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Sposobnost transdiferenciacije  mezenhimskih mati¢nih celic, osamljenih iz
mascobnega tkiva, obeta velik napredek na podrocju regenerativne medicine pri
nadomesc¢anju poskodovanega tkiva, kot tudi v farmacevtski industriji pri testiranju
novih zdravil. Da lahko en celi¢ni tip spremenimo v drug celi¢ni tip, je potrebno
povzrociti ciljne spremembe znotraj delitvenega cikla celic. Transdiferenciacija
mezenhimskih mati¢nih celic s pomocjo rastnih dejavnikov povzroca trajne
spremembe znotraj spremenjenega tipa celic. Iz mas¢obnega tkiva psov obeh spolov
smo osamili MMC, ki smo jih nato s pomocjo retinojske kisline uspesno
transdiferencirali v celice zZivénega sistema (zZivéne celice in oporne celice).
Ugotovili smo, da celicna gostota nasajenih MMC vpliva na uspeSnost
transdiferenciacije. To nakazuje, da je celi¢na komunikacija nujno potrebna, ko
zelimo ustvariti trajne spremembe v celici. Do sedaj podobnih raziskav s pasjimi
MMC $e ni bilo narejenih, zato smo transdiferencirane celice ustrezno karakterizirali
s pomoc¢jo imunobarvanja in s pretocno citometrijo. Ugotovili smo, da se celi¢ni
oznacevalec GFAP v celi¢ni kulturi izraza po 3 dneh transdiferenciacije, po 9 dneh
pa se je signal za GFAP znizal za skoraj 50 %. Dokazali smo tudi transdiferenciacijo
MMC v odraslih Zivénih celicah psa s pomo¢jo celi¢nih oznacevalcev NF-H in
MAP2, ki smo jih izmerili na pretonem citometru, in ugotovili, da se delez
pozitivnih celic po 3 in 9 dneh transdiferenciacije giblje med 15 % in 30 % tako pri
moskem kot pri Zenskem spolu. Razlike v uspes$nosti transdiferenciacije med
spoloma, iz katerih smo osamili MMC, nismo opazili. Raziskava bi lahko
predstavljala napredek pri pripravi nadomestnih celi¢nih terapij na mestu poskodb
zivénega sistema, kot tudi vkljuCitev testiranja zdravil v povezavi z
nevrodegenerativnimi boleznimi.
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Transdifferentiation ability of adipose derived mesenchymal stem cells promises
significant progress in the field of regenerative medicine especially into replacing
damaged tissue, as well as in the pharmaceutical industry for testing new drugs.
Transdifferentiation plays crucial role during reprogramming of cells that is
associated with re-entry into the cell cycle. Those changes could be induced by
adding chemicals and growth factors into the medium. After three and nine days
treatment of adipose derived MSC with growth factors and retinoic acid, we
confirmed transdifferentiation potential of MSC isolated from dogs, into neuronal
cell linages (neurons and glia cells). Half of the isolated MSC samples were from
female dog adipose tissue and half from male adipose tissue. In this study, we
discovered that MSC seed density affects the efficiency of transdifferentiation, which
suggests that the cell communication is essential for changing MSC into neurological
phenotypes. Until now there were no similar studies about transdifferentiation of dog
adipose derived MSC. We properly characterized all significant neural
morphological changes by immunocytochemistry and flow cytometry. We detected
high expression of GFAP glia cell marker after three days induction with NIMa
medium. On the other side the same marker decreased by almost 50 % after nine
days. In parallel, we detected positive expression of adult neural markers NF-H and
MAP2 between 15 % and 30 % on flow cytometry after three and nine days MSC
transdifferentiation, for both sex. During characterization of transdifferentiated
neuronal cells, we didn’t find sex differences between isolated dog MSC
transdifferentiated into neurons. The study could represent progress into cellular
regenerative therapy of nerve damage and also could be applicable for
neurodegenerative diseases modeling.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
ADSC maticne celice iz maS¢obnega tkiva (angl. adipose derived stem cells)
AK amino-kisline (angl. amino acid)
ASC odrasle mati¢ne celice (angl. adult stem cells)
BDNF nevrotrofi¢ni dejavnik, pridobljen iz mozganov (angl. brain derived
neurotrophic factor)
bEGF bazi¢ni epitelni rastni dejavnik (angl. basic epidermal growth factor)
bFGF bazi¢ni fibroblastni rastni dejavnik (angl. basic fibroblast growth factor)
BHA butil-hidroksianizol (angl. butylated hydroxyanisole)
BME -merkaptoetanol
BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin)
cCAMP cikli¢ni adenozin monofosfat
CD oznacevalec pripadnosti (angl. cluster of differentiation ) npr. CD86, CD45,

CD11a,CD14, CD117,CD9, CD13,CD29, CD44, CD63, CD73, CD90,
CD105, CD166, CDH1, CDKN1B

CFU-F fibroblastne kolonijske enote (angl. fibroblast colony-formating units)

CO2 ogljikov dioksid

DAPI 4,6-dimidino-2-fenilindol (angl. 4,6-diamidino-2-phenylindole)

dbcAMP 2-butiril cikli¢ni adenozin monofosfat (angl. dibutyryl cyclic adenosine
monophosphate)

DMEM dulbeccovo modificirano gojisce (angl. dulbecco's modified egle s medium)

DMSO dimetil sulfoksid (angl.dimethyl sulfoxide)

DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)

DPBS fosfatni pufer (angl. dulbecco's phosphate buffered saline)

EMC embrionalne mati¢ne celice (angl. embrionic stem cells)

FBS fetalni goveji serum (angl. fetal bovine Serum)

FITC fluorescein-izocijanat barvilo

GFAP kisla fibrilarna beljakovina (angl. glial fibrillary acid protein)

hEGF ¢loveski epitelni rastni dejavnik (angl. human epidermal growth factor)

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

hESC humane embrionalne mati¢ne celice
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HLA humani levkocitni antigen (angl. human leuckocyte antigen)

IBMX 3-izobutil 1-metilksantin (angl. isobutylmethylxanthine)

IL6 interleukin 6

INN indometacin (angl. indomethacin)

iPMC inducirane pluripotentne mati¢ne celice (angl. iPSC - induced pluripotent
stem cell )

MAP2 mikrotobularni protein (angl. microtubule-associated protein 2)

MAPC multipotentne celice prednice odraslega MAPC (angl. multipotent adult
progenitor cells)

MC mati¢na celica (angl. stem cell)

MHC | histo-kompatibilnega kompleksa I (angl. major histocompatibility complex)

MHC 11 histo-kompatibilnega kompleksa Il

MMC mezenhimske mati¢ne celice (angl. mesenchymal stem cells)

MRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA)

N2 nevrotvorni dejavnik

Na-azid natrijev azid

NF-H nevralni faktor — H

NIM oznaka za diferenciacijsko gojisce, uporabljeno v magistrski nalogi

NSE nevron specefi¢no enolazo

O.C.T. O.C.T. medij (angl. optimum cutting temperature )

OCT4 prepisovalni dejavnik (angl. octamer-binding transcription factor 4)

PDGF (angl. platelet-derived growth factor)

RA retinojska kislina

RNA ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid)

RT-PCR reverzna prepisovalna in verizna reakcija s polimerazo (angl. reverse

transcription polymerase chain reaction)
SALL2, prepisovalni dejavnik (angl. Sal-like protein 2)
sek.kontrola sekundarna kontrola
SIRNA mala interferenéna RNA (angl. small interfering RNA)

StDev standardna deviacija
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STIM oznaka za pre-diferenciacijsko gojis¢e, uporabljeno v magistrski nalogi
SVF stromalna vaskularna frakcija (angl. stromal vascular fraction)
VSEL zelo majhne celice, podobne embrionalnim mati¢nim celicam (angl. very

small embryonic-like stem cells)
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SLOVARCEK
IZRAZ ANGLESKI OPIS-KOMENTAR
IZRAZ
Celi¢na linija Cell line Celi¢na populacija z istimi lastnosti (in
vitro), ki jo daljsi cas ohranjamo v gojitvenih
posodicah.
Celi¢no zdravljenje Cell Therapy Celi¢no zdravljenje s celicami je tretji tip

s celicami

Diferenciacija Differentiation

Matiéna celica Stem cell

Modeliranje bolezni  Diesase modeling

Adipose derived
stem cell

Maticne celice iz
mascobnega tkiva

naprednega zdravljenja
terapije in tkivnega
Specializirane celi¢ne linije gojene in vitro
presadimo ali vbrizgamo na mesto
poskodovanega tkiva.

poleg genske
inZenirstva.

Proces, v katerem se manj specializirane
celice ali tkiva spreminjajo v bolj
specializirane celice ali tkiva med razvojem.
Diferenciacija poteka med razvojem
odraslega organizma, kjer se odrasle mati¢ne
celice delijo, diferencirajo in skrbijo za
popravljanje poskodb.

Mati¢na celica je nediferencirana celica, Ki
ima lastnost samoobnavljanja in lastnost
razlicne potentnosti glede na izvor
osamljenih celic (embrionalne oz. zarodne
celice so pluripotentne, odrasle mati¢ne
celice pa so multipotentne). MC se
samoobnavlja z nesimetri¢no delitvijo.

Uporaba celi¢nih kultur ali modelnih Zivali
za raziskave ¢loveskih bolezni.

Odrasle multipluripotentne mati¢ne celice,
ki jih osamimo iz maS¢obnega tkiva Zivali ali
¢loveka.
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Regenerativna
medicina

Preto¢na
Citometrija

Samoobnavljanje

Transdiferenciacija

Transformacija

Nevrosfera

Regenerative
medicine

Flow Cytometry

Self-renewing

Transdifferentiation

Transformation

Neurospher

Veja medicine, ki se ukvarja z obnovo
fizioloskih funkcij organov in tkiv in pri tem
lahko uporablja tudi in vitro gojene celice,
metode tkivnega inzenirstva, razlicne
naravne rastne dejavnike in  druge
biotehnolosSke metode.

Citometrija je metoda za karakterizacijo in
merjenje  lastnosti celic in  celi¢nih
komponent, ki se gibljajo v toku.

Sposobnost dolgotrajnega deljenja in tvorbe
sebi identi¢nih kopij.

Danes je izraz transdiferenciacija uvrscen vV
plasti¢nost mati¢nih celic, pri katerem se
diferencirane  celice ~ spremenijo v
specializirane celice drugega tkiva, pri tem
pa izgubijo fenotip prvega in pridobijo nove
fenotipske lastnosti novega tipa.

Predstavlja spreminjaje nekega stanja,
dejanja ali procesa, kot je sprememba v
obliki, strukturi in funkciji.

Vmesna predniSka oblika pri formiranju
zivénih celic.
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1 uvoD

Mezenhimske mati¢ne celice (MMC) so samo-obnavljajoCe se, multipotentne, odrasle
celice, ki imajo mezodermalno in nevro-ektodermalno poreklo (Ferroni in sod., 2013).
Najdemo jih v Stevilnih tkivih (mas¢obnem tkivu, kostnem mozgu, popkovni¢ni Krvi,
horionskih gubah placente, amnijski tekocini, krvi, pljucih itd.), ki so enostavno dostopna za
odvzem ter predstavljajo potencialno pomemben vir celic za zdravljenje. Sposobnost
transdiferenciacije MMC v osteoblaste, hondroblaste in adipocite v pogojih in vitro je bila
dokazana v $tevilnih raziskavah od odkritja MMC naprej (Gronthos in sod., 2001; Hauner
in sod., 1987). Do leta 2000 je veljala teorija, da so mezenhimske mati¢ne celice sposobne
diferenciacije samo v tkiva mezoderma. Teorijo je pod vpraSaj postavila raziskovalna
skupina Woodburies. V raziskavi iz leta 2000 so pokazali, da MMC osamljene iz kostnega
mozga, ki so bile izpostavljene butil hidroksi anizolu, beta-merkaptoetanolu in
dimetilsulfoksidu, izrazajo proteine, znacilne za oporne celice zivénega sistema, in zivéne
celice (Woodbury in sod., 2000). Raziskave, ki so sledile, so predstavile razli¢ne rezultate
in velikokrat nasprotujoce zakljucke, tako da do danes ni povsem dokazana sposobnost
diferenciacije MMC v funkcionalne zivéne celice. Vecina raziskav transdiferenciacije je bila
izvedena na humanih celicah in celicah glodavcev (Anghileri in sod., 2008; Zemelko in sod.,
2013; Zuk in sod., 2002).

Pasje mezenhimske mati¢ne celice (MMC), osamljene iz maScobnega tkiva, se vedno bolj
uporabljajo v bazi¢nih raziskavah transdiferenciacije MMC v ziv¢ne celice in/ali oporne
celice zivénega sistema (Lim in sod., 2010; Park in sod., 2012).

Ta moznost je zelo pomembna za razvoj nadaljnjih terapij zdravljenja poskodb centralnega
Zivénega sistema z mati¢nimi celicami iz mas¢obe. V tem primeru bi zdravljenje psov s
poskodbami centralnega zivénega sistema ali z nevrodegenerativnimi boleznimi lahko
pripomoglo tudi k hitrejsemu razvoju taksnih zdravljenj pri ljudeh. Vendar pa malo raziskav
poroca o transdiferenciaciji pasjih MMC v celice Zivénega sistema (Lim in sod., 2010). Zato
so potrebne dodatne raziskave transdiferenciacij mascobnih mezenhimskih mati¢nih celic v
zivéne celice, predvsem zaradi kompleksnosti in dolgotrajnosti nevroloskih
transdiferenciacij, ki vkljucujejo natan¢no delovanje razli¢nih rastnih in prepisovalnih
dejavnikov in verjetno tudi epigenetske mehanizme (Boulland in sod., 2013).

Poleg celi¢nih terapij za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni z uporabo postopkov
transdiferenciacije MMC se obeta tudi njihova uporaba v predklini¢nih in klini¢nih Studijah
testiranja farmacevtskih izdelkov. Ideja je, da bi postavili model dolo¢ene bolezni Vv
gojitvenih posodah in kontrolirano spremljali delovanja novih zdravil na celi¢ni ravni. To bi
predstavljalo velik napredek pri razvoju novih zdravil ter revolucionarni korak k
personalizirani medicini.
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1.1 CILJI NALOGE

Za raziskave ali terapevtsko uporabo je potrebno MMC ustrezno osamiti. Uporabili smo
metodo, ki jo je podjetje Animacel d.o.o Ze vpeljalo v rutinsko delo osamitve MMC. Po
ustrezni osamitvi MMC smo jih ustrezno shranili. V raziskovalnem delu smo pokazali
moznost transdiferenciacije MMC, osamljenih iz mas¢obnega tkiva psov, v ziv¢ne celice.
Razvili in optimizirali smo metodo transdiferenciacije pasjih mati¢nih celic v celice zivénega
sistema ter z molekularno bioloskimi metodami spremljali proces transdiferenciacije v
razli¢nih ¢asovnih tockabh.

