P3)

Po stetju odmrznjenih celic smo izracunali njihovo skupno stevilo celic in preracunali
7eljeno naselitveno gostoto. V nasem primeru je bila slednja 5.000 celic/cm?. Preradunani
volumen celi¢ne suspenzije smo odpipetirali v 15 ml centrifugirko in ga centrifugirali 5
min, pri 300x g na sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo supernatant odlili ali
odpipetirali. Dodali smo 3 ml ustreznega gojilnega medija in celi¢no wusedlino dobro
resuspendirali s pomocjo pipete. PO 1 ml celi¢ne suspenzije v vsakem od uporabljenih
gojilnih medijev smo prenesli v posamezno vdolbinico gojilne plosce z 12 vdolbinami - 3
ponovitve (Slika 6). Gojilna povrsina posamezne vdolbine je 3,86 cm® Gojilno posodo
smo dobro zaprli, oznacili in povrSinsko odistili pred vnosom v CO; inkubator. Ko so
hondrociti dosegli 80-90 % konfluenco v prvi pasazi, smo jih tripsinizirali, presteli Stevilo
celic v vsaki od treh vdolbinic ter dolocili skupno $tevilo zivih celic za vsak preiskovani
gojilni medij. Ta postopek smo morali ponovili 4-krat, saj smo analizirali 4 razli¢ne
medije. Od skupnega stevila zivih hondrocitov smo 5.000 celic/em? naselili v novo gojilno
plosc¢o in jim dodali ustrezen medij za drugo pasazo. Preostanek Zivih celic smo vzor¢ili za
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izolacijo celokupne RNA. Gojilno plosco s celicami za P2 smo dobro zaprli, oznadili in
povrsinsko ocistili pred vnosom v CO, inkubator. Ko so hondrociti dosegli 80-90 %
konfluenco, smo ponovili postopek za P3. Najprej smo celice tripsinizirali, jih presteli in
ponovno naselili po 5.000 celic/cm?, v vsakem od medijev. Preostanek Zivih celic iz P2
smo zamrznili. Gojilno posodo smo prenesli v CO, inkubator. Ko so celice dosegle 80-90
% konfluenco, smo tripsinizacijo in Stetje celic ponovili $e zadnji¢. Celice iz P3 smo
vzorcili za izolacijo RNA, tako kot je opisano v poglavju 3.5.

Slika 6: Gojilna plos¢a z 12 vdolbinami za gojenje celic in pripravljena gojisca

3.4.3 Rast celic in tripsinizacija gojenih hondrocitov

Ko smo pod invertnim mikroskopom ugotavljali 80-90 % konfluenco, smo celi¢ne kulture
obdelali s tripsinom. To je encim, ki adherentne celice odlepi od rastne podlage. 1z vdolbin
plosce za gojenje smo najprej odstranili izrabljen gojilni medij, nato pa pritrjene celice 2-
krat sprali z 1 ml PBS ob rahlem mesanju. Potem smo odstranili PBS in ga nadomestili s
0,5 ml raztopine tripsina. Gojilno plos¢o smo 3 minute inkubirali na 37 °C in pod
invertnim mikroskopom preverili ali so se celice odlepile. V kolikor se niso, smo gojilno
plosco rahlo stresali. V vsako vdolbinico smo nato dodali po 800 ul FBS, inhibitorja
tripsina. Paziti smo morali, da smo delali dokaj hitro, saj je tripsin za celice lahko tudi
toksi¢en. Celi¢no suspenzijo Smo nato odpipetirali v 15 ml centrifugirko, pri ¢emer smo
vse vdolbine dobro sprali. Sledilo je centrifugiranje 5 min pri 300 x g na sobni temperaturi.
Supernatant smo odlili in v vsako centrifugirko dodali po 1 ml DMEM in vsebino dobro
resuspendirali. 1z suspenzije celic smo odvzeli 20 pl vzorec in presteli celice.
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3.4.4 Dohranjevanje hondrocitnih kultur

Primarne celi¢ne kulture hondrocitov smo prvi¢ dohranjevali po 2 - 3 dneh od dneva
naselitve. Izrabljen gojilni medij smo s pipeto previdno odstranili iz gojilne posode in ga
nadomestili z ustreznim volumnom svezega, predogretega na 37 °C.

3.4.5 Zamrzovanje celic

Preostanek celic, ki jih po tripsinizaciji nismo potrebovali za nadaljnje poskuse, smo
zamrznili. Najprej smo s Stetjem dolocili skupno Stevilo celic v suspenziji in se odlocili za
koli¢ino, ki jo bomo zamrznili v posamezni viali za zamrzovanje. Nato smo celi¢no
suspenzijo centrifugirali 5 min, pri 300 X g, na sobni temperaturi. Supernatant smo
odstranili in v resuspendirano celi¢no usedlino ob steni pocasi (zaradi toksi¢nega vpliva
dimetilsulfoksida na celice) dodajali po 2 ml medija za zamrzovanje. Suspenzijo smo
prenesli v ohlajene vijale za zamrzovanje, jih dobro zaprli in jih nato hitro prenesli v
posodo za kontrolirano zamrzovanje MrFrosty, ki zagotavlja hitrost zamrzovanja 1°C /min.
Po 24—urni inkubaciji na -80 °C smo viale prestavili v posodo s teko¢im dusikom (-196
°C).

Sestava medija za zamrzovanje (za 1 vzorec potrebujemo 2 ml medija):
- 1 ml seruma (FBS)
- 0,75 ml medija DMEM
- 0,25 ml DMSO

3.4.6 Stetje celic s hemocitometrom

Celice smo presteli po vsakem odtajevanju in tripsinizaciji. K 20 pl vzorca smo dodali 20
ul 0,4 % tipanskega modrila. Tripansko modrilo obarva samo mrtve celice, saj lahko zaradi
poskodovane membrane prodre v njihovo notranjost. Nato smo 20 ul mesanice s pipeto
prenesli pod krovno stekelce Stevne plosCice in presSteli Zzive in mrtve celice v treh
ponovitvah. Povpre¢no Stevilo mrtvih in Zivih celic smo delili z Stevilom 9 (Stevilo manjsih
kvadratkov v posameznem kvadratku) in dobili povpre¢no Stevilo zivih in mrtvih celic v
kvadratku.

Odstotek zivih celic (%) = (Stevilo zivih celic/skupno Stevilo vseh celic)*100 1)

Izracunali smo tudi populacijsko podvajanje celic tekom pasaziranja, in sicer z naslednjo
formulo (Cristofalo, 1998):
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X= [Ioglo(NH)-Ioglo(N|)]/Ioglo(2) (2)

N = zacetno Stevilo celic, ki smo jih naselili v kulturo
Ny = dobljeno konc¢no Stevilo celic po tripsinizaciji
X = populacijsko podvajanje

Iz sestevka populacijskega podvajanja v posamezni pasazi lahko izra¢unamo kumulativno

populacijsko podvajanje.

Skupno $tevilo zivih celic v suspenziji smo izracunali s pomocjo naslednje formule:

N = n*R*V*10* (3)

N = skupno Stevilo zivih celic v suspenziji

n = povprecno Stevilo prestetih zivih celic v kvadratku hemocitometra
R = faktor red¢enja zaradi mesanja s tripanskim modrilom (2)

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

3.5 PRIPRAVA CELIC ZA ANALIZO IZRAZANJA GENOV
3.5.1 Izolacija celokupne RNA
Za izolacijo celokupne RNA smo iz vzorcev celic vsakega bolnika shranili:

- vzorec celic enoslojne kulture po tripsinizaciji prve pasaze za vse $tiri gojilne
medije,

- vzorec celic enoslojne kulture po tripsinizaciji tretje pasaze za vse §tiri gojilne
medije.

Vzorce celic enoslojnih kultur smo centrifugirali 5 min pri 300 x g, na sobni temperaturi
ter odlili supernatant. Vsaki celi¢ni usedlini smo dodali po 250 pl pufra za lizo
(GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit; Sigma, ZDA), vsebino dobro pretresli
in takoj prenesli v skrinjo na -80 °C.

3.5.2 Merjenje koncentracije RNA
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RNA smo izolirali za analizo izrazanja genov s pomocjo RT-qPCR. Merjenje koncentracije
RNA je smiselno izvesti, saj so nadaljnji postopki dolgotrajni in dragi. Dobro je namre¢
vedeti, ¢e pri kakSnem vzorcu izolacija RNA ni uspela, najverjetneje zaradi premajhnega
Stevila celic. Koncentracijo RNA smo izmerili s pomoc¢jo reagenta RiboGreen in s ¢italcem
mikrotitrskih plos¢ za merjenje fluorescenece Chameleon (Hidex, Finska).

3.6 REVERZNA TRANSKRIPCIJA-PREPIS RNA V cDNA

S pomocjo High Capacity cDNA Archive Kit-a (Applied Biosystems, ZDA) smo prepisali
celotno RNA v cDNA. Vzorec RNA smo vzeli iz zamrzovalnika in ga prenesli v hladni
blok. Po potrebi smo ga red¢ili s precis¢eno vodo z 0,1 % DEPC.

Transkripcijsko meSanico za 1 vzorec smo pripravili iz naslednjih reagentov:

- 5 ul 10x pufra za obratno transkripcijo,

- 2 ul 25x raztopine dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),

- 5 ul 10x raztopine nakljuénih zacetnih oligonukleotidov,
- 2,5 ul RNA-znega inhibitorja,

- 2,5 pl encima MultiScribe,

- 0,5 pgvzorca RNA,

- do 50 pl preciscene vode z 0,1% DEPC.

Mesanico smo inkubirali v grelnem bloku, in sicer deset minut na 25 °C, in potem $e 120
minut pri 37 °C. VVzorce cDNA smo shranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C.

3.7 VERIZNA REAKCIJA POMNOZEVANIJA V REALNEM CASU (RT-QPCR)

Mikrocentrifugirke z vzorci cDNA smo vzeli iz zamrzovalnika in jih prenesli v hladni
blok. Red¢ili smo jih s prec¢is¢eno vodo. V Sest mikrocentrifugirk smo porazdelili ustrezno
koli¢ino reagentov za vsak gen, in sicer beta-2-mikroglobulin (b2M), kolagen 11 (COL 1),
kolagen 1 (COL II), agrekan (ACAN), transkripcijski faktor (SOX9), verzikan (VCAN)
(hialini hrustanec) ali elastin (ELN) (elasti¢ni hrustanec), ter tako pripravili reakcijsko
mesanico, ki smo jo prenesli na hladni blok. Sonde in zacetne oligonukleotide smo med
pripravo reakcijske zmesi zascitili pred svetlobo s pomo¢jo aluminijaste folije.
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Sestava reakcijske mesanice za 1 vzorec za 10 ul reakcijo:

-5 ul osnovne zmesi-TagMan® GeneExpression Master Mix (Applied Biosystems,
ZDA),

- 0,5 pl raztopine zacetnih oligonukleotidov in sonde TagMan® Gene Expresision
Assays-Assays on Demand™ (Applied Biosystems, ZDA),

- 2,5 ul preciscene vode,

- 2 ul raztopine vzorca cDNA.

V opti¢no ploséico s 384 luknjicami smo odpipetirali po 8 ul reakcijske mesanice, nato pa
dodali $e po 2 ul vzorca cDNA. Kot negativno kontrolo smo v Sest luknjic namesto cDNA
dodali po 2 pl precis¢ene vode. Plos¢ico smo zalepili z opticno samolepilno folijo, jo
centrifugirali 2 minuti pri 1.000x g na sobni temperaturi in jo do analize hranili v
hladilniku. Analizo smo izvedli z aparatom ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems,
ZDA). V racunalniskem programu SDS 2.4 smo izbrali detektorje za specifi¢ne gene,
volumen reakcije in Stevilo ciklov. Proces verizne reakcije pomnoZevanja je potekal v treh
fazah.

Verizna polimerizacija je tekla po naslednjem programu:

e Zacetna denaturacija vzorca: 50 °C - 2min ter 95°C - 10 min,
e 40 ciklov pomnozevanja: denaturacija pri 95 °C - 15 s ter prileganje zacetnih
oligonukleotidov in pomnozevanje pri 60 °C - 1min.

Rezultate meritev smo analizirali s pomoc¢jo programov SDS 2.4 in Microsoft Excel. Prvi
prikaze vrednosti Ct posameznih vzorcev. Vrednost Ct predstavlja zaporedno Stevilko
cikla, v katerem fluorescentni signal doseze dolo¢eno vrednost. Tako smo za vsak vzorec
cDNA dolocili vrednost Ct, ki je obratno sorazmerna zacetni koncentraciji CDNA.
Vrednost Ct endogene kontrole gena b2M smo vsaki¢ odsteli od Ct-vrednosti posameznega
gena (ACt).

ACt = ACt (gena)- ACt (p2m) 4
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AACE = ACt(vzorca)' ACt (kalibratorja) (5)

Izrazanje genov smo kvantificirali z metodo AACt, Kjer smo za kalibrator uporabili odziv
celic gojenih v M1(¢loveski serum).

V programu Excel smo izracunali spremembe v izrazanju za posamezen gen (relativna
kvantifikacija-RQ), ki nam povedo ali je izrazanje specificnega gena manjse ali ve¢je od
kalibratorja. Za leps$i grafi¢ni prikaz ter boljSo primerjavo med vzorci smo te vrednosti
prikazali v obliki log2(RQ). Biolosko razliko smo smatrali kot pomembno pri enkratni
razliki med dobljenimi rezultati.