Do sedaj podobne raziskave s pasjimi MMC Se niso bile narejene, kar je bil pomislek glede
sposobnosti transdiferenciacije z rastnimi dejavniki. Predhodne raziskave, izvedene na
Univerzi v Oslu med s$tudijsko prakso, so pokazale, da imajo MMC, osamljene iz
maséobnega tkiva psa, transdiferenciacijski potencial ter da vsa tri protitelesa, ki smo jih
uporabili, prepoznavajo pasje antigene.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Glede na predhodno objavljene rezultate razli¢nih raziskav pri drugih vrstah vklju¢no s
¢lovekom in glede na nase predhodne rezultate smo postavili naslednje hipoteze:

a. Pasje mezenhimske mati¢ne celice SO se sposobne transdiferencirati v celice
Zivénega sistema (zivéne celice in oporne celice);

b. Koncentracija retinojske kisline ima vpliv v procesu transdiferenciaciji MMC;

c. V transdiferenciranih zivénih celicah se izrazajo geni za nevralni faktor H (NF-H),
tubulin beta I1l, MAP2 specifi¢ni za zivéne ceice in gen GFAP, ki je specifi¢en za
oporne celice zivénega sistema (glia celice);

d. Pri procesu transdiferenciacije moskih in zenskih MMC (osamljeni iz mas¢obnega
tkiva psa) v zivéne celice pri¢akujemo, da bomo opazili razliko med spoloma zivalli,
iz katerih smo osamili MMC za transdiferenciacijo.
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2 PREGLED OBJAV
21  MATICNE CELICE

Vsakodnevno v ¢asu Zivljenja vseh vretencarjev obstaja majhno Stevilo posebnih celic, ki
imajo kljuéno vlogo pri obnavljanju odmrlih celic. Te posebne celice omogocajo obnavljanje
tkiv in organov po Stevilnih poSkodb in okvar v vsakdanjem zivljenju. Imenujemo jih
mati¢ne celice (MC), saj predstavljajo malo Stevilno populacijo, razporejeno v posebnih
niSah znotraj vseh delov telesa vretencarjev. Mati¢na celica je nediferencirana celica
zarodka, plodu ali odraslega vretencarja, po velikosti podobna limfocitom (Rozman in sod.,
2007), ki ima sposobnost samoobnavljanja v daljsih ¢asovnih okvirjih celi¢ne delitve brez
vecjih sprememb svoje osnovne lastnosti (Wei in sod., 2013). Ostali dve lastnosti MC sta
plasti¢nost in diferenciacija v specializirane celice ali v bolj usmerjene tkivne celice
(Rozman in sod., 2007).

Mati¢ne celice se samoobnavljajo z nesimetri¢no delitvijo, pri kateri nastaneta dve
neenakomerni héerinski celici - ena bolj podobna materinski MC ter druga, bolj
diferencirana hcerinska celica. Bolj diferencirana celica ima manj$i razvojni potencial od
svoje sestrske in se imenuje prekurzorska celica, iz katerih nastanejo funkcionalne celice, ki
se zdruzujejo v tkiva (Zipori, 2005; Inaba in Yamashita, 2012; Knoblich, 2008). Tak
mehanizem samoobnavljanja omogoc¢a ohranjanje populacije mati¢nih celic med delitvenim
procesom (Denham in sod., 2005; Rozman in sod., 2007).

Lastnost plasti¢nost pomeni, da so se MC sposobne diferencirati tudi v celice drugih tkiv
poleg svojega lastnega, iz katerega izhajajo. lzraz plasti¢nost zajema Stiri razlicne elemente,
ki so klju¢ni za razumevanje izraza. Prvi element je dediferenciacija, ki pomeni sposobnost
odraslim ali linijsko usmerjenim celicam vrnitev v bolj primitivne oblike. Drugi element
transdeterminacija pomeni preskok ene predniske linije v drugo prednisko celi¢no linijo.
Tretji element transdiferenciacija je proces, pri katerem se tkivne mati¢ne celice iz enega
tkiva odraslega spremenijo (oz. diferencirajo) v specializirane celice drugega tkiva. Cetrti
element je fuzija MC z drugimi diferenciranimi celicami v tkivu, pri katerih nastane nova
celi¢na vrsta (Martin-Rendon in Watt, 2003; Rozman in sod., 2007).

Danes lahko mati¢ne celice 0samimo iz razli¢nih tkiv in pri razli¢nih starostih vretencarjev,
vendar se te mati¢ne celice med sabo razlikujejo. Prva razvrstitev ne glede na tip tkiva, iz
katerih osamimo MC, so odrasle mati¢ne celice (ASC) in embrionalne mati¢ne celice
(EMC). Embrionalne mati¢ne celice izvirajo iz celic zarodka na stopnji blastociste. Po
1zolaciji pridobljenih celic se podvojujejo zelo hitro in teoreti¢no se lahko razvijejo v katero
koli celico. Klju¢ni problem uporabe embrionalnih mati¢nih celic je povezan s Stevilnimi
moralno-eti¢nimi vprasanji (Health, 2009; Rozman in sod., 2007; Yu in Thomson, 2008).
Po drugi strani se odrasle mati¢ne celice po osamitvi delijo nekoliko pocasneje od
embrionalnih mati¢nih celic, vendar pa je dostopnost osamitve embrionalnih mati¢nih celic
mnogokrat omejena. Po rojstvu odraslih mati¢nih celic najdemo v vseh tkivih vretencarjev,
vendar najve¢ v kostnem mozgu in mascobi. Glede na sposobnost za razvijanje v razli¢ne



Kokondoska Grgi¢ V. Transdiferenciacija mezenhimskih mati¢nih celic psa v Ziv¢ne celice. 4
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

tipe celic (potentnost) lo¢imo totipotentne, pluripotentne, multipotentne in unipotentne
mati¢ne celice (Preglednica 1) (Atala in sod., 2011).

Preglednica 1: Mati¢ne celice in njihov potentni potencial

Tip mati¢nih celic Definicija-opis lastnosti Lokacija v tkivu

Tip celice, iz katere se lahko tvori celoten
TOTIPOTENTNA organizem, vkljuéno s trofoblastom (ekstra
embrionalno tkivo).

Embrio in zgoden
blastomer

Tip celice, ki ima sposobnost tvoriti vse telesne

Embrionalne mati¢
PLURIPOTENTNA | celice vretencarjev, vkljucno s spolnimi celicami. ! atene

celice, iPS celice

Tip celice, ki ima man;j8$i potentni in diferenciacijski

. . . . . . Tki ifiéni
MULTIPOTENTNA | potencial kot pluripotentne in totipotentne tipe celic. Vo spectficni

hematopoetske, MMC)

Tip celice, ki je tkivno specifi¢na s sposobnostjo Predniske celice v
UNIPOTENTNA samoobnavljanja organih (npr. koza,
misice)

2.1.1 Zgodovinski pregled razli¢nih tipov mati¢nih celic

Izraz "matic¢na celica" (angl. Stem cell) je prvi¢ omenil nemski znanstvenik Ernst Haeckel
leta 1868 v svoji raziskavi in opisal, da so enoceli¢ni organizmi evolucijski predniki
vecceliénih organizmov. Dve leti kasneje je Haeckel uporabil isti izraz za pojasnitev
oploditve jajéec. Izraz je dobil bistvo leta 1892, ko sta Valentin Hacker in Theodor Boveri
pojasnila, da "nem. Stammezelle" opisuje celice zgodnega embrija, ki predstavljajo vir
prvobitnih izvornih celic (Morange, 2006). Konec devetnajstega stoletja so se pojavile prve
teoreticne predpostavke (postulati) o sposobnostih samoobnavljanja dolo¢enih tkiv. Leta
1907 je ameriski znanstvenik Ross Granville Harrison objavil prvi znanstveni ¢lanek o
gojenju koscka tkiva — zivénih vlaken zab v laboratoriju in postal zelo vpliven na podrocju
celiénih kultur in vitro v tem ¢asu (Maienschein, 2010).

Poseben pomen v razvoju znanosti na podro¢ju mati¢nih celic so dodale raziskave krvnih
celic ruskih znanstvenikov. Wera Dantschakoff in Alexander Maximow sta pojasnila, da
limfociti predstavljajo "mati¢ne celice” za tvorbo krvnih celic. Teorijo sta podprla tudi
nems$ka znanstvenika Ernst Neumann in Konigsbergs s svojim odkritjem, da krvne celice
nastajajo v kostnem mozgu vretencarjev (Neumann, 1868). Alexander Maximilov je uradno
priznan kot "oce" koncepta o hematopoetskih mati¢nih celicah, ki ga je postavil leta 1909.

Prvo uspesno alogensko presaditev kostnega mozga s tkivi drugega organizma je leta 1968
opravil dr. Robert A. Good s svojimi sodelavci. Istega leta so znanstveniki prvic in vitro
oplodili ¢lovesko jajcece, kar je odprlo moznost odkrivanja totipotentnosti embrionalnih
mati¢nih celic. Znanstvena odkritja na podroc¢ju teratomov (Cohnheim, 1877) in raka so
pripeljala do kljuénega odkritja embrionalnih mati¢nih celic (Brinster, 1974; Papaioannou
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in sod., 1975; Mintz in sod., 1975). Novo poglavje v medicini je zapisal Robert Edward leta
1981 s postavitvijo prve in vitro oploditve pri cloveku (raziskava znana kot "test-tube baby"),
ki ga je isto leto popeljala do odkritja embrionalnih mati¢nih celic (Edwards, 2001). Leta
1981 so znanstveniki iz dveh razli¢nih skupin, prva pod vodstvom Gaila Martina (Univerza
v Californiji, Sanfrancisko) in druga pod vodstvom Martina Evansa in Matthewa Kaufmana,
prvi¢ osamili embrionalne mati¢ne celice iz misjih zarodkov. Znanstvenik James Thompson
z Univerze Wisconsin — Madison je leta 1998 prvi¢ osamil ¢loveske embrionalne mati¢ne
celice. Osamitev embrionalnih mati¢nih celic iz ¢loveskih zarodkov je sprozila Stevilna
etiCna vprasanja, zaradi Cesar so se za vecC let upocasnile raziskave na tem podroc¢ju v ZDA
po odloku predsednika Busha leta 2001. Revolucionarno odkritje na podro¢ju mati¢nih
celice je leta 2006 postavil Japonec Shinya Yamanakaki pri odkritju novega tipa
pluripotentnih celic neposredno iz odraslih somatskih celic. Poimenoval jih je inducibilne
pluripotentne mati¢ne celice (iPS), in glede na njihove prednosti dodal, da lahko zamenjajo
embrionalne mati¢ne celice. Yamanaka je za svoje odkritje prijel Nobelovo nagrado za
podrogje fiziologije in medicine za leto 2012. Vierbuchen in sod. (2010) so v reviji Nature
objavili uspesno transdiferenciacijo (in vitro) misjih fibroblastov v funkcionalne nevrone s
pomocjo treh prepisovalnih dejavnikov (Ascll, Brn2, and Mytll). Od odkritja iPS celic do
danes so se raziskave na podro¢ju mati¢nih celic usmerile k transdiferenciaciji somatskih
celic s pomocjo prepisovalnih dejavnikov (leda in sod., 2010; Swistowski in sod., 2010;
Szabo in sod., 2010) ali pa s kemijskimi komponentami, ki ciljno vplivajo na delitveni celi¢ni
cikel. Transdiferenciacija predstavlja nekaksno bliznjico do Zelenega celi¢nega tipa, Saj
reprogramiranje poteka brez vmesne diferenciacije v pluripotentno celico. Bistveni napredek
je dosezen z modeliranjem ¢loveskih bolezni s pomo¢jo razliénih tipov mati¢nih celic
(Colman in Dreesen, 2009; Glavaski-Joksimovic in Bohn, 2013; Soldner in Jaenisch, 2012;
H. Song in sod., 2010) in moznosti testiranja novih zdravil neposredno na ¢loveskih celicah
Vv gojitvenih posodicah.

Uporaba odraslih mati¢nih celic iz mascobnega tkiva se je najbolje izkazala na podroc¢ju
celi¢nih terapij in v regenerativni medicini za zdravljenje poskodb vezivnega, hrustanénega
ali kostnega tkiva (Minteer in sod., 2015). V vzponu so tudi raziskave, ki i$¢ejo primerne
bio-razgradljive materiale, kjer bi ustrezno gojili mati¢ne celice. Tako pripravljen 3D
material s celicami lahko pripomore k hitrejSemu nadomestilu manjkajocega tkiva ali
celjenja ran pri zivalih in ¢loveku (Adams in sod., 2012; Correlo in sod., 2011; Hutmacher,
2000; Park in sod., 2012; Wei in sod., 2013). V regenerativni medicini se vpeljuje tudi 3D
tiskalnik, ki omogoca natanéen izris dolo¢enih tkiv. Predvidevajo, da se bo s pomocjo
mati¢nih celic v bliznji prihodnosti zacelo tiskati tudi bolj kompleksne organe. (Murphy in
Atala, 2014).

Ce pogledamo skozi zgodovino, lahko sklepamo, da je odkritje mati¢nih celic doseglo svoje
bistvo pri zamenjavi poskodovanih celic z novimi, ki imajo identi¢no funkcijo. Prihodnost,
ki jo vidimo, stremi k personalizirani medicini vsakega posameznika do te mere, da bodo
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lahko zelo hitro in u¢inkovito zamenjali organe ali pa ciljno zdravili bolezen s pomocjo
zdravil, testiranih na tkivnih kulturah za vsakega posameznika posebe;.

2.2  MEZENHIMSKE MATICNE CELICE

Mezenhimske mati¢ne celice uvrs¢amo V skupino odraslih mati¢nih celic, ki S0
multipotentne, se samoobnavljajo v specializiran tip celic znotraj tkiva, iz katerega izhajajo
in diferencirajo v razli¢ne tipe mezodermalnih in nevro-ektodermalnih tkiv (Ferroni in sod.,
2013; Zeidan-Chulia in Noda, 2009). Zato jih nekateri imenujejo postnatalne mati¢ne celice
(Ferroni in sod., 2013). Friedenstein in sod. (1966) so prvi¢ opazili osteogeni potencial po
transplantaciji celic kostnega mozga pri zivalih. Poimenovali so jih osteogene mati¢ne
celice, ki predstavljajo neko majhno sub-populacijo znotraj celic kostnega mozga. Ista
raziskovalna skupina je leta 1974 osamila MMC iz kostnega mozga in jih poimenovala
stromalni predniki kostnega mozga (angl. bone marrow stromal progenitors«), ki imajo
sposobnost tvoriti fibroblastne kolonije in rastejo po povrsini plastike kot enoslojne celi¢ne
kulture (Friedenstein, in sod., 1974). Izraz mezenhimske mati¢ne celice se prvi¢ omenja v
raziskavi o kostnih in hrustan¢nih tvorbah, osamljenih iz odraslih tkiv in ponovno avtologno
transplantiranih v poskodovano tkivo (Caplan, 1991). V literaturi lahko zasledimo uporabo
razli¢nih izrazov MMC, znanih kot angl. marrow stromal cells (Prockop, 1997) ali
mesenchymal stromal cells (Keating 2006) ali angl. mesenchymal progenitor cells
(Johnstone in sod., 1998), za katere so se odprla Stevilna vprasanja o uporabi pravilnega
izraza (Dominici in sod., 2006a; Horwitz in sod., 2005). Najbolj pogosto uporabljan izraz v
literaturi je angl. mesenchymal stem cells, ¢eprav nekateri znanstveniki menijo, da ni
primeren za opis teh mati¢nih celic (Bianco in sod., 2008).