X = 2 6)
X = Sprememba v ekspresiji gena

X =1l0g2(RQ) (7
X = Bioloska razlika
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4 REZULTATI
4.1 ELASTICNI HRUSTANEC
4.1.1 Morfologija in rast celic

Hondrocite pridobljene iz vzorcev elasticnega hrustanca (uhelj) treh razlicnih oseb (PB,
KL, NN) smo naselili v gojilne plos¢e v stirih razlicnih medijih. Celice smo v enaki
nasaditveni gostoti gojili do pojava 80-90 % prerascenosti oz. konfluence. Za kontrolo
morfoloskih in fenotipskih znacilnosti smo uporabili hondrocite istega vzorca gojene v
mediju s ¢loveskim serumom (M1). Celice so pred pritrjevanjem na dno vdolbine gojilne
plosc¢e kazale znacilno okroglo morfologijo. Pritrditev na rastno povrsino je pri vecini celic
in tudi v nasem primeru predpogoj za zacetek njihovih delitev. Hondrociti gojeni v vseh
Stirih medijih, so po pritrditvi na povrsino gojilne plosce v enoslojni kulturi pridobili
vretenasto fibroblastno obliko, z minimalnimi vidnimi razlikami. Tekom gojenja se je
morfologija celic spremenila pri uporabi medijev M3 in M4, in sicer zaradi vecje gostote
proliferajo¢e celi¢ne kulture. V kulturah M1 in M2, kjer je bila rast celic pocasnejsa, pa so
bile celice zelo razpotegnjene, z izrazito kontrastnimi znotrajceli¢énimi strukturami. Pri
uporabi medijev M3 in M4 so imele celice, izrazito tiste, ki so rastle, bolj fibroblastno
obliko (Slika 7). Prerascenost gojilne povrsine so celice gojene v medijih M3 in M4
dosegle veliko prej kot tiste, ki so rastle v M1 in M2. V povpre¢ju so primarne kulture ob
uporabi M3 in M4 dosegle konfluentno rast ze po 3-4 dneh, tiste pri katerih smo uporabili
medije M1 in M2 pa v 4-5 dneh.

._"\ .

" #

Slika 7: Hondrociti iz elasti¢nega hrustanca v prvi pasazi (P1) pod 100x povecavo (vzorec PB)
*Legenda slike je na naslednji strani
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Legenda:

Al-Ad:celice pred pritrjevanjem na dno vdolbine gojilne posode;. al-a4: celice po 4 dneh gojenja.
1-M1- 5% c¢loveski serum

2-M2-10% FBS

3-M3-2,5% Lysex"™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)

4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

Po tripsinizaciji hondrocitov in njihovi naselitvi v enaki gostoti kot v prej$nji pasazi (5.000
celic/cm?) se morfologija ni spreminjala. Kontrolni vzorec so predstavljale celice gojene v
M1. Sprva smo se glede na njihovo rast odlocali kdaj jih je primerno presaditi v novo
gojilno plosco. Tekom pasaz smo v medijih M3 in M4 pri vseh preiskovanih vzorcih
opazili nekaksne rjave okrogle skupke. Ugotovili smo, da gre za odlepljene celice. Pri
uporabi M3 in M4 je bilo pritrjevanje hondrocitov na dno vdolbine gojilne plosée slabse
kot pri M1 in M2. Da bi ugotovili kaj se dogaja s celicami v medijih M3 in M4, smo $e
podrobneje opazovali in primerjali njihovo rast z rastjo tistih, gojenih v M1 in M2. Glede
na to, da so celice najhitreje rastle v M3, smo se odloéili, da bo ta model predstavljal
merilo, kdaj je potrebno izvesti tripsinizacijo in hondrocite preseliti v novo gojilno plos¢o
(Slika 8-10). Rast oz. proliferacijo celic smo opazovali tekom P1, P2 in P3, fenotipe celic
pa smo preverjali v P1 in P3 (shema na str.11).
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Slika 8: Konfluentni hondrociti iz elasti¢nega hrustanca prve pasaze (P1), tik pred tripsinizacijo

Legenda:

Al-Ad-vzorec PB; B1-B4-vzorec KL; C1-C4-vzorec NN, 100X povecava)
1-M1-5 % c¢loveski serum

2-M2-10 % FBS

3-M3-2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 9: Konfluentni hondrociti iz elasti¢nega hrustanca druge pasaze (P2), tik pred tripsinizacijo

Legenda:

Al-Ad-vzorec PB; B1-B4-vzorec KL; C1-C4-vzorec NN, 100x povecava)
1-M1-5 % c¢loveski serum

2-M2-10 % FBS

3-M3-2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 10: Konfluentni hondrociti iz elasti¢nega hrustanca tretje pasaze (P3), tik pred tripsinizacijo

Legenda:

Al-Ad-vzorec PB; B1-B4-vzorec KL; C1-C4-vzorec NN, 100x povecava).
1-M1-5 % cloveski serum

2-M2-10% FBS

3-M3-2,5% Lysex™™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

Rast celic v kultuah smo vrednotili tudi s Stetjem celic ob tripsinizaciji. Celice v medijh v
katerih je prisoten Lysex'™ Premium (M3 in M4) so rastle zelo hitro v primerjavi s tistimi,
gojenimi v M1 in M2. V vseh primerih smo celice naselili v enaki gostoti. Njihovo rast
smo spremljali do 80-90 % konfluence, glede na uporabo M1 ali M3. Po tripsinizaciji Smo
njihovo Stevilo ugotavljali s Stetjem s hemocitometrom. Na Slikah 11-13 je prikazano
absolutno Stevilo hondrocitov za posamezne vzorce gojene v razliénih medijih tekom
vsake od pasaz. Vidimo, da je bila rast celic v vseh pasazah v medijih M3 in M4 ve¢ja od
tiste v M1 in M2.
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Slika 11: Povpre¢ne vrednosti $tevila hondrocitov iz elasti¢nega hrustanca v posameznem mediju, v vseh
treh vzorcih (PB, KL, NN) iz prve pasaze (P1)

Legenda:

M1 - 5 % cloveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 12: Povpre¢ne vrednosti Stevila hondrocitov iz elasti¢nega hrustanca v posameznem mediju, v vseh
treh vzorcih (PB, KL, NN) iz druge pasaze (P2)

Legenda:

M1 - humani serum

M2 - FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 13: Povpreé¢ne vrednosti $tevila hondrocitov iz elastiénega hrustanca v posameznem mediju, v vseh
treh vzorcih (PB, KL, NN) iz tretje pasaze (P3)

Stevilo celic

Legenda:

M1 - 5 % ¢loveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

Posamezni vzorci hondrocitov razliénih vzorcev so se delili razlicno hitro. Rezultati
kumulativnega populacijskega podvojevanja (KPD), izraCunano s pomocjo enacbe
napisane v poglavju 3.5.3 kazejo, da smo tekom vseh pasaz pri uporabi medijev M3 in M4
pridobili ve¢ hondrocitov iz elasti¢nega hrustanca v primerjavi z M1 in M2. Populacijsko
podvajanje nam pove, koliko celic dobimo iz ene same, od zacetka gojenja. V vseh treh
vzorcih je bilo KPD ob uporabi medijev M3 in M4 priblizno 10. Najnizje vrednosti SMo
dobili pri uporabi M2, in sicer okrog 6. Vrednosti KPD v vzorcih gojenih v ¢loveskem
serumu (M1) pa so se gibale okrog vrednosti 8, razen pri vzorcu PB, Kkjer je KPD dosegla
vrednost 10 (slika 14-16).
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Slika 14: Kumulativno populacijsko podvajanje (KPD) hondrocitov iz elasti¢nega hrustanca v treh pasazah
(P1, P2, P3) vzorca PB

Legenda:

M1 - 5 % ¢loveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 15: Kumulativno populacijsko podvajanje (KPD) hondrocitov iz elasti¢nega hrustanca v treh pasazah
(P1, P2, P3) vzorca KL

Legenda:
M1 — 5 % ¢loveski serum; M2 — 10 % FBS; M3 - 2,5% Lysex'™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™
(PPP); M4 -1 % Lysex™ (PL) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 16: Kumulativno populacijsko podvajanje hondrocitov (KPD) iz elasti¢nega hrustanca v treh pasazah
(P1, P2, P3) vzorca NN

Legenda:

M1 - 5 % c¢loveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 -1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

4.1.2 IzraZzanje genov hondrocitov iz elasti¢nega hrustanca, gojenih in vitro

Iz gojenih hondrocitov smo po P1 in P3 izolirali celotno RNA in jo prepisali v cDNA
(poglavje 3.6). IzraZanje genov smo analizirali z metodo veriznega pomnoZevanja v
realnem Casu (poglavje 3.7). Zanimalo nas je izrazanje tistih, ki so znacilni za elasti¢no
hrustan¢no tkivo (ELN) pa tudi ostalih genov izvenceli¢nega matriksa. Preverjali smo tudi
izrazanje hondrocitnega transkripcijskega dejavnika (SOX9).

Osnovno merilo za nase raziskave so predstavljale celice, gojene v mediju M1 (Eloveski
serum), ki smo jih uporabili za merjenje kvantitativnega izrazanja genov. Standard
izrazanja genov pa je predstavljal gen za B2 mikroglobulin (b2M). Gen b2M je t.i. »house
keeping gene«, ki predstavlja osnovni metabolizem celice in je normalizator za koli¢ino
hrustanéne MRNA v reakciji. Za verodostojnost nasih rezultatov smo preverili ali je
pomnozevanje cDNA primerljivo tako pri visokih kot pri nizkih koncentracijah cDNA.
Pomnozevanje zacetnih oligonukleotidov smo analizirali za gena b2M in elastina.
PomnoZevalno uéinkovitost smo izratunali s pomog&jo enacbe: uinkovitost = e(Mo/nakion
Premice)_1. 1z nagih rezultatov je razvidno, da je pomnoZevalna uginkovitost enako uspesna
pri visokih in pri nizkih koncentracijah cDNA (86 % - 89 %). IzraCunavanje pomnozevalne
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ucinkovitosti za ostale gene pa so preverili ze v predhodnih poskusih (ustno porocilo
Educell). V prilogi A so podane vrednosti Ct za posamezno red¢enje vzorca.

Standardna krivulja:b2M; NN,P1,M1
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Slika 17: Standardna krivulja za gen b2M vzorca NN, gojenega v prvi pasazi v mediju M1
Pomnozevalna u¢inkovitost je 89%; x=Ct; y=log (koli¢ine)

Standardna krivulja:b2M; NN,P1,M3
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Slika 18: Standardna krivulja za gen b2M vzorca NN, gojenega v prvi pasaZi v mediju M3
PomnoZevalna ué¢inkovitost je 86%; X=Ct; y=log (koli¢ine)

Standardna krivulja:ELN; NN,P1,M1
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Slika 19: Standardna krivulja za gen elastina vzorca NN, gojenega v prvi pasazi v mediju M1
PomnoZevalna uéinkovitost je 86%; x=Ct; y=log (koli¢ine)
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Standardna krivulja:ELN; NN,P1,M3
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Slika 20: Standardna krivulja za gen elastina vzorca NN, gojenega v prvi pasazi v mediju M3
Pomnozevalna u¢inkovitost je 87%; x=Ct; y=log (koli¢ine)

Rezultate izrazanja genov (ACAN, COL II, COL I, ELN, SOX9) smo prikazali lo¢eno za
pasazo P1 in P3, in sicer za vsak gen posebej. Vsak set podatkov za posamezen gen
sestavljajo rezultati treh izbranih vzorcev hondrocitov iz elastiénega hrustanca. Na slikah
so prikazane vrednosti log,(RQ) umerjene na celice gojene v mediju M1. Kot biolosko
pomembno spremembo smo upostevali spremembo v ekspresiji, ki je bila ve¢ja od 1, kar v
linearni predstavitvi ustreza 2-kratni spremembi. Vrednosti med 0 in 1 torej ne
predstavljajo biolosko pomembnih sprememb, kar pomeni, da so podobne celicam,
gojenim v mediju M1,

Izrazanje genov je bilo v treh vzorcih, gojenih v stirih razliénih medijih, ki smo jih
analizirali, razli¢no (priloga B, Slika 21-29). lzrazanje agrekana (ACAN) v medijih M3 in
M4 je bilo v P1 podobno tistim pri uporabi M1, zelo velik upad njihovega izraZanja pa smo
izmerili v P3. Znizanje izrazanja za 3-4 na skali log, pomeni 8-16—kratno znizanje na
linearni skali (Sliki 21 in 22). Kolagen tipa | (COL |) se je izrazal podobno pri uporabi
vseh medijev tekom obeh pasaz (Sliki 23 in 24). IzraZanje gena za kolagen tipa Il (COL 1)
pa je bilo po P1, v medijih M2, M3 in M4 primerljivo s tistim v M1. Porast izrazanja COL
Il za 2,5-3,5-krat smo opazili le v vzorcu NN. Po P3 pa izraZanje tega gena sploh nismo
zaznali (Slika 25). Tudi pri izrazanju transkripcijskega dejavnika SOX9 ni bilo ve¢jih
omembe vrednih razlik (Slika 26 in 27). Poleg AGCN smo najvecjo razliko v izrazanju
genov v vzorcih gojenih v medijih M3 in M4, opazili v primeru elastina (ELN). Nivo
njegovega izrazanja se je namre¢ znizal za 3-4-krat v P1 in priblizno za 3-krat v mediju M3
v P3, kar, preracunano na linearno vrednost, pomeni 8-16 - kratno znizanje v P1 in 8 —
kratno znizanje v P3 v mediju M3 (Slika 28-29).
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Slika 21:Izrazanje agrekana v hondrocitih iz elasti¢nega hrustanca, po prvi pasazi (P1), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1; KL-o0znaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 22: Izrazanje agrekana v hondrocitih iz elasti¢nega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1; KL-o0znaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 23: Izrazanje kolagena tipa | v hondrocitih iz elasti¢énega hrustanca po prvi pasazi (P1), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1;KL-o0znaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 24: IzraZzanje kolagena tipa | v hondrocitih iz elasti¢nega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1;KL-oznaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 - FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 25: Izrazanje kolagena tipa Il v hondrocitih iz elasti¢nega hrustanca po prvi pasazi (P1), gojenih in
vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1; KL-oznaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)

M4 - 1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 26: Izrazanje SOX9 v hondrocitih iz elasti¢nega hrustanca po prvi pasazi (P1), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1;KL-oznaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 27: Izrazanje SOX9 v hondrocitih iz elastiénega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1;KL-o0znaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 28: Izrazanje elastina v hondrocitih iz elasti¢nega hrustanca po prvi pasazi (P1), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1; KL-oznaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 -10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 -1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)



Karni¢nik A. Vpliv lizata trombocitov na rast in diferenciacijo humanih hondrocitov in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014 39