Omejitev uporabe embrionalnih mati¢nih celic v kliniki je pripomogla, da se je povecalo
zanimanje za mezenhimske mati¢ne celice. Glavni razlog je, da niso eti¢no sporne,
enostavno in kontrolirano jih lahko osamimo ter ne prihaja do nastanka teratomov po
presaditvi v ziv organizem (Xin Wei in sod., 2013). Po prvi izolacij MMC iz kostnega mozga
so jih kasneje osamili e iz miSi¢nega tkiva (Nathanson, 1985), vezivnega tkiva (Nakahara
in sod., 1991), mascobnega tkiva (Zuk in sod., 2001; Zuk in sod., 2002), sinovialne
membrane (Bari in sod., 2001), mle¢nih zob (Miura in sod., 2003), koze (Belicchi in sod.,
2004), trabekularnih kosti (Song in sod., 2005), placente (Soncini in sod., 2007), periferne
krvi (M. Shi in sod., 2009) in skeletnih misic (Dodson in sod., 2010).

Stevilo osamljenih MMC ter invazivnost odvzema tkiva iz telesa vretencarjev predstavlja
najvecjo omejitev, ¢eprav obstaja veliko moznosti izbire tkiva, iz katerega lahko osamimo
MMC (Caplan, 1991, Pittenger in sod., 1999). V tej smeri se je izkazalo, da ima mas¢obno
tkivo najve¢ prednosti v primerjavi z drugimi tkivi (Casteilla in sod., 2005; Oedayrajsingh-
Varma in sod., 2006). Zelo pomemben podatek so objavili D’Ippolito in sodelavci o
pogostnosti in sposobnosti diferenciacije MMC. Trdijo, da se pogostost MMC ter njihova
sposobnost diferenciacije zmanjSuje s starostjo osebka, iz katerega osamimo MMC
(D’Ippolito in sod., 1999).
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Slika 1: Mezenhimske mati¢ne celice, osamljene iz mas¢obnega tkiva, imajo sposobnost razviti se v vsa tkiva

zarodne plasti (ektoderm, mezoderm in endoderm) ter imajo Siroko terapevtsko uporabnost (prirejeno po Chase
in sod. (2011)).

Pri osamitvi MMC iz kostnega mozga dobimo heterogeno populacijo celic, ki se imenuje
angl. stromal vascular fraction (SVF) in vsebuje celice hematopoetskega izvora, fibroblaste,
MMC, celi¢ne ostanke vaskularnega in miSi¢nega tkiva. Poleg teh celic nekateri menijo, da
so prisotne tudi zelo majhne celice, podobne embrionalnim mati¢nim celicam VSEL (angl.
very small embryonic-like stem cells) in multipotentne celice prednice odraslega MAPC
(angl. multipotent adult progenitor cells), za katere ni popolnoma jasno, ali obstajajo v
odraslih tkivih ali pa MMC po dediferenciaciji pridobijo lastnosti podobnim EMC ter jih
zato opisujemo kot MAPC ali VSEL (Raff, 2003). Zaradi Sirokega diferenciacijskega

potenciala lahko recemo, da so MMC pluripotentne mati¢ne celice, Ceprav njihova
pluripotentna lastnost ni natan¢no raziskana (Jiang in sod., 2002).

Prvi dokazi diferenciacijske sposobnosti MMC so bili opisani pri diferenciaciji v tkiva
mezoderma: osteoblaste (kosti), hondrocite (hrustanca) in adipocite (mas¢oba) (Gregoire in
sod., 1998; Pittenger in sod., 1999), nato Se v skeletno misi¢ne celice, endotelijske celice
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(Planat-Benard in sod., 2004), sr¢no misi¢ne celice (Wakitani in sod., 1995) ter tudi v celice
endodermalnega in ektodermalnega izvora, kot so hepatociti (Chagraoui in sod., 2003),
zivéne celice (Woodbury in sod., 2000) in epitelijske celice (Spees in sod., 2003).

Zaradi poveCanega Stevila raziskav terapevtskega potenciala MMC na podrocju
regenerativne medicine se je porocalo o razli¢nih postopkih osamitve in gojenja MMC ter o
razli¢nih kriterijih za celi¢ne povrSinske oznacevalce pri njihovi karakterizaciji (Vemuri in
sod., 2011).

Odbor za mezenhimske in tkivne mati¢ne celice, del mednarodnega drustva za celi¢no
terapijo (angl. Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committe of International Society for
Cellular Therapy), je leta 2006 izdal dokument s predlogi o minimalnih kriterijih
karakterizacije MMC (Dominici in sod., 2006b). Predlagali so tri kriterije poenotene
karakterizacije MMC celic, osamljenih iz razli¢nih tkiv:

a. Mezenhimske mati¢ne celice morajo imeti sposobnost prilepljanja (adherence) na
plastiko pri standardnih pogojih gojenja celic v gojitvenih posodicah.

b. Vet kot 95 % osamljene celi¢ne populacije MMC mora izrazati povrSinske celi¢ne
oznacevalce CD73, CD90, CD105, ne sme pa izrazati povrSinskih oznacevalcev
CD11b ali CD14, CD34, CD45, CD79a ali CD19, HLR-DR specifi¢ni za
hematopoetske ali endotelijske celice.

c. MMC morajo biti sposobne in vitro diferenciacije v adipocite, osteoblaste in
hondrocite.

Zelo pomembna lastnost mezenhimskih matiénih celic je njihova imunska prilagodljivost in
imuno-modulatorno delovanje s tem, da zmanjSujejo imunski odziv limfocitov B in T
(Aggarwal in Pittenger, 2005). Imunsko prilagodljivost pokazejo pri transplantaciji MMC iz
pacienta - darovalca na pacienta — prejemnika, tako da ni potrebna terapija z zaviralci
imunskega sistema, ki blokira histo-kompatibilnega kompleksa (MHC). Imunski sistem
prejemnika ne zaznava prisotnosti tujih celic MMC v organizmu zaradi nizkega izrazanja
kompleksa MHC | in MHC Il (Le Blanc in sod., 2003). Natan¢en mehanizem imuno-
modulativnosti MMC ni znan, vendar se predpostavlja, da MMC posredno zavirajo
namnozevanje citotoksi¢nih limfocitov T in celic naravnih ubijalk z izlo¢anjem topnih
dejavnikov (Rasmusson in sod., 2003).

Mezenhimske mati¢ne celice imajo veliko prednosti predvsem zaradi odsotnosti eti¢nih
zadrzkov, Stevilnih virov tkiv, iz katerih jih lahko osamimo, nizke imunogenosti, ne prihaja
do nastankov teratomov, kar jih uvr§¢a med najbolj zaZelene celice v klini¢nih $tudijah.
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2.3  MEZENHIMSKE MATICNE CELICE IZ MASCOBNEGA TKIVA

Mascobno tkivo predstavlja ogromen in enostavno dostopen vir mezenhimskih mati¢nih
celic. V literaturi najdemo sveze osamljeno frakcijo celic iz mas¢obnega tkiva pod imenom
stromalno vaskularna frakcija SVF (angl. Stromal Vascular Fraction). V sedemdesetih letih
dvajsetega stoletja so se pojavile prve Studije o sposobnosti diferenciacije misjih celicnih
linij 4klj 3T3 (mas¢obnega izvora) in vitro (Green in Kehinde, 1974), nato so bile odkrite Se
druge mascobne celi¢ne linije, ki so opisovale SVF pri zivalih in ¢loveku ter njihovo
sposobnost diferenciacije (Hausman in Campion, 1982; Pettersson in sod., 1985). Z
razvojem in optimizacijo pogojev rasti celi¢nih kultur mas¢obnega izvora ali SVF so razvili
zanimive modele za proucevanje mehanizmov, ki so neposredno vkljueni v procesu
diferenciacije mascobnih celic t.i. adipociti. Zavedali So se moznosti uporabe v medicini, saj
te celice lahko zamenjajo poskodovane celice v organizmu odraslega. Wu in sodelavci so
prvi objavili postopek osamitve MMC iz mascobnega tkiva ¢loveka in jih poimenovali
predniski adipociti stromalnih celi¢nih frakcij SVF (Wu in sod., 2001).

Maticne celice iz mas¢obnega tkiva ADSC (angl. Adipose Derived Stem Cells) predstavljajo
le tretjino SVF, nato od 7 % do 15 % celic pripada celicam hematopoetskega izvora
(monociti, limfociti, eritrociti in druge krvne celice), preostali delez pripada predhodnicam
adipocitov, fibroblastov, endotelijskim celicam, gladko misi¢nim celicam ter celicam
imunskega sistema (makrofagi, limfociti, monociti) (Ferroni in sod., 2013; Minteer in sod.,
2015). Osamitev ADSC iz stromalne frakcije SFV poteka preko njihove fizikalne
sposobnosti prilepljanja na plasti¢ne gojitvene posodice, kjer navadno gojimo te celice.

Poleg lazje dostopnosti in enostavne osamitve MMC iz masc¢obnega tkiva je prisotnost
mezenhimskih mati¢nih celic bistveno veéja v tkivu mascobe kot v kostnem mozgu, ki
predstavlja zlati standard za vse ostale MMC osamljene iz ostalih tkiv. Izplen osamljenih
mati¢nih celic, merjeno v fibroblastnih kolonijskih enotah CFU-F (angl. fibroblast colony-
formating units), znasa priblizno 5 000 CFU-F enot na gram mas¢obnega tkiva ter od 100
do 1000 CFU-F enot na mililiter aspiracije kostnega mozga (Sakaguchi in sod., 2005), kar
predstavlja petkratno razliko v izplenu MMC. Nekateri znanstveniki opisujejo, da ima
proliferacijski oz. namnozevalni potencial MMC, osamljenih iz mascobnega tkiva v
gojitvenih posodicah, prednost v primerjavi z MMC, osamljenih iz kostnega mozga
(Puissant in sod., 2005). Povprec¢ni delitveni cas MMC iz mas¢obnega tkiva v celi¢ni kulturi
je od tri do pet dni (Guilak in sod., 2006).

Zaradi vecjega Stevila MMC iz masCobnega tkiva je gojenje bistveno lazje, enostavnejse in
hitrejSe. Poleg tega se senescenca pojavi kasneje kot pri MMC, osamljenih iz kostnega
mozga (lIzadpanah in sod., 2006; Kern in sod., 2006; Schaffler in Buchler, 2007). Schaffler
in Buchler (2007) opisujeta dejavnike, ki vplivajo na namnozevalne in diferenciacijske
sposobnosti ADSC, kot so gostota nasaditve celic, vrsta in lokacija mas¢obnega tkiva, starost
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darovalca tkiva, nacin pridobivanja tkiva in seveda pogoji gojenja celic. Na pogoje gojenja

coev v

Fenotipski profil karakterizacije ADSC s celicnimi oznacevalci $¢ vedno ni natan¢no
definiran, vendar je njihov profil skoraj 90 % podoben profilu celi¢nih oznacevalcev ostalih
mezenhimskih mati¢nih celic, kot so: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD54, CD55,
CD71,CD73, CD90, CD105, CD146, CD166 in STRO-1. ADSC si delijo nekatere
povrsinske oznacevalce s fibroblasti in periciti, ki pa so negativni za celice hematopoetskega
izvora: c-kit, HLA-DR, CD4, CD11b, CD14, CD16, CD45, CD56, CD62E,CD79, CD104,
CD117, CD106 ter endotelialne oznacevalce: CD31, CD144 in von Willebrandov faktor
(Mclntosh in sod., 2006; Zuk in sod., 2002).

Z nasaditvijo in gojenjem ADSC v celiénih kulturah se zniza izrazanje naslednjih
oznacevalcev: CD34, MHC razred | in 11 molekul, CD80, CD86, CD45, CD11a,CD14,
CD117, HLA-DR, CDKN1B, INS, ITGA5, NOG, UTF1l, WNT6,WNT8A in povisa
izrazanje naslednjih oznacevalcev: CD9, CD13,CD29, CD44, CD63, CD73, CD90, CD105,
CD166, ACTG2, ACVR1, BMPR2,CTNNB1, CCNE1, CDH1, COL6A2, HSPAY9, IL6,
ITGAS, ITGB1, ITGB5,MDM2, PTEN, PUM2, SNAI2, TGFBR1 in VEGF-A (Bailey in
sod., 2010). Karakterizacija ADSC je zelo pomemben korak za nadaljnjo uporabo teh celic
v tkivnem inzenirstvu in regenerativni medicini.

2.4  OSAMITEV MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIC IZ MASCOBNEGA TKIVA
PSA

Postopek odvzema kosckov maséobnega tkiva iz psa poteka na zelo ne-invaziven nacin, z
liposukcijo, biopsijo ali manjsim kirurskim posegom v lokalni anesteziji (Vieira in sod.,
2010). Obstajajo razli¢ni postopki osamitve MMC iz mascobnega tkiva, vendar se bomo
osredotocili samo na postopke, ki opisujejo osamitev pasjih MMC iz mascobnega tkiva. S
postavitvijo pogojev vzdrzevanja osamljenth MMC in njihovo karakterizacijo se je Stevilo
strokovnih objav bistveno povecalo (Guercio in sod., 2012; Hodgkiss-Geere in sod., 2012;
Kisiel in sod., 2012; Leein sod., 2014; Martinello in sod., 2011; Vieira in sod., 2010).

Raziskovalna skupina Neupane s sodelavci je bila prva, ki je objavila prilagojen postopek
osamitve MMC iz mas¢obnega tkiva psa in pokazala njihovo sposobnost pritrjevanja na
plasti¢ne gojitvene posodice. Poleg tega so pokazali tudi izrazanje pluripotentnih genov in
njihovo sposobnost transdiferenciacije v osteoblaste in adipocite (Neupane in sod., 2008).

Za karakterizacijo osamelih celic MMC se uporabljajo kvalitativne in kvantitativne metode,
Ki temeljijo na osnovi specifi¢ne vezave protiteles na ciljni protein. PoviSana proizvodnja
pasjih specifi¢nih protiteles je omogocila podrobnejso karakterizacijo povrsinskih
oznacevalcev, ki so znacilni za mati¢ne celice iz maScobnega tkiva psa. Na tak nacin so
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pokazali podobnost med MMC, osamljenih iz kostnega mozga in mas¢obnega tkiva, saj vse
celice izrazajo CD44, CD90 in MHC I ter ne izrazajo CD14, CD29 in MHC Il (Screven in
sod, 2014). Med postopkom osamitve MMC je zelo pomembna stopnja namnozevanja celic,
saj je odvisna od pogojev okolja.

Vieira in sod. (2010) so porocali, da so mati¢ne celice iz masCobnega tkiva sposobne
namnoZzevati se do 10 pasaze brez kariotipskih sprememb. Nasprotno so Lee in sodelavci
pokazali, da se delitveni ¢as in diferenciacijska sposobnost pasjih MMC iz mas¢obnega tkiva
zmanj$uje po 5 pasazi (Lee in sod., 2014). Priblizno 0,25 - 0,375 x 108 celic/ml razgrajenega
mascobnega tkiva (Schwarz in sod., 2011) pridobimo iz kosc¢ka tkiva mas¢obe, odvzetega s
strani veterinarja.