ELN-P3

2,00
1,00 -
0,060 -
-1,00 - mPB
mKL

Log2(RQ)

-2,00 -

NN
-3,00 -

-4,00 -

-5,00 -

MEDIJ

Slika 29: Izrazanje elastina v hondrocitih iz elastiénega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

PB-oznaka vzorca 1; KL-oznaka vzorca 2; NN-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 -1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

4.2 SKLEPNI (HIALINI) HRUSTANEC

4.2.1 Celi¢na morfologija in rast celic

Hondrocite pridobljene iz sklepnega hrustanca treh razliénih oseb (TP, BU, FM) smo
naselili v enoslojne kulture. Gojili smo jih do pojava 80-90 % konfluence. Kot kontrolo za
morfoloske in fenotipske znacilnosti celic so nam sluzili hondrociti istega vzorca, gojeni v
mediju s 5 % Cloveskega seruma (M1). Celice so pred pritrjevanjem na dno gojilne plosce
kazale znacilno okroglo morfologijo. Pritrditev na dno vdolbine gojile plosée je predpogoj
za zaCetek celi¢ne delitve. Vsi hondrociti, ki smo jih gojili v vseh stirih medijih, so po
pritrditvi na rastno povrsino v enoslojni kulturi pridobile vretenasto fibroblastno obliko, in
sicer z minimalnimi razlikami. Tekom gojenja se je celicna morfologija v medijih M3 in
M4 spremenila, in sicer zaradi vecje gostote celi¢nih kultur. V medijih M1 in M2, kjer je
bila rast celic pocasnejsa, so celice zelo razpotegnjene, z izrazito kontrastnimi
znotrajcelicnimi strukturami, medtem ko so imele tiste, gojene v medijih M3 in M4
izrazitejSo fibroblastno obliko (Slika 30-33). Preras¢enost gojilne plosine so celice, gojene
v M3 in M4 dosegle veliko prej kot tiste, ki so rastle v prisotnosti medija M1 in M2. V
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povprecju so primarne kulture v medijih M3 in M4 dosegle konfluentno rast ze po 3-4
dneh, tiste v medijih M1 in M2 pa v 5-6 dneh.

15

Vs

Slika 30: Hondrociti iz sklepnega hrustanca v prvi pasazi (P1), pod 100x (D1-D4) in 200x povecavo (d1-d4)
-vzorec TP

Legenda:

1-M1-5% cloveski serum

2-M2-10% FBS

3- M3-2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

Po tripsinizaciji in naselitvi hondrocitov v enaki gostoti kot v primarni kulturi (5.000
celic/cm?) se sama morfologija celic ni spreminjala. Za tripsinizacijo smo se odlo&ili takrat,
ko so se celice v mediju v katerem je bil prisoten Lysex™ Premium, priblizale 80-90 %
konfluenci. S tem smo Zeleli prepreéiti nastajanje celiénih skupkov in posledi¢no
odlepljanje celic, saj so hondrociti v mediju v katerem je bil prisoten Lysex'™ Premium,
rastli hitreje kot v standardnem mediju (M1).
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Slika 31: Konfluentna enoslojna kultura hondrocitov iz sklepnega hrustanca prve pasaze (P1) pod 100x
povecavo

Legenda:

D1-D4-vzorec TP; E1-E4-vzorec BU, F1-F4-vzorec FM
1-M1-5% cloveski serum

2-M2-10% FBS

3- M3-2,5% Lysex™™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 32: : Konfluentna enoslojna kultura hondrocitov iz sklepnega hrustanca druge pasaze (P2) pod 100x
povecavo

Legenda:

D1-D4-vzorec TP; E1-E4-vzorec BU; F1-F4-vzorec FM
1-M1-5% cloveski serum

2-M2-10 % FBS

3- M3-2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 33: : Konfluentna enoslojna kultura hondrocitov iz sklepnega hrustanca tretje pasaze (P3) pod 100x

povecavo

Legenda:

D1-D4-vzorec TP; E1-E4-vzorec BU; F1-F4-vzorec FM
1-M1-5% cloveski serum

2-M2-10 % FBS

3- M3-2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
4-M4-1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

Rast celic v kulturah smo spremljali s $tetjem celic in ugotavljanju njihove Zivosti ob
tripsinizaciji. Hondrocite smo naselili v enaki gostoti v vseh 4 medijih. Njihovo rast smo
spremljali do 80-90 % konfluence, glede kulturo v mediju M1. Po tripsinizaciji smo $tevilo
celic dolocali s Stetjem s hemocitometrom. Na Slikah 34-36 so prikazana absolutna Stevila
celic posameznih vzorcev v razliénih medijih, in sicer v posameznih pasazah. Hondrociti iz
sklepnega hrustanca so v mediju v katerem je bil prisoten Lysex™ Premium (M3 in M4)
rastli hitreje v primerjavi s tistimi, gojenimi v M1 in M2.
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Slika 34: Povprecne vrednosti $tevila hondrocitov iz sklepnega hrustanca v vseh treh vzorcih (TP, BU, FM)
prve pasaze (P1), gojeni v posameznem mediju

Legenda:

M1 -5 % cloveski serum

M2 -10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 35: Povpre¢ne vrednosti $tevila hondrocitov iz sklepnega hrustanca v vseh treh (TP, BU, FM) vzorcih
druge pasaze (P2), gojeni v posameznem mediju

Legenda:

M1 -5 % c¢loveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 36: Povpreéne vrednosti $tevila hondrocitov iz sklepnega hrustanca v vseh treh vzorcih (TP, BU, FM)
tretje pasaze (P3), gojeni v posameznem mediju

Legenda:

M1 -5 % cloveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

Razli¢ni vzorci hondrocitov so se pomnozevali razlicno hitro. Rezultati izracunov
njihovega kumulativnega populacijskega podvojevanja (KPD) s pomocjo ena¢b v poglavju
3.4.6 in 3.7 kazejo, da smo v primeru uporabe medijev M3 in M4 pridobili ve¢ celic kot v
primeru uporabe M1 in M2, in sicer tekom vseh pasaz. V vseh treh preiskovanih vzorcih je
bila KPD vrednost pri uporabi medijev M3 in M4 priblizno 9-10. Najnizje vrednosti smo
izraCunali za medij M2, in sicer priblizno 3. Vrednosti KPD v vzorcih, gojenih v 5 %
¢loveskem serumu (M1) pa so se gibale okrog 6 (Slika 37-39).
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Slika 37: Kumulativno populacijsko podvajanje (KPD) hondrocitov iz sklepnega hrustanca v vseh treh
pasazah (P1, P2, P3) vzorca TP

Legenda:

M1 - 5 % c¢loveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 38: Kumulativno populacijsko podvajanje (KPD) hondrocitov iz sklepnega hrustanca v vseh treh
pasazah (P1, P2, P3)vzorca BU

*V P2 je v primeru medija M2 vidno odstopanje, saj so se celice zelo slabo odlepljale z dna gojilne plosée
med tripsinizacijo; legenda je na naslednji strani.
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Legenda:

M1 -5 % cloveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1% Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 39 Kumulativno populacijsko podvajanje (KPD) hondrocitov iz sklepnega hrustanca v vseh treh
pasazah (P1, P2, P3) vzorca FM

Legenda:

M1 - 5 % cloveski serum

M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)

4.2.2 Izrazanje genov v hondrocitih iz sklepnega (hialinega) hrustanca, gojenih in
vitro

Iz hondrocitov iz sklepnega hrustanca smo po P1 in P3 izolirali celotno RNA in jo
prepisali v cDNA (poglavje 3.6). Izrazanje genov Vv celicah smo analizirali z metodo
veriznega pomnozevanja v realnem casu (poglavje 3.7). Zanimalo nas je tako izrazanje
genov, specifi¢nih za hialino hrustan¢no tkivo (COL Il, ACAN) kot tudi genov, ki kodirajo
gradbene enote fibroblastnega tipa hrustan¢nega tkiva (COL | in VCAN) ter dodatno $e
izrazanje transkripcijskega dejavnika (SOX9).

Osnovno merilo za nase raziskave so predstavljali hondrociti, gojeni v mediju M1
(Cloveski serum), ki smo jih uporabili za merjenje kvantitativnega izrazanja genov.
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Standard za izrazanje preiskovanih genov pa je predstavljal gen b2M. Vse postopke smo
izvedli enako kot pri analizi hondrocitov iz elasticnega hrustanca. Tudi relativne
kvantifikacije, ki smo jih merili pri medijih M2, M3, M4, smo izracunali s pomo¢jo iste
enacbe kot v primeru hondrocitov iz elasti¢nega hrustanca (poglavje 3.4.6).

Rezultate izrazanja genov ACAN, COL2A1l, COL1Al, ELN in SOX9 smo prikazali
loCeno, za vsak gen posebej, in sicer za pasazi P1 in P3. Vsak set podatkov za posamezen
gen sestavljajo rezultati treh izbranih vzorcev hondrocitov. Na vseh slikah so prikazane
vrednosti log,(RQ) umerjene na uporabo medija M1. Kot biolosko pomembne spremembe
smo upostevali razlike v izrazanju, ki je bilo vecje od 1, kar v linearni predstavitvi ustreza
2x spremembi. Vrednosti med 0 in 1 torej ne predstavljajo bioloSko pomembnih sprememb
izrazanja genov, kar pomeni, da so te vrednosti podobne tistim, ki smo jih dolo¢ili pri
uporabi medija M1.

Izrazanje genov Vv treh namnozenih vzorcih celic, gojenih v S§tirih razlicnih medijih,
razli¢no (priloga C, Slika 40-47). Najvecjo razliko v izrazanju genov, in sicer v razponu od
6-12 - kratno na log, skali smo opazili v celicah, gojenih v medijih M3 in M4, in sicer v
primeru agrekana (ACAN), pasaza P1 in P3 znizanje 100-4000 - kratno na linearni skali
(Sliki 40 in 41). Kolagen tipa I (COL 1) se je izrazal podobno v vseh uporabljenih medijih
tekom obeh spremljanih pasaz (Sliki 42 in 43). Pri izrazanju transkripcijskega dejavnika
SOX9 nismo zaznali ve¢jih omembe vrednih razlik (slika 44-45). Porast nivoja izrazanja
gena za verzikan (VCAN) smo opazili le pri vzorcu FM, gojenim v mediju M4, in sicer v
tretji pasazi (Slika 46-47). Izrazanje gena za kolagen tipa Il (COL Il) nismo zasledili niti pri

(priloga C).



Karni¢nik A. Vpliv lizata trombocitov na rast in diferenciacijo humanih hondrocitov in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014 49

ACAN-P1

mTP
mEBU

Log2(RQ)
n

mFEM

MEDIJ

Slika 40: Izrazanje agrekana v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po prvi pasazi (P1), gojenih in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-oznaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 41: Tzrazanje agrekana v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-o0znaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 -10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 -1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 42: Izrazanje kolagena tipa | v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po prvi pasazi (P1) in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-oznaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 43: Tzrazanje kolagena tipa | v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-o0znaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 -10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 -1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 44: Izrazanje SOX9 v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po prvi pasazi (P1), gojenih in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-oznaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 45: Izrazanje SOX9 v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-oznaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 46: Izrazanje verzikana v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po prvi pasazi (P1), gojenih in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-oznaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex ™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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Slika 47: Izrazanje verzikana v hondrocitih iz sklepnega hrustanca po tretji pasazi (P3), gojenih in vitro

Legenda:

TP-oznaka vzorca 1; BU-oznaka vzorca 2; FM-oznaka vzorca 3
M2 - 10 % FBS

M3 - 2,5% Lysex™ (PRP) + 2,5% Lysex Active Diluent™ (PPP)
M4 - 1 % Lysex™ (PRP) + 4 % Lysex Active Diluent™ (PPP)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 MORFOLOGUA IN RAST CELIC

Morfoloske lastnosti obeh vrst hrustanénih celic po gojenju v enoslojnih kulturah v stiri
razli¢nih medijih smo ugotavljali z opazovanjem oblike celic pod invertnim svetlobnim
mikroskopom, saj je znano, da sprememba oblike iz kroglaste v vretenasto nakazuje na
njihovo dediferenciacijo.

Pri obeh vrstah hondrocitov, ki smo jih gojili v mediju z dodatkom lizata trombocitov
Lysex ™ Premium, smo Ze drugi dan po njihovi naselitvi v vdolbine gojilne ploice opazili
spremembo v vretenasto fibroblastno obliko, kar je zelo pogosto pojav pri celicah gojenih
v enoslojni kulturi. Ta sprememba je bila prav tako prisotna tudi v primerih uporabe
medija 1 in medija 2. Ce povzamemo, so se hondrociti v prisotnosti Lysex™ Premium v
zacetni fazi gojenja obnasali podobno kot tisti v mediju s ¢loveskim serumom in FBS.
Razlike v obliki celic gojenih v mediju z dodatkom Lysex™ Premium so se zacele
pojavljati v kasnejsih fazah rasti, in sicer zaradi njihove hitrejse proliferacije. Obe vrsti
hondrocitov sta namnozene v teh pogojih pridobile nekoliko druga¢no morfologijo kot
istovrstne celice gojene Vv prisotnosti ¢loveskega seruma in FBS. Celice so postale ozje in
Se bolj podolgovate. Zaradi slabSega pritrjevanja So se hondrociti, gojeni v mediju z
dodatkom Lysex™ Premium tudi hitreje odlepljale, kar smo pod mikroskopom zaznali v
obliki rjavih skupkov. Slabse pritrjevanje bi lahko bila posledica pomanjkanja sestavin, Ki
so prisotne v serumu, ni pa jih v Lysex™ Premium lizatu trombocitov.