25  TRANSDIFERENCIACIJA MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIC

Z razvojem klasi¢nih raziskav o morfologiji celic so znanstveniki zeleli raziskati, ali se lahko
ze diferencirane celice spremenijo v drug tip celic. Leta 1922 sta Maccarty in Caylor na
tumorjih jajénikov pokazala, da se lahko en celi¢ni fenotip spremeni v drug fenotip. Pojav
tega fenomena so opisali z izrazom metaplazmija ter verjeli, da nastane kot celi¢ni odgovor
fizioloskega stresa (Maccarty in Caylor, 1922).

Izraz transdiferenciacija sta prvi¢ uporabila znanstvenika Selman in Kafatos (1974), nato pa
Se Eguchi in Okada (1973), ki jsta opisala pretvorbo kokosjih celic mreznice v vlakna o¢esne
lece. Danes je izraz transdiferenciacija uvrscen V plasticnost mati¢nih celic, pri katerem se
diferencirane celice tkiva odraslega spremenijo v specializirane celice drugega tkiva, pri tem
pa izgubijo fenotip prvega in pridobijo nove fenotipske lastnosti novega tipa (Tosh in Horb
2004). Z razvojem celi¢ne in molekularne biologije so se povecale raziskave o mehanizmu
delovanja procesa transdiferenciacije kot tudi njegova vkljucitev v tkivnem inZenirstvu, v
obliki celicnega zdravljenja. V osnovi je transdiferenciacija naravni proces, ki preko
celi¢nega reprogramiranja pomaga organizmu obnoviti poskodovane celice pri vseh zivih
bitjih (Sisakhtnezhad in Matin, 2012).

Poznamo neposredni (direktni) in posredni (indirektni) mehanizem transdiferenciacije. Pri
posrednemu mehanizmu transdiferenciacije so opazne trajne spremembe v izrazanju genov
brez mitotskih sprememb. V tem primeru celice preidejo v dediferencirano stanje, se naprej
namnoZzujejo in imajo drugacne lastnosti z za¢etnim in kon¢nim celi¢nim fenotipom. Nato
sledi proces rediferenciacije v nov tip celic s kon¢nim fenotipom. Neposredni mehanizem
transdiferenciacije omogoca dediferenciacijo brez namnozevanja celic, pri tem ni nobenega
vmesnega stanja in celica hitro izgubi svoj prvotni fenotip. Podobno kot pri neposrednem
mehanizmu sledi proces rediferenciacije celic v nov celi¢ni fenotip (Sisakhtnezhad in Matin,
2012).
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Diferencirana odrasla celica

A) Posredna transdiferenciacija B) Neposredna transdiferenciacija

Dediferenciacija Delna dediferenciacija

@ Brez
Namnozevanje <C§>> Celicni mehanizmi. ki odlocajo o tipu 000 namnozevanja

celic transdiferenciacije celic

* Celicno reprogramiranje z molekulami
* Preoblikovanje kromatina

* Izrazanje regulatornih genov
Rediferenciacija » Aktivatorji in represorji Rediferenciacija
* Upravljalci celicnega cikla

* Mala interferenéna miRNA ali siRNA

\ 4
% *—- Nove transdiferencirane celice %

Slika 2: Poti trasdiferenciacije celic (prirejeno po Sisakhtnezhad and Matin, (2012)).

\ 4
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2.5.1 Transdiferenciacija mezenhimskih mati¢nih celic psa

Proces transdiferenciacije mati¢nih celic iz mascobnega tkiva je tesno povezan s celinim
reprogramiranjem, ki omogoca spremembe znotraj delitvenega cikla celic. Na splosno lahko
reCemo, da transdiferenciacijo prepoznamo, ko opazimo prve morfoloske spremembe v
strukturi celic ali preoblikovanje kromatina ali preko spremljanja izrazenih genov po
transdiferenciaciji (Yu in sod., 2011).

Sposobnost transdiferenciacije MMC je potrjena s strani raziskovalnih skupin, najbolj
raziskani so osteo-, hondro- in adipo- transdiferenciacijski potenciali. Pregled vseh raziskav,
ki opisujejo transdiferenciacijski potencial MMC iz ve€ razli€nih virov pasjih tkiv do leta
2016, je opisan v preglednici 2.
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Preglednica 2: Pregled obstoje¢ih podatkov za karakterizacijo MMC iz pasjih tkiv po literaturi. Oznaka —
pomeni, da ni podatkov v literaturi (Bakker in sod., 2014).

Oznaevalci Transdiferenciacijski
Raziskave lzvor MMC Celi¢ni oznacevalci | genskega . )
s v . potencial
1Zrazanja
- .. NEFL, GFAP,
2K<;T4m sod., f?”v'i’z:a - NSE, TUBB3, | Nevro-
€KOC B2M
Chung in Mas¢obno tkivo Nanog, Oct4
d., 2013 - ) in Sox1 Nevro-
sod., Kostni mozeg
Guercio in . . Nanog, Oct4 Osteo-, Hondro-in
sod., 2012 Mascobno tkivo i in Sox2 Adipo-
Hodgkiss- Pozitivno: CDA44,
: _ STRO-1
Geere in Kostni mozeg . - Hondro-
sod.. 2012 Negativno: CD34,
B CD45
Kostni mozeg
Maséobno tkivo
- Pozitivno: CD44,
. Popkovnica
Kangin sod., 7 olatinok CD73, CD90, CD105 i Osteo-
2012 iafl.ns & | Negativno: CD14,
tekoCina _znotraj CD34, CD45
popkovnice
(angl.Wharton’s
jelly)
Kostni m0zeg | pyyitivno: CD9O,
Kisiel in Mascobno tkivo | CD44 Nanog, Oct4 o
— . . Osteo- in Adipo-
sod., 2012 Misica Negativno: CD34, in Sox3
Periosteum CD45, CD146
Kostni moze Pozitivno: CD29,
9 | cpas4, cD9o
Takemitsu in Negativno: CD34, . .
sod., 2012 N CD45, SSEA-3, Nanog, Oct3/4 | Osteo- in Adipo-
WEOPROTENE | SSEA-4, TRA-1-60,
TRA-1-81
Pozitivno: CD90,
Martinello in . . CD44, CD140a, L .
sod., 2011 Mascéobno tkivo CD117  Negativno: i Osteo-, Adipo-in Mio-
CD34, CD45
Pozitivno:CD44,
Vieira in Magéobro tki CD29, CD90 ) Osteo-, Hondro-,
sod., 2010 SCODRO TKIVO Negativno: CD14, Adipo- in Mio-
CD34, CD45, CD117

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 2

Oznaevalci Transdiferenciacijski
Raziskave lzvor MMC Celi¢ni oznacevalci | genskega .
DL . potencial
1Zrazanja
Neupane in " . Nanog, Oct4 Osteo-, Hondro- in
sod, 2008 | Maseobno tkivo - in Sox2 Adipo-
Pozitivno: CD90,
Csaki in Kostni mozeg MHC-I i Osteo-, Hondro- in
sod., 2007 Negativno: CD34, Adipo-
CD45, MHC-II
Pozitivno:CD105,
Kamishina Kostni mozeg CD90 - Nevro-
in sod., 2006 Negativno: CD45,
CD35

26  NEVROTRANSDIFERENCIACIJA

Ceprav obstaja veliko raziskav, ki opisujejo sposobnost transdiferenciacije odraslih mati¢nih
celic v razlicne tipe celi¢nih linij ali tkiv, ostaja njihova lastnost plasti¢nost in uporaba v
regenerativni medicini pod vprasajem. Transdiferenciacija MMC v celi¢nih linijah Zivénega
sistema lahko poteka in vitro in in vivo (Yu in sod., 2011).

Pri in vitro nevrotransdiferenciaciji raziskovalne skupine uporabljajo mesanico razli¢nih
citokinov brez dodatkov seruma. Druga moZnost je uporaba kemikalij (BHA, DMSO, BME,
retinojska Kislina itd.), ki spodbujajo tvorbo nevrosfernih komponent ter nato nadaljujejo s
citokinsko spodbujevanje celic (npr. BDNF, bFGF, bEGF). Tretja moznost je uporaba snovi,
ki zviSujejo nivo izrazanja koncentracije cAMP znotraj celic (Sago in sod., 2008).

Na splosno velja, da kemi¢ne snovi spodbujajo le prehodne morfoloSke spremembe celic S
poviSanim izraZzanjem nekaj ve¢ nevroloSkih oznacéevalcev (Croft in Przyborski 2006;
Woodbury in sod., 2000), medtem ko rastni dejavniki spodbujajo posebne in dolgotrajne
nevroloske spremembe (Jiang in sod., 2002). Trajne nevroloske spremembe doseZemo le po
nasaditvi trandiferenciranih celic v kulturi, kjer se nahajajo ze diferencirane astro/glia ali
zivéne celice (Jiangin sod., 2003; Sanchez-Ramos in sod., 2000; Wislet-Gendebien in sod.,
2005).

Revolucionarni dosezek transdiferenciacije mezenhimskih mati¢nih celic v celice zivénega
sistema so prvi opisali Woodbury in sodelavci leta 2001. Osamili so mati¢ne celice iz
kostnega mozga podgane in ¢loveka ter te celice tretirali z 1 mmol/L B-merkaptoetanol
(BME). Tako tretirane celice so bile morfolosko podobne odraslim nevronom in so izrazale
nevronsko speceficno enolazo (NSE) (Woodbury in sod., 2000). Ashijan in sodelavci so
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priredili protokol Woodbury tako, da so namesto BME uporabili inzulin, indometacin (INN)
in 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX) (Ashjian in sod., 2003; Zuk in sod., 2002).

Kljub spremembam te raziskave niso dale dokon¢nega odgovora o uspeSnosti
transdiferenciacije, ker niso bile karakterizirane z odraslimi zivénimi oznacéevalci, poleg tega
niso bile opravljene meritve elektrofizioloskih lastnosti celic (Kokai in sod., 2005). Izvedena
je bila raziskava, pri kateri so dokazali, da je postopek za trandiferenciacijo MMC v celice
zivénega sistema posledica citoplazmatskih sprememb, ki jih povzroc¢a depolarizacija F-
aktina in ne razsiritev mikrotobularnih elementov (Neuhuber in sod., 2004).

Pri naslednjemu konceptu transdiferenciacije MMC so uporabili kombinacijo razli¢nih
kemikalij: butil-hidroksianizol (BHA), kalijev klorid (KCI), valproi¢na kislina, forskolin,
hidrokortizol in inzulin. Uspes$no so pokazali izrazanja markerjev GFAP, MAP2 in -1

tubulina, poleg tega pa so potrdili prisotnost napetostnih kalcijevih kanalckov (Safford in
sod., 2002).

Sago in sod. (2008) so prvi raziskovali in vitro nevrotransdiferenciacijski potencial pasjih
MMC iz mas¢obnega tkiva. Uporabljali so gojisce, ki je vsebovalo 100 uM 2-butiril cikli¢ni
adenozin monofosfat in 125 uM IBMX. Porocali so o sposobnosti transdiferenciacije ADSC
v zivéne celice in 0 prvih poskusih regenerativne terapije za rekonstrukcijo zivéevja (Sago
in sod., 2008).

Alternativna moznost za uspesno transdiferenciacijo MMC v zivéne celice je dodatek rastnih
dejavnikov, kot so majhne citokinske molekule: trombocitni rastni dejavnik (PDGF), bazi¢ni
fibroblastni rastni dejavnik (bFGF) skupaj z BME. Transdiferencirane celice poleg
morfoloskih sprememb izraZajo tudi specificne celi¢ne oznacevalce S100, GFAP, p75 in B-
I tubulin (Kingham in sod., 2007; Di Summa in sod., 2010).

BME je kemijska snov, ki zelo toksi¢no deluje na celice in neposredno vpliva na njihovo
viabilnost. Nekateri znanstveniki opisujejo podobni ucinek, vendar z boljsim izidom, v
viabilnosti celic pri uporabi DMSO (Neuhuber in sod., 2004) namesto BME. V preglednici
3 je prikazan pregled postopkov, ki jih najdemo v literaturi, povezani s transdiferenciacijo
MMC v celice ZivEnega sistema.

Najbolj uspesno objavljeni postopki o nevrotransdiferenciaciji vsebujejo kombinacijo
bazi¢nega fibroblastnega dejavnika bFGF in bazi¢nega epidermalnega rastnega dejavnika
bEGF, pri ¢emer nastanejo vmesne nevrosferne tvorbe. Nato celice $e dodatno tretirajo z
nevrotvornim dejavnikom (N2), B27 dodatkom in/ali v kombinaciji z retinojsko kislino
(Anghileri in sod., 2008; Razavi in sod., 2013; Zemelko in sod., 2013).
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Preglednica 3: Pregled postopkov transdiferenciacije MMC v Zivéne celice in uporabljena diferenciacijska
gojisca od leta 2000 do 2016.

. . | Nasaditvena Sestavni elementi v Novi tip
lzvor Tip celic . . . Referenca Leto
gostota celic gojiséu celic
Mis / Kostni ., 5 | 2% DMSO; 200 mM .y . Woodbury in
Clovek | mozeg | S000 COlEEM™ | g n 1 dotommBME | ZVenecelice | o000 | 2000
2 % b27 suplement, .
5 nevrosferi/ .
Clovek | Mascoba | - X 10 50 ng/m sivéne celice | L omOM I o010
celic/cm? (NGF, BDNF,NT-3); / dlia sod., 2012
50 ng/ml EGF ; FGF g
» . 2 x 104 N2 nevrobasal, 10 ng/ml . . Bossio in
Mis Mascoba | olicieme BDNF, 10 ng/ml RA zivéne celice | 4 o1z | 2013
100 uM BHA; 10-6 M Johano
Clovek | Mascoba / RA, 10 ng/ml EGF 7ivéne celice | Cardozo in 2012
10 ng/ml bFGF, sod., 2012
. 0,5 x 10* 100uM dbcAMP; e ) Sago in sod.,
Pes Mascoba celic/em? 125uMIBMX zivéne celice 2007 2007
10 ng/mL BDNF; L
y 30 x 106 ’ . Anghileri in
Clovek | Masdoba | > 0,75 mM trans RA; EGF; | nevrosferi gnien i o008
celic/cm sod., 2008
FGF
gV&HOVC
EGF, FGF, 25 uM . .
y 10° R I h
Clovek | Mascoba | > %10 fluvastatin, B27; N2 celice Cheng in 2011
celic/cm o - zivénega sod., 2011
gojisCe; 5-azacitidin .
sistema
x . .. . . Zuk in sod.,
Clovek | Mascoba | 8000 celic/cm? | N2 gojis¢e; ImM BME zivéne celice ) gOZI 2002
200 uM BHA;5 mM
KCL;2 mM valproi¢na .. Sung-Su
Pes Mascoba fgﬁg/;mlzoooo kislina;10 uM forskolin;1 (Z:;V“C;‘j ia | Parkinsod, | 2012
uM hidrokortizol in 5 g 2012
pg/mL inzulin
§ . 1x 105 2 % DMSO; 200 mM
Clovek | MasCoba | 0 jic/em? BHA; 1 do 10 mM BME
20 ng/ml bFGF; 20 ng/ml | sivene celice Azmz(gizm 2012
Clovek | Maiéoba / hEGF; 1 % L-glutamin; 1 sod.,
% ne-esencialne amino
kisline; 1 % N2; 2 % B27
F12 suplement; 5 M N
. Svanove
forskolin, celice Tong in sod
Mi§ | Maitoba / 200 ng/ml heregulin; 10 | = 2 13 " | 2010
ng/ml bFGF; 5 ng/ml si:temf
PDGF-AA; 35 ng/ml RA
5 10° 250 nM deksametazon; Taha in 2010
Balbc | Mascoba celic/em? 66nM inzulin; 0,5mM Zivéne celice | Hedayati
Mis IBMX 2010

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 3

lzvor

Tip celic

Nasaditvena
gostota celic

Sestavni elementi v
gojiscu

Novi tip
celic

Referenca

Leto

Clovek

Mascoba

4 x10°
celic/cm?

1 mM BME za 24 ur.
Zamenjajo z medijem, Ki
vsebuje 35 ng/ml vse-
trans-RA. Po 72 urah
zamenjajo z medijem, ki
vsebuje: 5 ng/ml PDGF;
10 ng/ml b-FGF; 5,7
mg/ml forskolin in 200
ng/ml recombinantni
¢loveski protein heregulin-
bl HRG-bl

gvanove
celice
zivénega
sistema

Tomita in
sod., 2013

2013

Clovek

Mascoba

3x10°
celic/cm?

1 % glutamax; 1 % B27;
1% N2;

25 ng/mL bFGF; 25
ng/mL EGF. Po dveh dneh
so dodali novo gojisce z 1
uM RA; 0,25 mM IBMX;

Clovek

Mascoba

3x10°
celic/cm?

1 % glutamax; 1 % B27; 1
% N2; 250 ng/mL SHH;
50 ng/mL bFGF; 100
ng/mL FGF8. Po dveh
dneh so dodali medij z 1
puM RA in 0,25 mM
IBMX

zivéne celice

Zemelkob in
sod., 2013

2013

Pes

Mascéoba

8 do10 x 106
celic/cm2

1 mM BME za 24 ur. Nato
so zamenjali gojisce z 2 %
DMSO; 200 uM BHA

zivéne celice

Villagran in
sod., 2014

2014

Mascéoba

1x108
celic/cm?

200 uMBHA; 5 mM KCL;
2 mM valproi¢na kislina;
10 uMforskolin;

1 uMhidrokortizolin

5 pg/mL inzulin. Po 24
urah so zamenjali gojisce
z 5 mM forskulinom; 10
ng/ml bFGF; 5 ng/ml EGF

zivéne celice

Luo in sod.,
2015

2015

Clovek

Mascoba

7 dnevno tretiranje z 100
ng/ml bFGF nato $e 7 dni
tretiranja z 10 pM
forskulinom

Zivéne celice

Jang in sod.,
2015

2015

Pes

Mascoba

»Neurogenic
Differentiation Medium
(PromoCell GmbH,
Germany)«

7ivéno
podobne
celice

Roszek in
sod., 2016

2016
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2.6.1 Retinojska kislina, vpletena v procesu nevrotransdiferenciacije MMC v Ziv¢éne
celice

Retinojska kislina (RA; angl. retinoic acid) je metabolit vitamina A, ki ima veliko vlogo pri
regulaciji presnovnih poti, ki so vklju¢ene v delitve celice in diferenciaciji med
embrionalnega razvoja. RA je postala pomembni dejavnik pri izvajanju novih
transdiferenciacijskih pristopov, saj se je izboljsala sposobnost pretvorbe odraslih celic v
zivéne celice (Frey in Vogel 2011). Retinojska kislina ima sposobnost aktivacije post-
mitoti¢nega, nevralnega fenotipa in vitro v razli¢nih mati¢nih celicah, kar potrjuje teorijo o
njenem sodelovanju pri preklopu med namnozevanjem in diferenciacijo celic (Kim in sod.,
2002; Sanchez-Ramos in sod., 2000). Z odkritjem specifi¢énih genov so ugotovili njeno
sposobnost transdiferenciacije embrionalnih mati¢nih celic in embrionalnih rakastih celic v
zivéne celice (Spinella in sod., 2003). Vse-trans oblike retinojske kisline in ostali izoformi
(9-cis, 11-cis, 13-cis) so produkti metabolnih poti retinola.

Vsi nastali produkti se s skupnim imenom imenujejo retinoidi. Novo nastali retinoidi
delujejo kot medcelicne signalne molekule, ki omogocajo komunikacijo S sosednimi
celicami (Gudas in Wagner, 2011). Nekateri znanstveniki so pokazali, kateri geni in
metabolne poti so vkljuéene pri aktivaciji in pretvorbi odraslih celic v zivéne celice (Aruga
in Mikoshiba 2011; Marchal in sod., 2009). Retinojska kislina ima pomembno vlogo pri
celiéni diferenciaciji, saj se lahko veze kot ligand na RAR receptorje (a, B and vy), ki
sodelujejo s RXR receptorji in se skupaj vezejo na RARE operon na DNA molekuli. Po
vezavi pride do prepisovanja proteinov, ki so pomembni pri celi¢ni transdiferenciaciji (Slika
3).

Potek komunikacije med proteini in prepisovalnimi dejavniki poteka s pomocjo fosforilacije
RARYy2 in sodelovanjem z MAPK kompleksom (Barber in sod., 2014). Ob nastanku
RAR/RXR kompleksa pride do: 1. sodelovanja z drugimi zaviralnimi in aktivatorskimi
proteini, ki so klju¢ni pri prepisovanju ciljnih genov, vkljucenih pri transdiferenciaciji in
nastanku novih proteinov; 2. nadzoruje in spreminja interakcije s proteini, ki sprozajo
epigenetske spremembe; 3. dodatno spodbuja prepisovanje genov (npr. FOX03A, Hoxal,
Sox9, TRAIL, UBE2D3), ki kodirajo prepisovalne dejavnike in signalne proteine; 4.
povzroci spremembe v signalizaciji estrogenskih o receptorjev. V blizini RARE operona se
vezejo proteini N-CoR1, PRAME, Trim24, NRIP1, Ajuba, Zfp423 in MN1/TEL, ki imajo
klju¢no vlogo pri transdiferenciaciji mati¢nih celic z retinoidi (Gudas in Wagner, 2011). S
prouCevanjem kaskadne reakcije, ki se sprozi ob dodatku retinoidov v celice, lahko
povecamo razumevanje procesa transdiferenciacije mati¢nih celic, namenjenih za terapijo in
zdravljenja nevrodegenerativnih bolezni.
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Slika 3: Prikaz metabolnih poti, proteinov in genov, ki so vkljuceni pri transdiferenciaciji MMC v Zivéne celice.
(prirejeno po Al Tanoury in sod. (2014)).
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2.7 UPORABA MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIC IZ MASCOBNEGA TKIVA
V BIOMEDICINI

Mezenhimske mati¢ne celice veljajo za najbolj obetajoci tip celic za terapevtske namene
predvsem Vv regenerativni medicini. Tkivno inZenirstvo predstavlja hitro rasto¢e podrocje
regenerativne medicine, ki vkljucuje interdisciplinarne (bioloske in inZenirske) pristope za
razvoj organskih nadomestkov. V veterinarski medicini so aplikacije, povezane z mati¢nimi
celicami za uporabo v regenerativni medicini in tkivnim inzeniringom, pokazale hiter
napredek tako v eksperimentalnih poskusih kot v kliniki (Chanda in sod., 2010).

Poleg mati¢nih celic se vkljucuje tudi uporaba celi¢nih nosilcev iz bioloskih materialov, S
katerim se lahko pripravi 3D struktura dolo¢enega tkiva (Gimble in sod., 2007). Celi¢ni
nosilci ohranjajo viabilnost celic, preprecijo odvajanje celic iz mesta poskodbe, podpirajo
namnozevanje in omogocajo medceliéno komunikacijo z rastnimi dejavniki. Ponavadi so
sestavljeni iz razli¢nih bioloskih materialov, kot so alginat, hitozin, hialuronska Kkislina,
polietilen glikol, fibrin itd. Zaradi uporabnosti in obetajocih alternativnih terapij za
zdravljenje Stevilnih bolezni se je povecalo Stevilo podjetij, ki ponujajo terapije za
zdravljenje psov, mack in konjev po celem svetu (Preglednica 4). Povecano Stevilo aplikacij
v veterinarski medicini odpira veliko moznosti o prenosu pridobljenega znanja tudi za
zdravljenje ¢loveskih bolezni (Marx in sod., 2015).

Preglednica 4: Pregled vodilnih podjetji v veterinarski medicini, ki ponujajo zdravljenje bolezni z mati¢nimi
celicami iz mas¢obnega tkiva domacih Zivali (prirejeno po Max in sod., (2015)).

1ZVORNO IME PODJETJA DRZAVA SPLETNA POVEZAVA
Animacel Slovenija www.animacel.com
Animal Cell Therapies ZDA www.actcells.com
Austinburg Veterinary Clinic ZDA www.austinburgvetclinic.com
Australian Veterinary Stem Cells Avstralija www.australianstemcells.com.au
B10-Bio Tecnologia Animal Brazilija www. labbiocell.com
CellMed Medicina Regenerativa Ltda Brazilija www.cellvet.com.br
Celltrovet Medicina Veterina ria -
Regenerativa Brazilija www.celltrovet.com.br
Fat Stem Belgija www.fat-stem.be
. WWW.es-

Innova Celulas Madres Kostarika es.facebook.com/InnovaCelulasMadre
Medivet America ZDA www.medivet-america.com
RenovoCyte ZDA WWwWw.renovocyte.com
Stemcellvet Anglija www.stemcellvet.co.uk
Stemlogix, LLC ZDA www.facebook.com/stemlogix
Stemvet NZ Ltd. Nova . www.stemvet.co.nz

Zelandija

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 4

1ZVORNO IME PODJETJA DRZAVA SPLETNA POVEZAVA
Tierarztliche Klinik fiir Pfi -
terrztliche Klinik fiir Pferde Nemcija www.pferdeklinik-grosswallstadt.de/
Grosswallstadt
Vet—_Stfem Regenerative Veterinary ZDA WWW.vet-stem.com
Medicine
Vetbiobank Francija www.vetbiobank.com
Veterinaria Portal Mayor Cile www.veterinariaportalmayor.cl

Nevrodegenerativne bolezni, kot so Parkinsonova bolezen, Alzheimerjeva bolezen in
multipla skleroza, predstavljajo velik problem predvsem v razvitih drzavah, saj se Stevilo
starejSih ljudi vsak dan povecuje (Kitambi in Chandrasekar, 2011). Mezenhimske mati¢ne
celice lahko pripomorejo k iskanju resitev pri zamenjavi poskodovanih celic s pomocjo
regenerativne medicine ali pa preko postavitve farmacevtske platforme pri razvoju novih
zdravil pri zdravljenju nevrodegenerativnih bolezni (Ranga in sod., 2014).

Modeliranje bolezni pripomore k zmanjSanemu Stevilu laboratorijskih zivali v klini¢nih
Studijah. Pes se je izkazal kot najbolj primerni model v predklini¢nih raziskavah, saj je
morfolosko zelo podoben ¢loveku (Smith, 2008). V resnici obstaja le nekaj raziskav o
uporabnosti mezenhimskih mati¢nih celic za zdravljenje kostnih in hrustan¢nih tezav pri
psih (Guercio in sod., 2012; Hiyama in sod., 2008). Predklini¢nih raziskav o uporabi
transdiferenciranih pasjih MMC v celice Zivénega sistema V literaturi nismo zasledili. Zato
pa obstajajo raziskave, ki opisujejo moznost uporabe MMC pri obnavljanju zivénih celic pri
neonatalni ishemi¢ni poskodbi mozganov.

2.7.1 Uporaba mezenhimskih mati¢nih celic pri zdravljenju neonatalne ishemi¢ne
poskodbe moZganov

Prve raziskave, ki opisujejo uporabo MMC pri zdravljenju ishemi¢ne poskodbe mozganov,
potencirajo sposobnost MMC, da nadomes¢ajo poskodovane celice tako, da se presadijo na
mesto poSkodbe in transdiferencirajo v zivéne celice (Mezey in sod., 2000; Kopen in sod.,
1999). V zadnjem casu je pozornost preusmerjena k sposobnosti MMC, da spodbujajo
aktivacijo endogenih trofi¢énih mehanizmov (Caplan in sod., 2006; Zhang in sod., 2009; van
Velthoven in sod., 2011).

MMC izlo¢ajo veliko Stevilo prepisovalnih dejavnikov, citokinov in kemijskih molekul, ki
vplivajo na pomembne celicne procese, kot SO apoptoza, nevrogeneza, angiogeneza in
sinaptogeneza (Caplan in sod., 2006; van Velthoven in sod., 2010). Po transplantaciji ali
vbrizganju MMC na mesto poskodbe so ugotovili, da ima mozgansko mikro-okolje klju¢no
vlogo pri dolocanju odziva MMC in izlo€anja specificnih dejavnikov, ki nato spremenijo
mikro-okolje. Takoj po nasaditvi MMC v celi¢ni kulturi skupaj z ekstrakti ishemi¢no
posSkodovanih mozganov so se celice odzvale s spremembo v izrazanju dejavnikov, ki



Kokondoska Grgi¢ V. Transdiferenciacija mezenhimskih mati¢nih celic psa v Ziv¢ne celice. 22
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

regulirajo celi¢no namnozevanje, diferenciacijo in staranje mozganskih celic. Ugotovili so
izrazanje multifunkcijskih FGF-2, EGF, glija nevrotrofi¢nih dejavnikov, ki vplivajo na
tvorbo funkcionalnih nevronov na mestu poskodbe.

Zivéne predniske celice

Ishemi¢ni mozgani \.
$ ’.“b.' MMC ™ ¢
Vil ¢ eee e
- pm—
t By >
> | 0.0‘0'0‘ .
~ ,

o 00 .
A ¢ N
TR - .\ —
oy P uwt XN MY LK
© " v - | “
® o : > s~
® v Nevron '
® v v J Oligodendrocit
Mikroglija
Nevrogeneza
Regulacija vnetja Re(;:il:lgi:lilze::ija

ZIVCNA REGENERACIJA PO PRESADITVI MMC V POSKODOVANIH MOZGANIH

Slika 4: Mezenhimske mati¢ne celice po transplantaciji na mestu po$kodovanih ishemi¢nih mozganov
omogocajo zivéno regeneracijo. A) MMC izlo¢ajo rastne in diferenciacijske dejavnike, ki stimulirajo zivéne
mati¢ne celice (NSCs; angl. neural stem cells) kot zivéne predniSke celice, ki spodbujajo regeneracijo. Poleg
tega MMC stimulirajo tudi mikroglijo celic, ki regulirajo vnetni odgovor mozganov, saj pripomore k uspesne;jsi
zivéni regeneraciji (prirejeno po van Velthoven in sod., (2012)).
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MATERIALI IN METODE

KEMIKALUE, GOJISCA, RAZTOPINE, REAGENTI, PROTITELESA,
CELICNI MATERIAL IN LABORATORIJSKA OPREMA

Materiali

Brizga (10, 20 in 50 ml) (BD Plastipal, Spain)
Centrifugirke (15 ml in 50 ml) (Corning, ZDA)
Epruvete za preto¢ni citometer 5 ml (12 x 75 mm) (BD Falcon)
Mikrocentrifugirke (1,5 ml in 2 ml)

Gojitvene posodice, 24 luknjic

Gojitvene posodice, 25 cm?