Stevilo zivih celic, gojenih v medijih, smo dolo¢ili z metodo barvanja s tripanskim
modrilom in s §tetjem v hemocitometru. Gojenje hondrocitov iz elasti¢énega in sklepnega
hrustanca 1D je bilo zelo uspesno ob uporabi medija, ki smo mu dodali lizat trombocitov
Lysex™ Premium. Ta je uspesnejse stimuliral rast celic, kot mediji, kjer je bil prisoten
¢loveski serum ali FBS. To lahko pripiSemo Stevilnim rastnim dejavnikom, kot so PDGF,
TGF-B, IGF, VEGF, FGF-2/bFGF, HGF, EGF, ki so prisotni v lizatu trombocitov Lysex ™
Premium. Podobno kot mi, so tudi Pereira in sod. (2013) ugotovili, da hondrociti iz
sklepnega hrustanca, gojeni v lizatu trombocitov pridobijo podolgovato fibroblastno obliko
in ohranijo visoko stopnjo proliferacije v kulturi.

5.2 IZRAZANJE GENOV

Za proces hondrocitne dediferenciacije je znacilno zmanj$ano izrazanje genov znacilnih za
hrustan¢no tkivo (COL II, ACAN) ter povecano izrazanje genov, specificnih za fibrozni tip
hrustanca (COL | in VCAN). Splosno znano je, da se hondrociti po izolaciji in gojenju in
vitro dediferencirajo v fibroblastom podobne celice, ki so znacilne za fibrozni tip
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hrustanca. Tovrstne celice, gojene v enoslojnih kulturah torej spremenijo svoje morfoloske
in fenotipske lastnosti (Goldring M.B., 2012; Meyer in sod., 2009).

Pri analizi RT-gPCR smo se odlo¢ili za preverjanje izrazanja razli¢nih genov. Za
vrednotenje lastnosti obeh vrst hrustanénega tkiva smo izbrali gene: COL II, COL I,
ACAN, VCAN in SOX9. Specificni gen hondrocitov iz clasticnega hrustanca je elastin
(ELN), ki temu tkivu daje elasti¢nost in proznost. Specificni gen hondrocitov iz sklepnega
hrustanca pa je kolagen tipa Il (COL Il), ki daje hrustancu natezno trdnost in strukturno
obliko (Strus, 2002). Zeleli smo spremljati stopnjo dediferenciacije v razli¢nih medijih
tekom pasaziranja. Pri¢akovali smo znizan nivo kolagena II, agrekana, elastina in SOX9 v
medijih M3 in M4, ob tem pa zvisanje kolagena tipa .

Rezultati nase analize RT-qPCR kazejo, da je v obeh vrstah hondrocitov gojenih v §tirih
razli¢nih medijih prislo do sprememb v izrazanju izbranih genov, ki kaZzejo na njihovo
dediferenciacijo. Pri hondrocitih iz elasti¢nega hrustanca, gojenih v prisotnosti Lysex ™
Premium se je najopazneje znizalo izrazanje elastina, do katerega je priSlo Ze v P1 in se je
ohranilo tudi v P3. Glede na dokaj konstantno izrazanje transkripcijskega dejavnika SOX9,
ki skrbi za nastanek nekaterih proteinov in proizvodnjo efektorskih molekul, lahko
sklepamo, da so hondrociti gojeni v mediju z lizatom trombocitov Lysex'™ Premium
ohranili svoj naravni somatski spomin, kar so ugotovili tudi Pereira in sod. (2013).
Verjetno je, da celice gojene v prisotnosti Lysex"™ Premium ves metabolizem oz. vso svojo
»mehanizacijo« usmerijo le v podvojevanje in so zato specifi¢ni geni za diferencirane,
zrele hondrocite neizrazeni. Tak$ni rezultati so posledica edinstvene vsebnosti aktivnih
komponent trombocitnega lizata Lysex™ Premium. To so rastni dejavniki, in sicer PDGF,
TGF-B, IGF, VEGF, FGF-2/bFGF, HGF in EGF. Zaklju¢imo lahko, da so imele celice, ki
smo jih gojili v prisotnosti Lysex™ Premium zaradi izjemno stimulirane proliferacije $e
nekoliko »slabsi« fenotip kot tiste, gojene v ¢loveskem serumu ali v FBS. Vendar pa iz
pridobljenih rezultatov genskega izrazanja ne moremo narediti zakljuka glede
primernosti/neprimernosti uporabe Lysex'™ Premium za gojenje hondrocitov v klini¢ne
namene. Da bi preverili bioloski pomen teh rezultatov bi namre¢ morali celice naseliti v
izbirno 3D okolje in opazovati njihovo sposobnost rediferenciacije.

Do sedaj je bila uporaba hrustanénih celic velikokrat omejena s tkivnim izvorom, starostjo
bolnika, ali zaradi nizkega izhodnega stevila celic, po izolaciji iz zdravega tkiva. Glede na
nase rezultate pa predpostavljamo, da bo trombocitni lizat Lysex ™ Premium, ki ga za zdaj
Se ni na trzis¢u, dobil ustrezno mesto v izdelavi pripravkov za celi¢ne terapije, saj se je
izkazalo, da so hrustancne celice gojene v njeni prisotnosti zmozne boljse proliferacije kot
tiste, ki rastejo v standardnem gojitvenem mediju. Uporaba lizata trobocitov Lysex™
Premium kot dodatka v medij bi torej v prihodnosti lahko omogocila zdravljenje s
celi¢nimi terapijami tudi pri tistih bolnikih, ki jim je bilo to do sedaj onemogoceno.
Menimo, da bi bilo Lysex™ Premium smiselno uporabiti tudi za gojenje hondrocitov,
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namenjenih za terapevtsko zdravljenje, ali v primeru, da bi se v 3D okolju dobro
rediferencirali.
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5.3

SKLEPI

Hondrociti iz elasti¢nega in sklepnega hrustanca so rastli najhitreje v mediju z
dodatkom lizata trombocitov Lysex™ Premium.

Med obema testiranima koncentracijama Lysex'™ Premium v mediju se je najbolj
obnesla tista z 2,5 % PL in 2,5 % PPP, saj je bila celicna gostota obeh vrst
hondrocitov v tem primeru najvedja.

Za gojenje celic v terapevtske namene bi bila bolj primerna uporaba razmerja 1 %
PL in 4 % PPP, pri katerem je bila proliferacija Se zmeraj dobra, celice pa so se z
gojilne podlage odlepljale v manjsem obsegu.

Kljub vecji vsebnosti rastnega dejavnika TGF- v medijih 3 in 4, v katerih je bil
prisoten lizat trombocitov Lysex™ Premium, hondrocitni fenotip v enoslojni kulturi
ni bil manj dediferenciran.

Z analizo izrazanja specifi¢nih genov smo dokazali spremembe v izrazanju izbranih
genov v celicah gojenih v medijih M3 in M4, kar kaze na dodatno dediferenciacijo
hondrocitov.