Gojitvene posodice, 6 luknjic

Gojitvene posodice, 35 mm x 10 mm

Krioviale

Krovna stekelca

Okrogla krovna stekelca

Pipetni nastavki

Pinceta

Petrijevke

Rokavice

Seroloske pipete (5, 10, 25 in 50 ml)

Sterilna igla 0,8 x 40 mm (BD Mirolance, Nemcija)
Sterilni filter

Skalpel

Kemikalije

4 % Paraformaldehid
70 % Etanol

Alexa Fluor® Antibody Labeling Kit
B27

BHA

BSA

DAPI

DMEM

DMSO

EGF

FBS

FGF

Forskulin

Glicerol
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Inzulin

Kozji serum

Lak za nohte, brezbarvni

Laminin (Sigma, L2020-1 mg)
Mleko v prahu

N2 tekoci

O.C.T. medij (Sakura Tissue-Tek)
PBS

Penicilin/Streptomicin
Poli-D-Lizin, (angl.Poly-D-Lysine)
Retinojska kislina

Saharoza 30 %

Tripansko modrilo

Tripsin

Triton

Laboratorijska oprema

Brezprasna komora (Telstar PV - 30/70)

Burker — Turkova $tevna komora

Centrifuga (model Hettich, Nemc¢ija)

Centrifuga (model Megafuge 10R, ThermoScientific, ZDA)
CO2 inkubator (model SANYO)

Flourescen¢ni mikroskop, (Nikon eclipse 801)

Svetlobni mikroskop (KRUSS, Nemc¢ija)

Hladilnik (Liebherr)

Invertni mikroskop (Nikon eclipse TS 100)

Konfokalni mikroskop (angl. Confocal microscope)
Kriostat (angl. Cryostat)

pH meter (Mettler Toledo)

Pipete (Biohit)

Pipetor (Accu-jet pro)

Pretocni citometer (BD FACSCanto™ 3371175)
Racunalniski program (Fluorescenéni mikroskop)
Racunalniski program za pretocni citometer BD FACSDiva 6.1.2
Racunalniski program Zen 2012 (Zeiss, ZDA)

Tehtnica (Mettler Toledo)

Stresalnik (Vibromix)

Termo — blok (Eppendorf)

Zamrzovalnik (-20 °C) (Liebherr) in Zamrzovalnik (-80 °C) (Sanyo)
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3.1.4 Gojisc¢a in raztopine

coev v

pomembni za gojenje celic in vitro. Goji$¢a in raztopine, ki so bila namenjena za gojenje
celic, smo pripravljali v brezpra$ni komori in zatem Se filtrirali skozi 0,2 um filter. Za
gojenje mezenhimskih mati¢nih celic v kulturi smo uporabljali gojis¢e Animacel. Osamljene
MMC se po izolaciji pritrdijo na plastiko. Da bi jih presadili v naslednjo pasazo ali pa
pripravili za analizo, smo uporabljali encim tripsin, ki odlepi enoslojne celi¢ne kulture z dna
gojitvene posode. Za inaktivacijo tripsina smo uporabili gojisce:

e 10% FBS
e DMEM
e Glutamat

e 0,1 % penicilin/streptomicin

Uporabljali smo gojis¢e za zamrzovanje celic po ustrezni selekciji MMC celic, ki smo jih
osamili iz mas¢obnega tkiva. Gojis¢e za zamrzovanje celic je vsebovalo:

e 109% DMSO
e 20%FBS
e DMEM

Ob dodatku krioprotektanta DMSO smo vsebino pocasi mesali, da ne bi prislo do
precipitacije krioprotektanta. Pripravljeno gojis¢e smo prefiltrirali skozi 0,2 um filter in
shranili v hladilnik na 4 °C.

Med raziskovalnim delom smo najve¢ asa porabili za optimizacijo postopkov in ustreznih
komponent diferencijacijskih gojis¢ za uspesno transdiferenciacijo MMC v zivéne celice.
Testirali smo pred-diferencijacijska gojis¢a, ki omogocijo pripravo MMC za
transdiferenciacijo.

Preglednica 5: Pred-diferenciacijska gojis¢a za pripravo na transdiferenciacijo MMC celic.

STIM 1 STIM 2

EGF (20 pg/ml) in bFGF (20 pg/ml) B-MEtOH (100 uM)
B27 dodatek. (1 X) 20 % FBS

DMEM DMEM

Po 24 urah smo zamenjali pred-difirenciacijski medij z diferenciacijskim medijem in
spremljali spremembe, najprej pod mikroskopom, nato pa $e z molekularnimi metodami.
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Preglednica 6: Diferenciacijska gojis¢a za transdiferenciacijo MMC celic.

KEM NIM a NIM b NIM c

1% FBS 2 % B27 2 % B27 2 % B27

1 X B27 1% N2 1% N2 1% N2

2 mM valproiéna 1% FBS 1% FBS 1% FBS

kislina

10 uM forskolin 0,1 % penicillin- 0,1 % penicillin- 0,1 % penicillin-

streptomicin streptomicin streptomicin

1M HYD 10 nM retinojska kislina 100 nM retinojska 10 uM retinojska
kislina kislina

5mM KCL DMEM DMEM DMEM

200 uM BHA

5 pg/ml inzulin

DMEM

Pri optimizaciji smo uporabljali tudi dva difrenciacijska medija:

e 10 mM B-MEtOH 2 % DMSO
e DMEM 200 uM BHA
DMEM

Raztopina za prekrivanje nespecifi¢nih epitopov (pH 7,2) na povrsini celic za specifi¢ne
oznacevalce:

A. Za imunocitokemijoB. Za imunohistokemijo
e 2%FBS 10 % FBS
e 0,1% TRITON 1 % mleko v prahu
e 5% mleko v prahu 0,02 % Na-azide
e 0,02 % penicilin/streptamicin TBST (Tween20 + PBS)

Fiksacija celic

e 4 % Paraformaldehid
e D-PBS

Za spiranje fiksiranih celic smo uporabljali:

o 2%FBS
e D-PBS

Za pripravo tkivnih rezin smo uporabili 30 % saharozo in 0,3 M glicin v PBS.
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3.1.5 Protitelesa

Z namenom, da bi dokazali sposobnost transdiferenciacije mezenhimskih mati¢nih
(stromalnih) celic, smo izbrali specifiéne oznacevalce za nevrofilament H (NF-H), tubulin
beta I1l, MAP2 in GFAP. Vsi izbrani oznacevalci so specifi¢ni in prisotni v centralnem
zivénem sistemu. Kisla fibrilarna beljakovina (GFAP; angl. Glial Fibrillary Acid Protein)
je oznacevalec za oporne celice Zivénega sistema (Choi in Kim, 1984). Nevrofilament H
(NF-H; angl. Neuralfilament H) je beljakovina citoskeleta, ki je izrazena v motori¢nih
nevronih centralnega Zivénega sistema. Pretekle raziskave s humanimi mati¢nimi celicami
in laboratorijskimi glodavci so pokazale, da je nevrofilament H primeren oznacevalec
transdiferenciacje mati¢nih celic v zivéne celice (Yin in sod., 2014). Mikrotobularni protein
(MAP2; angl. microtubule-associated protein 2) se izraza v citoskeletu odraslih zivénih celic
in ima pomembno Vvlogo pri razvoju in ohranjanju strukture podaljskov Zzivénih celic,
predvsem dendritov (Chamak in sod., 1987). Tubilin  III protein se izraza v citoskeletu in
predstavlja glavno sestavno komponento mikrotubulov. Veze dva mola GTP, eno izmenljivo
na mestu beta verige in drugo ne izmenljivo mesto na alfa verigi. Tubilin B III igra klju¢no
vlogo pri pravilnem delovanju aksonov (Geahlen in Haley, 1977).

3.1.5.1 Uporabljena protitelesa za preto¢no citometrijo

v Monoklonsko kuncje protitelo razreda 1gG, proti kisli fibrilarni beljakovini; GFAP
(Sigma, ZDA) oznaceno z Alexa Fluor 488 (LifeTechnologies, ZDA);

v Poliklonsko kuncje protitelo razreda 1gG, proti nevralnem faktorju; NF-H (Merck
Millipore, Nemcija);

v Poliklonsko kungje protitelo razreda 1gG, proti mikrotubularnem proteinu 2; MAP2
(Chemicom International; Nem¢ija);

v Sekundarno oslovo protitelo razred IgG, proti kun¢jemu protitelesu razreda IgG
(Jeckson Immunoresearch, ZDA).

3.1.5.2 Uporabljena protitelesa za imunobarvanje

v Monoklonsko kuncje protitelo razreda 1gG, proti kisli fibrilarni beljakovini; GFAP
(Sigma, ZDA) oznaceno z Alexa Fluor 488 (LifeTechnologies, ZDA);

v Poliklonsko kunéje protitelo razreda IgG, proti nevralnem faktorju; NF-H (Merck
Millipore, Nemcija);
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v Poliklonsko kun¢je protitelo razreda IgG, proti mikrotubularnemu proteinu 2; MAP2
(Chemicom International; Nemcija);

v Sekundarno oslovo protitelo razred 1gG, proti kun¢emu protitelesu razreda 1gG (Jeckson
Immunoresearch, ZDA).

3.1.5.3 Uporabljena protitelesa za imunobarvanje med optimizacijo transdiferenciacijskega
protokola

v" Poliklonsko misje protitelo razreda 1gG, proti nevralnem faktorju; NF-pan (Merck
Millipore, Nemcija);

v Poliklonsko kokos§je protitelo razreda IgG, proti nestinu; NESTIN (Abcam, ZDA);

v Poliklonsko misje protitelo razreda IgG, proti tubulinu beta Il protein; BIIITub
(Abcam, ZDA);

v Monoklonsko kuncje protitelo razreda 1gG, proti kisli fibrilarni beljakovini; GFAP
(Sigma, ZDA) oznaceno z Alexa Fluor 488 (LifeTechnologies, ZDA);

v Poliklonsko kuncje protitelo razreda IgG, proti nevralnem faktorju; NF-H (Merck
Millipore, Nemcija);

v" Poliklonsko kunc¢je protitelo razreda 1gG, proti; proti prepisovalnem faktorju Pax
énevroprogenitor (Abcam, ZDA);

v Poliklonsko misje protitelo razreda 1gG, proti; proti nevron specifi¢ni enolazi NSE
(DAKO,ZDA);

v Sekundarno kozje protitelo razred IgG, proti kokosjemu protitelesu razreda IgG — Alexa
647 (Invitrogen, ZDA);

v Sekundarno kozje protitelo razred IgG, proti kun¢jemu protitelesu razred 1gG — Alexa
488 (Invitrogen, ZDA);

v Sekundarno kozje protitelo razred 1gG, proti mi§jemu protitelesu razred 1gG — Cy3
(Jeckson Immunoresearch, ZDA).

3.1.6 Celi¢ni material

Glavni vir pridobivanja celicnega materiala je potekal preko podjetja Animacel d.o.o.
Uporabili smo vzorce pasjih pacientov, katerih lastniki so podpisali pisno soglasje o uporabi
shranjenih mati¢nih celic v raziskavi. Uporabili smo celice iz 6 razli¢nih pasjih pacientov,
tri Zzenske psice in trije moski psi. Zivali so bile stare med 2 in 9 leti in so bile razli¢nih
pasem.
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3.2 METODE

V sklopu magistrskega dela smo sledili korakom opisanim na sliki 5.

GE)
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Kirurski odvzem Mascobno tkivo Transport tkiva v obdobju Mehanska in encimska razgradnja
mas&obnega tkiva. pripravljeno za 24 ur od odvzema do tkiva z namenom izolacije MMC.
transport. laboratorija.

Odtajanje MMC in Zamrzovanje Selekcija MMC na plasticni Encimska razgradnja cez no¢
nasaditev prve pasaze MMC. podlagi gojilne posodice. v termobloku pri 36°C.
7a transdiferenciacijski
poskus.

(o
ad

>
=
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Izbor najbolj$ega medija za
transdiferenciacijo MMC.

‘

Imunocitokemija Pretocna citometrija Morfologija

Slika 5: Shematski prikaz magistrskega dela od izolacije primarne kulture do transdiferenciacije. Prikazane so tudi
Casovne tocke, pri katerih smo karakterizirali novo nastale celice zivénega sistema.
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3.2.1 Pridobivanje vzorcev
3.2.1.1 Mascobno tkivo psa

Pridobivanje vzorcev mascob za raziskavo poteka v sterilnih pogojih veterinarske klinike,
kjer veterinar odvzame priblizno 1 cm®mas¢obe. Veterinar s pomogjo kirurskih tehnik Zivali
v splo$ni anesteziji odvzame majhen ko$¢ek mascobnega tkiva z obmocja hrbta, bolj
natan¢no med lopaticama psa. Pri tem nastane zelo majhna rana, ki jo je po konanem
postopku potrebno ustrezno zasiti. Za raziskovalno nalogo smo uporabili mascobno tkivo
Sestih razli¢nih psov, starih med 2 in 9 let, treh moskega spola in treh Zenskega spola.

Preglednica 7: Stevilo Zivali, iz katerih so bili osamljene MMC za poskus (M - mogki spol; Z — Zenski spol).
Podatki z oznako / niso znani.

Stevilo Zivali Oznaka/spol Starost Pasma

1 ATO0615 (M) 9 Labradorec

2 ATO0515 (M) 7 Nemski ovear

3 CRO115 (M) / /

4 CRO315 (Z) 6 Zlati prenasalec

5 SLO115 (Z) 2 Kratkodlaki retriever
6 AT0215 (Z) 6 Bernski plansar

3.2.1.2 Pasji mozgani

Pasje mozgane smo pridobili na Veterinarske fakulteti Univerze v Oslu. Pes je bil star 3 leta
ter usmréen zaradi bolezni notranjih organov. Po 12 urah smo prevzeli vzorec in ga takoj
fiksirali v 4 % paraformaldehidu. VVzorec smo ustrezno shranili na 4 °C do nadaljnje stopnje
priprave rezin za testiranje protiteles.

3.2.2 Osamitev primarne kulture mezenhimskih mati¢nih celic

S pomocjo strokovnjakov iz podjetja Animacel smo osamili MMC iz ma$cobnega tkiva.
Uporabljali smo klasi¢no tehniko osamitve celic, ki temelji na adherentnem potencialu
MMC na plastiko po 24 urah. Pridobljeno tkivo, opisano v poglavju 3.2.1.1, smo ustrezno
sprejeli v celi¢nem laboratoriju in isti dan nadaljevali z osamitvijo. Od tukaj naprej Smo
delali v sterilni komori — laminar. Postopek osamitve mezenhimskih mati¢nih celic iz
mascobnega tkiva psa je podrobno opisan in obrazloZen glede na strokovne objave v
naslednjem poglavju 3.2.3.

3.2.3 Postopek osamitve MMC iz mas¢obnega tkiva psa

Tkivo je potrebno trikrat sprati z fosfatnim pufrom DPBS (angl. Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline) z namenom odstranjevanja krvnih ostankov po odvzemu tkiva. Nato tkivo
narezemo na 1-2 mm velike koscke s sterilnim skalpelom. Tako razrezano tkivo dodatno
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razgradimo s posebno pripravljenim medijem, ki vsebuje encim kolagenaza 1. Ze od prvega
odkritja je encim kolagenaze I postal priljubljen encim za razgradnjo mascobnega tkiva
(Rodbell, 1964). Postopek omogoca postopno locevanje mascobnih celic iz plasti
mascobnega tkiva s Stevilnimi spiranji. Nato so sledile raziskave, kjer so v celoti opisali
postopek osamitve masc¢obnih celic (Zuk in sod., 2001). Razgradnja poteka ¢ez no¢ v vodni
kopeli pri 37 °C in po¢asnem meSanjem pri 60 rpm. Wu in sod. (2001) so prvi opisali medij
za razgradnjo mascobnega tkiva psa, ki je sestavljen iz DMEM, 2 mg/ml encim kolagenaza,
4 mg/ml goveji serum BSA in 20 mM HEPES pufra za vzdrzevanje vrednosti pH 7,4.

Za uspesno razgradnjo potrebujemo 0,5 g mascobnega tkiva na 1 ml medija za razgradnjo.
Naslednji dan razgrajeno meSanico filtriramo skozi najlonski filter z 100 um velikimi
porami, tako da odstranimo velike nerazgrajene kose tkiva in odrasle adipocite. Celi¢no
suspenzijo centrifugiramo pri 1400 rpm za 5 minut, nato pelet 2 krat resuspendiramo z
DMEM gojis¢em, ki vsebuje 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina in 10 % BSA.
Zelo pomemben korak je odstranjevanje eritrocitov iz celi¢ne suspenzije, ki lahko moc¢no
ovira pritrjevanje MMC na plastiko (adhezijski potencial MMC) ter tudi njihovo nadaljnjo
namnozevanje (Gregoire in sod., 1998).

Mezenhimske Pre-
mati¢ne celice adipociti

Maséobno tkive

Primarna
kultura MMC

Fibroblasti

— .
Encimatska SVF ,,Stromalna \'\1_,,/
razgradnja z vaskularna
kolagenazo I frakcija®

Slika 6: Postopek osamitve mezenhimskih matiénih celic iz mas¢obnega tkiva psa (prirejeno po Guidotti in
sod., (2013)).

Celi¢ni pelet po drugem spiranju tretiramo s pufrom za lizo eritrocitov za 10 minut. Sledi
ponovno centrifugiranje ter spiranje z zgornjim medijem. Tako sprane celice nasadimo v T-
75 cm? gojitveno posodico z rastnim gojis¢em, s katerim omogo¢amo odli¢ne rastne pogoje
za naSe tarécne MMC. Gojitvene posodice shranimo v inkubator za gojenje celic pri 37 °C, 5
% COa2. Po 48 urah se mezenhimske mati¢ne celice pritrdijo na gojitveno posodico. Z
menjavo gojisca se znebimo vecjih, ne-adherentnim celicam. Tako osamljena kultura celic
iz maScobnega tkiva ni popolnoma ¢ista, saj vsebuje veliko fibroblastov in nekaj limfocitov,
ki imajo podobno velikost kot MMC (Zuk in sod., 2001).
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3.2.4 Tripsinizacija

Mezenhimske mati¢ne celice imajo posebno lastnost, da se pritrdijo na dno gojitvene
posodice. Da bi vzdrzevali njihovo rast, kvantificirali, shranili ali analizirali, je potrebno
celice odlepiti iz dna gojitvene posodice. Tripsinizacija je najbolj uporabljen postopek
odlepljanja celice iz dna gojitvene posodice z encimom tripsin. Postopek so razvili
empiri¢no, ob zavedanju, da encim lahko povzroc¢a doloCene celicne poskodbe (Litwin,
1970).

Gori in sodelavci so razvili samodejno napravo, ki je pomagala pri pridobivanju
eksperimentalnih dokazov optimalnega ¢asa delovanja encima na ledvi¢nih celicah,
osamljenih iz opic. Dokazali so, da je optimalni povpre¢ni ¢as delovanja tripsina med 5 in 8
minut, ¢e je volumen tripsina desetina tretirane celi¢ne kulture pri tem, da ne bi poskodovali
celice. Poleg tega so ugotovili, da temperatura 36 °C in pH 7,8 dodatno zagotovita optimalne
pogoje za prezivetje celic (Gori, 1964).

Gojitvene posodice, v katerih rastejo MMC, smo previdno vzeli iz inkubatorja in pogledali
pod invertnim mikroskopom, tako da smo ocenili rast celic. MMC smo presadili v novo
gojitveno posodico, ko le te dosezejo priblizno 80 % konfluenco. Ko smo ocenili, da je
potrebno celice presaditi, smo najprej tripsin ogreli na 37 °C, saj je temperatura nujna za
njegovo delovanje. Nato smo odpipetirali gojisce, v katerem so celice rastle, in sprali s 3 ml
predhodno ogretega fosfatnega pufra (PBS) na sobni temperaturi. Spiranje je zelo
pomemben korak, saj serum, ki je sestavni del gojis¢a, inhibira delovanje tripsina. Encim
tripsin razgrajuje peptidne vezi med proteini, ki pritrjujejo celice na dno gojitvene posodice.
Uporabljali smo tripsin TrypLE™ Express in dodali ustrezen volumen, kot je opisano v
spodnji preglednici (Preglednica 8).

Preglednica 8: Uporabljeni volumni tripsina in medija glede na velikosti gojitvene posodice.

s . Vol
. . . X » | Stevilo celic ob Volumen orumen
Tip Gojitvene posodice | POVRSINA (mm-) . . medija
konfluentnosti Tripsina (ul) (m)
T-25 gojitvena posoda 2500 2,8x10°6 500 od3do5
T-75 gojitvena posoda 7500 8,4x106 1500 od 8do 15
6 luknjic plos¢a 962 1,2x10°6 300 3
12 luknjic plosca 401 04x108 200 2
24 luknjic ploica 200 0,2x10°8 100 1

Gojitveno posodico smo ¢imprej prenesli v inkubator na 37 °C in nato smo inkubirali 5
minut. Po inkubaciji smo gojitveno posodico moc¢no udarili po povrsini laminarja, da Smo
dodatno odlepili celice, ki so ostale pritrjene na dno plasti¢ne posodice. Odlepljanje celic od
dna smo spremljali pod invertnim mikroskopom. Ko so se celice odlepile od dna in postale
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okrogle, smo tripsinu dodali 2-kratni volumen ogretega gojis¢a s serumom, da smo preprecili
nadaljnje delovanje tripsina. Z avtomatsko pipeto smo dobro premesali nastalo meSano
suspenzijo in dobro sprali robove gojitvene posodice. Celice smo s pipeto prenesli v
mikrocentrifugirko (v odvisnosti od povrsine gojitvene posodice) in jih nato centrifugirali 5
minut pri 1400 rpm, na 4 °C ohlajeno centrifugo. Po kon¢anem centrifugiranju Smo celicam
odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 1 ml ustreznega, svezega gojis¢a ali PBS
raztopino, glede na nadaljevanje poskusa. Celice smo dobro premesali, da smo dobili celi¢no
suspenzijo posameznih celic, nato smo celice presteli.

3.2.5 Dolocanje Stevila celic s Stevno komoro

NajstarejSa naprava za Stetje celic, ki so jo zdravniki in hematologi primarno uporabljali za
Stetje krvnih celic, je hemocitometer. Danes obstajajo razli¢ni tipi hemocitometrov npr.
Neubauer, Thoma, Biirker Turkovaitd.

3.2.5.1 Hemocitometer

Najbolj uporabljana stevna komora je Biirker Turkova steklena plos¢ica z dvema osrednjima
kvadratoma, ki sta natan¢no 0,1 mm pod nivojem ravnine stranskih grebenov, prekritih s
krovnim steklom. Vsaka sredinska kvadrata imata vgravirano Neubauerjevo mrezico S
standardizirano velikostjo kvadratkov (Slika 7). VVgravirana mreza je sestavljena iz 9 velikih
kvadratov, od teh so Stirje razdeljeni na 16 manjsih kvadratov in 5 je razdeljenih na 25
manjS$ih kvadratov. Vse skupaj lahko lo¢imo na tri razlicne kvadrate z razlicnimi
dimenzijami. Pri dolo¢anju koncentracije je zelo pomembna prostornina kvadrata, v katerem
bomo $teli celice. Prostornino kvadra dobimo kot produkt merskih $tevil dolzine (a), Sirine
(b) in visine (c) prikazano v naslednji formuli:

V=axbxc .. (1)

Krog $t. 1 (Slika 7) ima prostornino V=1 mm x 1 mm x 0,1 mm = 0,1 mm?*= 0,0001 cm?=
0,1 uL; krog §t. 2 ima prostornino V= 0,25 mm x 0,25 mm x 0,1 mm = 0,0063 mm?3 =
0,0000063 cm?® = 0,0063 uL; krog st. 3 ima prostornino V= 0,2 mm x 0,2 mm x 0,1 mm =
0,004 mm? = 0,000004 cm?® = 0,004 uL. Vsak proizvajalec $tevnih komor poda svoja
navodila uporabe, vendar je splosno znano, da veéje celice (npr. krvne celice — eritrocite,
levkocite...) Stejemo v zunanjih 4 kvadratih, manjse (npr. limfocite) pa v notranji centralni
mrezi. Volumen vzorca, ki ga odpipetiramo v komoro, je 10 uL. Stevilo celic dolo¢imo z
izratunom po naslednji formuli:

., celic presteto Stevilo celic v 1
St. =T —— X redcCitev vzorca X -
ml Stevilo prestetih kvadratov prostornina kvadrata (cm3)

@)



Kokondoska Grgi¢ V. Transdiferenciacija mezenhimskih mati¢nih celic psa v Ziv¢ne celice. 34
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

Danes obstajajo tudi avtomatizirane metode za Stetje celic v suspenziji (npr. Vi-Cell
avtomatska naprava za Stetje celic, pretocni citometer, itd.), ki so pomembne predvsem,
kadar imamo opravka z velikim Stevilom vzorcev.

3.2.5.2 Princip neposrednega dolocanja Stevila celic z Biirker Turkovo $tevno komoro

Ko smo mezenhimske mati¢ne celice odlepili iz plastike, smo Zeleli ¢im hitreje dologiti
skupno Stevilo celic v kulturi s Stetjem celic v Stevni komori. Z dolo¢anjem $tevila celic v
kulturi zagotovimo kontrolirano in enakomerno rast celi¢nih kultur v razli¢nih fazah gojenja
celic ali zamrzovanja ustreznega Stevila celic v tekocem dusiku.

Stevno komoro smo ogistili s 70 % etanolom in dobro ogistili z brezprasno krpico. Nato smo
rahlo navlazili brusene dele Stevne komore, nanje pritisnili krovno stekelce, da smo pokrili
obe mrezi. Pri tem smo pazili, da ne pritiskamo na osrednji del, ker lahko zlomimo krovno
stekelce. Pri pravilno names¢enem krovnem stekelcu se pokazejo mavriéni Newtonovi
krogi, kar zagotavlja pravilno globino §tevne komore. Vzorec, kateremu smo hoteli dolociti
Stevilo celic v suspenziji, smo predhodno po potrebi red¢ili z gojiséem ali pa s tripanskim
modrilom v razmerju 1:1. Kadar smo uporabljali tripansko modrilo, smo vedno vzeli 100 pl
barvila ter 100 pl celi¢ne suspenzije. S pomoc¢jo avtomatske pipete Smo suspenzijo premesali
priblizno desetkrat s poloviénim volumnom. Tako pripravljeno suspenzijo smo inkubirali 5
minut na sobni temperaturi zato, da prodre tripansko modrilo v notranjost celi¢nih membran
mrtvih celic. Mrtve celice se obarvajo modro, zato jih lahko lo¢imo od Zivih celic, ki se ne
obarvajo. To nam omogoca dolo¢iti odstotek viabilnosti (zivost) celic med procesom
transdiferenciacije. Primerno pripravljeno suspenzijo za stetje smo prenesli v eno od komor
z avtomatsko pipeto. Konico pipete prislonimo na centralno povrsino tik ob krovnem
stekelcu tako, da kapilarni tok sam potegne vsebino v $tevni prostor.

0,05mm =

0,25 mm

\//

Slika 7: Najbolj uporabljena stevna komora, dizajnirana s strani Karla Biirkerja, v kombinaciji z gravirano
Neubaurjevo mrezo za $tetje celic. Prirejeno po Bastidas in sod. (2014).
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Potreben volumen za pravilno napolnjeno komoro je priblizno 10 pl. Pri polnjenju sSmo
pazili, da je stevna komora napolnjena do robov in da se vzorec ne preliva v sosednjo
komoro. Pozorni smo bili, da se komora ni posusila, ker Stetje potem ni zanesljivo. Nato je
sledilo delo s svetlobnim mikroskopom. Pod mikroskopom smo se najprej pod 10x povecavo
orientirali po mrezici, ki sSmo jo laZje nasli z bolj zaprto zaslonko. Steli smo pod 10x ali 20x
povecavo svetlobnega mikroskopa in upostevali pravila Stetja, kot je prikazano na Sliki 8.
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Slika 8: Primer pravilnega $tetja celic znotraj gravirane mreZe. Prirejeno po Bastidas in sod. (2014).