Kljub dokazanim ugodnim vplivom lizata trombocitov na rast ¢loveskih hondrocitov
in vitro, bo v prihodnosti potrebno opraviti Se natanénejSe analize ter preveriti ali
tako predhodno namnozene celice v 3D gelu lahko ohranijo zmoznost
rediferenciacije.
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6 POVZETEK

V magistrski nalogi smo Zeleli ugotoviti vpliv lizata trombocitov Lysex™ Premium na rast
in diferenciacijo hondrocitov iz elasti¢nega in sklepnega hrustanca v enoslojnih kulturah in
vitro. Ugotovili smo, da je uporaben pri razvoju novih celi¢nih terapij, ker predstavlja
potencialno dober nadomestek seruma. Celicam namre¢ zagotavlja vse potrebno za rast in
razmnozevanje V kulturi. Poskuse smo opravili s po tremi bioloskimi vzorci hondrocitov iz
elasticnega in sklepnega hrustanca. Celice smo odtajali in jih v enakih gostotah naselili v
enoslojne kulture v 4 razlicnih medijih. Prvi medij M1 je vseboval 5 % ¢loveski serum,
drugi 10 % FBS, tretji in &etrti pa razliéni koncentraciji lizata trombocitov Lysex ™
Premium. Ko so hondrociti v kulturah dosegli skoraj 80-90 % konfluenco v mediju 3, smo
jih tripsinizirali, celice presteli in naselili v novo gojilno posodo. Enako smo storili tudi s
preostalimi celicami, gojenimi v medijih 1, 2 in 4. Hondrocite smo gojili najprej in jih
ponovno prenesli v drugo, nato pa $e v tretjo pasazo. Celi¢no rast in morfologijo smo
spremljali pod invertnim svetlobnim mikroskopom. Analizirali smo tudi izrazanje genov,
znacilnih za hondrocite iz elasticnega hrustanca (ELN) in tistih znacilnih za celice iz
sklepnega hrustanca (COL Il, ACAN). Po prvi in tretji pasazi Smo iz celic izolirali celotno
RNA, jo prepisali v ¢cDNA in izrazanje genov analizirali z metodo RT-gPCR. Rezultate
smo statisticno ovrednotiti in dolo¢ili razlike v nivojih izrazanja preiskovanih genov.
Morfologija obeh vrst hondrocitov se je med gojenjem v enoslojnih kulturah v mediju z
dodatkom lizata trombocitov Lysex™ Premium ni bistveno spremenila. Tekom vseh treh
pasaz so namre¢ v teh pogojih hondrociti obdrzali podolgovato, fibroblastom podobno
obliko. Obe vrsti hondrocitov so v mediju z lizatom trombocitov Lysex™ Premium rastli
veliko hitreje kot istovrstne celice v prisotnosti ¢loveskega seruma in FBS. Zaradi velike
gostote so se hondrociti obeh vrst zaceli odlepljati od rastne podlage in tvoriti skupke.
Izrazanje specifi¢nih genov v celicah, gojenih v mediju z dodatkom lizata trombocitov
Lysex ™ Premium kaZe na dodatno dediferenciacijo, in sicer prav zaradi stimulirane
proliferacije. Ali bi se tako namnozenim hondrocitom iz elasti¢nega in sklepnega
hrustanca, med gojenjem v 3D okolju povrnil hrustan¢ni fenotip (rediferenciacija), pa bo
potrebno v prihodnosti Se preveriti.
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PRILOGE

Priloga A: Podatki za umeritveni krivulji genov b2M in ELN

b2M
povprecna vrednost Ct koli¢ina | log koli¢ine
1X 21,323075 100 2
10x 24,870669 10 1
100x 28,646263 1 0
1000x 32,791412 0,1 -1
10000x 35,411971 0,01 -2
povprecna vrednost Ct koli¢ina | log koli¢ine
1X 21,394315 100 2
10x 24,798746 10 1
100x 28,535722 1 0
1000x 32,485764 0,1 -1
10000x 0,01 -2
ELASTIN
povprecna vrednost Ct koli¢ina | log koli¢ine
1X 19,667350 100 2
10x 23,587580 10 1
100x 27,017259 1 0
1000x 31,182794 0,1 -1
10000x 34,430969 0,01 -2
povprecna vrednost Ct koli¢ina | log koli¢ine
1X 21,205070 100 2
10x 25,319112 10 1
100x 28,681789 1 0
1000x 32,389349 0,1 -1
10000x 0,01 -2

*b2M je komercialno ime za 2 mikroglobulin
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Priloga B:

Priloga B: Vrednosti Log,(RQ) za elasti¢ni hrustanec, umerjene na M1 (5 % ¢loveski serum)

AGCN |Coll [Col2 [ELN [sOX9 |

PB,P1,M1
PB,P1,M2 | 1,65 -0,57 1,52 0,73 0,64
PB,P1,M3 | 0,44 -1,05 1,69 -2,40 0,79
PB,P1,M4 |-0,47 -1,27 -1,13 -2,90 0,16

PB,P3,M1
PB,P3,M2 | 1,47 -0,06 nd 1,85 -0,39
PB,P3,M3 |-4,37 -0,75 nd -2,77 -0,28
PB,P3,M4 |-3,52 -0,69 nd -2,35 0,15
KL,P1,M1

KL,P1,M2 | 1,36 -0,83 1,09 -0,27 0,97
KL,P1,M3 |1,77 -1,59 1,31 -3,31 2,53
KL,P1,M4 |-0,98 -1,56 -0,50 -4,46 0,27

KL,P3,M1
KL,P3,M2 |0,91 -0,65 nd 0,33 0,53
KL,P3,M3 |-2,81 -0,03 nd -2,23 0,24
KL,P3,M4 |-4,72 -0,17 nd -1,24 -1,75
NN,P1,M1

NN,P1,M2 0,88 -1,03 2,44 0,83 0,62
NN,P1,M3|-0,80 -0,36 3,19 -1,74 -0,06
NN,P1,M4 | -0,46 -0,14 3,93 -1,35 0,56

NN,P3,M1

NN,P3,M2 | 2,01 -0,77 nd 0,91 0,36
NN,P3,M3|-2,91 -0,58 nd -2,45 -0,85
NN,P3,M4 | -3,32 -0,10 nd -1,06 -0,52
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Priloga C

Priloga C: Vrednosti Log,(RQ) za sklepni (hialini) hrustanec, umerjeno na M1 (5 % ¢loveski serum)

AGCN |Coll [Col2 [VCAN [sOXx9 |

TP,P1,M2

TPPLM2 (0,02 [-1,09 |[nd 0,40 [-0,72
TPPLM3 |-826 |-1,07 |nd 159 046
TPPLM4 [-722 [-027 |[nd 137  [0,49
TP,P3,M1

TP,P3,M2 [055 |-1,19 |nd 052 |-0,44
TP,P3M3 [-1139 [-1,25 |[nd 016 |-0,01
TP,P3,M4 [-941 [-046 |nd 037 |011
BU,P1,M1

BUPLM2[142 [-007 [nd 069 [0,36
BUPLM3|-677 |-157 |nd 077 |183
BUPLM4|-732 [-151 |nd 036 |1,12
BU,P3,M1

BUP3M2[122 [-033 [nd -094 [-0,15
BUP3M3|-12,17 [-034 |[nd 082 |084
BU,P3,M4|-11,65 [0,06 |nd 044 094
FM,P1,M1

FM,P1,M2[1,01  [-032 [nd 158 [0,62
FM,PLM3|-741 [-048 |[nd 099 |-0,06
FM,P1,M4|-630 |-0,08 |nd 108 |056
FM,P3,M1

FM,P3,M2|1,04 [-159 |nd 129 [0,80
FM,P3,M3|-11,53 [-087 |[nd 190 |-0,05
FM,P3,M4|-963 [-098 |nd 197 [-0,08