Presteli Smo celice v vseh zunanjih 4 kvadratih s povrsino 1 mm? ali pa sredinski kvadrat,
tako da smo izbrali 5 nakljuénih kvadratkov oznaceni z Stevilko 3 (Slika 7). Viabilne (Zive)
celice so okrogle z jasnim sijo¢im robom, mrtve celice izgledajo neprosojne, z nagubanim
in ne sijo¢im robom ter so nepravilnih oblik. Ce celice leZijo na robu mreze, smo presteli
samo tiste, ki z ve¢ kot polovico svoje povrSine segajo vV notranjosti mreze kvadrata (Slika
8-A). Dolocanje koncentracije celic je natan¢nejse, kadar prestejemo vecje Stevilo celic. Za
rutinsko presajanje celic je dovolj, da je stevilo celic v kvadratu med 100 - 300. Ce smo
ugotovili, da je celic premalo, smo jih ponovno centrifugirali in re-suspendirali v manjsem
volumnu gojid¢a. Ce pa je bilo celic preveé, smo jih ustrezno redé¢ili (redgitve 1:10, 1:100)
in faktor redc¢itve upostevali pri izraCunu koncentracije celic (Formula 2). Za dolo¢anje
viabilnosti (zivosti) je bilo potrebno presteti posebej mrtve in Zive celice. Nato smo sesteli
mrtve in zive celice ter dobili skupno Stevilo celic. Viabilnost celic smo preracunali po
naslednji formuli:

prestete zive celice

Viabilnost (%) = X 100 ... (3)

skupno Stevilo celic

. reStete mrtve celice
Mrtve celice (%) =2

x 100 .. (4

skupno Stevilo celic
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3.2.6 Shranjevanje osamelih MMC

Po osamitvi mezenhimskih mati¢nih celic iz mas¢obnega tkiva smo jih ustrezno shranili v
zamrzovalnik na -80 °C. Za dolgotrajno shranjevanje osamljenih celic je potrebno uporabiti
krioprotektant (npr. DMSO), ki prepreci nastanek ledenih kristalov, saj lahko ti Kkristali
poskodujejo celice. Volumen zamrzovalnega medija je pomemben glede na Stevilo celic, ki
smo jih Zeleli shraniti. Dolo¢eno Stevilo kriovial smo shranili v celi¢ni banki podjetja
Animacel, ostalo, kar ni bilo predvideno za terapije, pa smo uporabljali za raziskavo ob
predhodno podpisanemu soglasju lastnika.

Predhodno tripsinizirane celice, ki plavajo v suspenziji, smo centrifugirali 5 minut pri 4 °C
in 1400 rpm. Dolocili smo Stevilo celic po postopku, opisanemu v poglavju 3.2.5, ter
odpipetirali ustrezen volumen celi¢ne suspenzije, ki smo ga zeleli shraniti. Nato smo
ponovno centrifugirali 5 minut pri 4 °C in 1400 rpm, da smo zamenjali medij za gojenje
celic z zamrzovalnim medijem. Usedlino oz. pelet, ki vsebuje priblizno 10° celic, smo
resuspendirali z 1 ml zamrzovalnega medija. Zamrzovalno gojis¢e (poglavje 3.1.4) smo
vedno dodajali mrzlo, neposredno iz hladilnika, saj na ta naéin prepreéujemo toksi¢no
delovanje DMSO na celice. Z avtomatsko pipeto smo usedlino dobro premesali, hitro
prenesli v 1 ml krioviale, jih dali v ohlajeno posodo za zamrzovanje "Mr. Frosty”, ki se
ohlaja 1 °C/minuto ob prenosu v zamrzovalnik pri -80 °C, in pustili ¢ez no¢. Naslednji dan
smo zmrznjene krioviale premestili v $katlo, kjer smo shranili osamljene mezenhimske
mati¢ne celice, in pustili naprej v zamrzovalniku pri -80 °C. Za dolgotrajno shranjevanje
smo osamljene celice prenesli v tekoci dusik pri -196 °C in zagotovili pogoje za varno
shranjene celice, ki bodo ob potrebi za terapijo vedno na voljo tudi ¢ez nekaj let.

3.2.7 Postopek odtajevanja shranjene celice

Zmrznjeno kriovialo s celicami smo vzeli iz teko¢ega dusika in jo ¢imprej prestavili v
inkubator pri 37 °C za 5 minut. Vmes smo centrifugo ohladili na 4 °C. Odtaljeno vsebino
celic iz inkubatorja smo prenesli v sterilno komoro, ki smo jo pred tem o€istili z razkuzilom
(70 % etanol). Od tukaj naprej smo z celicami delali zelo previdno, saj je celi¢na rast MMC
zelo pomembna za nadaljnje delo. Volumen smo prenesli v sterilno 1,5 ml plasti¢no epruveto
in centrifugirali 5 minut pri 4 °C in 1400 rpm. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant
in usedlino celic resuspendirali v svezem rastnem gojis¢u Animacel. V odvisnosti od tega,
kako hitro smo zeleli imeti namnozene celice s konfluentnostjo 80 %, smo se sproti odloc¢ali
0 volumnu rastnega medija, s katerim smo resuspendirali celi¢ni pelet. Dodali smo 1 ml
svezega gojis¢a, zelo dobro premesali z avtomatsko pipeto ter 500 pl prenesli v 25 cm?
gojitvene posodice z dodatnim 2,5 ml gojis¢a Animacel. Iz 1 ml resuspendiranih celic smo
nasadili dve gojitveni posodici T25 cm? Najprej smo odpipetirali gojis¢e v gojitveno
posodico in Sele nato prenesli vsebino resuspendiranih celic priblizno na sredino gojitvene
posodice. Ob prenosu celic v gojitveno posodico smo celice nezno z kroznimi gibi
razporedili po povrsini dna plastike. Ko smo celice nasadili, smo gojitvene posodice zelo
previdno prenesli v inkubator pri 37 °C in atmosferi s 5 % CO zato, da smo imeli
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enakomerno nasajeno kulturo mezenhimskih mati¢nih celic po celi povrsini gojitvene
posode. V dveh dneh smo namnozili drugo pasazo konfluentnih mezenhimskih mati¢nih
celic, ki so bile tako pripravljene za presajanje 0z. za nadaljnji postopek transdiferenciacije.

3.2.8 Presajanje in dohranjevanje celi¢ne kulture

Rast celic smo spremljali vsak dan pod svetlobnim mikroskopom. Glede na morfologijo in
konfluentnost mezenhimskih mati¢nih celic smo se odloc¢ali, ali nadaljujemo s
transdiferenciacijo ali pa pustimo, da celice rastejo do naslednjega dne. Ko so celice v
gojitvenih posodicah dosegle 80 % konfluentno stanje (priblizno 2 dni), smo celice ustrezno
presadili v nove gojitvene posodice. Celicam smo odstranili izrabljeno gojisce, nato sprali S
3 ml D-PBS (za T-25cm?gojitveno posodico) ter nadaljevali s tripsinizacijo (poglavje 3.2.4).
Celi¢no suspenzijo smo dobro resuspendirali in s spiranjem plasti¢ne povrSine posodice
poskusali posrkati ¢im ve¢ celic. Nato smo centrifugirali 5 minut pri 4 °C in 1400 rpm.
Celi¢ni pelet smo resuspendirali z 1 ml svezega gojis¢éa, presteli S hemocitometrom
(poglavje 3.2.5) in razredcili glede na Zeleno koncentracijo celic, ki Smo jo Zeleli nasaditi.

V odvisnosti od vrste poskusa za karakterizacijo transdiferenciranih mezenhimskih mati¢nih
celic smo izbrali ustrezne gojitvene posodice, v katere smo presadili celice. Klju¢ni
parameter za uspesno transdiferenciacijo MMC v zivéne celice je dovolj veliko $tevilo celic
v gojitveni posodici. Za spremljanje morfologije in zivosti nediferenciranih in
transdiferenciranih celic smo potrebovali po dve gojitveni posodici T-25 ¢cm? in po 3
gojitvene posodice T-25 cm? za pretoéno citometrijo, za vsako to¢ko merjenja
transdiferenciacije ter za vsako zival posebej. Suspenzijo celic smo dobro premesali z
avtomatsko pipeto in prenesli po 500 ul celi¢ne suspenzije v vsako posodico, saj Smo se
odlo¢ili, da je optimalna nasaditvena gostota v T-25 cm? gojitvenih posodicah za
nevrotransdiferenciacijo 100000 celic/cm?.

Med optimizacijo smo uporabljali tudi posamezne okrogle gojitvene posodice z dimenzijo
35 mm x 10 mm, v katere smo nasadili priblizno 80000 celic/cm?. Za imunobarvanje -
imunocitokemijsko karakterizacijo celic smo nasadili gojitveno posodico s 24 luknjicami, v
kateri smo predhodno prevlekli krovna stekelca z lamininom. Nasaditvena gostota celic je
bila vedno okoli 20000 celic/cm?. Volumen svezega gojis¢a smo dodali glede na velikosti
gojitvene posodice, v katerih smo nasadili celice. V gojitvene posodice T-25 cm?smo dodali
5 ml svezega gojiséa, v T-75 cm? smo dodali 12 ml sveZega gojis¢a, v okroglo gojitveno
posodico 35 mm x 10 mm in posodico z 6 luknjicami po 3 ml gojis¢a, v posodico z 24
luknjicami pa smo dodali po 500 pL svezega gojisca.

Gojis¢e smo menjali dvakrat tedensko oziroma na tri do §tiri dni ne glede na to, ali smo
celice transdiferencirali ali namnozevali. Glede na Casovnico sestavljenega eksperimenta,
smo v doloCenih tockah uporabljali razlicne medije, zato smo si predhodno namesali
ustrezne rastne in diferenciacijske medije ter jih hranili v hladilniku na 4 °C.
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3.2.9 Transdiferenciacija MMC v ziv¢ne celice

Po 24 urah gojenja MMC v primarni kulturi, ko se je velik delez teh celic uspesno pritrdil
na povrSino gojitvene posodice, Smo zamenjali gojis¢e Animacel s pred-diferenciacijkim
medijem (poglavje 3.1.4). Isto¢asno smo imeli tudi kontrolno celi¢no kulturo, pri katerih
smo ponovno zamenjali rastni medij. Od tukaj naprej je bil nas cilj poiskati najbolj ustrezno
gojisce, ki bo pripomoglo k transdiferenciaciji MMC v zivéne celice in/ali oporne zivéne
celice. S tem namenom smo preizkusili razlicne kombinacije diferenciacijskih gojis¢
opisanih v predhodnih raziskavah (Anghileri in sod., 2008; Lim in sod., 2010; Wu in sod.,
2001). Izbrali smo protokole za transdiferenciacijo po objavljenem ¢lanku raziskovalne
skupine Park in sod., 2012 ter nekatere protokole tudi kombinirali med seboj.

V predhodnem delu raziskave, ko smo izbirali najbolj primerno gojis¢e, smo istocasno gojili
celice z diferenciacijskim gojis¢em NIMa, NIMb, NIMc in KEM v okroglih petrijevkah z
dimenzijami 35 mm x 10 mm in nasaditveno gostoto 80000 celic/cm? ter v posodice z 24
luknjicami nasadili celice z gostoto 20000 celic/cm?. Celi¢no gostoto nasajenih celic smo
zadrzali tudi po izboru najboljSega medija za transdiferenciacijo MMC v zivéne celice.
Diferenciacijski medij smo menjali na tri dni in vsakodnevno spremljali rast pod invertnim
mikroskopom.

Slika 9: Izbor ustreznega diferenciacijskega medija za eno zival, med izvajanjem poskusa na Univerzi v Oslu
(lastna fotografija).

V ¢asu predhodnega poskusa smo izbrali pet tock spremljanja uspe$nosti transdiferenciacije:
nediferencirane, pre-diferenciacija, 3, 6 in 9 dni po transdiferenciaciji v ustreznem mediju.
Za izbrani diferenciacijski medij smo upostevali meritve treh tehni¢nih ponovitev za
nediferenciacijsko to¢ko in 3 dni transdiferenciacije ter eno tehni¢no ponovitev za 9 dni
transdiferenciacije, zaradi pomankanja celic. Poskus smo zasnovali tako, da smo za vsako
metodo ter vsako zival posebej gojili celice v ustreznih posodicah.
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3.2.10 Dolocanje zivosti in morfologije transdiferenciranin MMC celic

Uporabljali smo neposredno metodo dolo¢anja zivosti v celicni kulturi s pomocjo
tripanskega barvila in Stetja celic s pomoc¢jo hemocitometra. Postopek dolocanja Zivosti je
opisan v poglavju 3.2.5.1. Pridobljene rezultate smo sprotno beleZili in vpisovali v Excelovo
tabelo, kjer smo potem podatke tudi statistiéno obdelali. Izrisali smo tudi rastne krivulje
transdiferenciranih celic v treh tockah s pomocjo programa Excel 2010.

Preden smo celice odlepili s povrsine gojitvenih posodic, da bi jih presteli in dolo¢ili njihovo
zivost, smo najprej pod konfokalnim mikroskopom opazovali morfologijo celic in sproti
slikali vsako transdiferenciacijsko to¢ko kot tudi vse kontrole. Spremljanje rasti in morebitna
odstopanja v morfologiji celic so bili prvi parametri, s katerimi smo se odlocali o uspe$nosti
trandiferenciacije.

3.2.11 Imunobarvanje

Metoda imunobarvanje je najbolj razsirjena kvalitativna metoda, ki omogoc¢a natan¢no
dolocanje lokacije ciljnega proteina. Gre za imunolosko tehniko, ki temelji na principu
specifi¢ne vezave protitelesa na antigen oz. tarCnega proteina, ki ga zelimo lokalizirati. Za
bolj natan¢no dolo¢anje lokacije ciljnega proteina pa uporabljamo protitelesa, ki so oznacena
s fluorokromi (npr. fluorescein izotiocianat) ali encimi, kjer se ob specifi¢ni vezavi sprozi
kemijska reakcija in vidimo obarvan produkt pod flurescenénim mikroskopom.
Fluorokromi se aktivirajo pri dolo¢eni valovni dolzini svetlobe in oddajajo svetlobo pri drugi
valovni dolzini v vidnem delu spektra. V literaturi najdemo dva izraza, ki ponazarjata
metodo imunobarvanja: 1. imunohistokemijo (ICH; angl. Immunohistochemistry) in 2.
imunocitokemijo (ICC; angl. Immunocythochemistry). ICH uporablja protitelesa z namenom
proucevanja oznacevalcev tkiv v tkivnih rezinah, medtem ko ICC uporablja protitelesa v
raziskavah celic ali tkiv gojenih v kulturah.

Uporabljali smo posredno metodo imunobarvanja, ki vklju¢uje primarna protitelesa proti
pasjemu antigenu in sekundarna protitelesa proti primarnim protitelesom, na katerih je vezan
flurokromom.

3.2.11.1 Imunohistokemija mozganskih rezin

Testiranje kosckov tkiva pasjih mozganov z metodo imunohistokemije predstavlja pozitivno
kontrolo za na$ poskus. Poleg tega smo dobili podatek o delovanju in specificnosti
posameznih protiteles, s katerim smo karakterizirali transdiferencirane MMC v ziv¢ne
celice. Za izvedbo metode smo potrebovali §tiri dni. Prvi dan smo pripravili mozganske
rezine v mediju O.C.T., nato je sledila dvodnevna izvedba metode ICH in zadnji dan slikanje
pripravljenih preparatov s konfokalnim mikroskopom.
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3.2.11.1.1 Priprava mozganskih rezin

V dveh urah po prevzemu pasjih mozganov iz veterinarske klinike (Univerza v Oslu) smo
zaceli s pripravo zamrzovanja svezih mozganov v obliki blokov, ki smo jih kasneje rezali na
kriostat napravi. Najprej smo mozgane razrezali na majhne kos¢ke 20 mm x 20 mm in nato
inkubirali 4 ure v fiksacijski raztopini na 4 °C, ki vsebuje 4 % paraformaldehid. Po inkubaciji
smo koscke tkiva dvakrat spirali s PBS in nato prenesli v 30 % saharozo, 4° C in inkubirali
¢ez noC. To je zelo pomemben korak zato, ker preprecuje nasi¢enje proteinov in omogoca
daljse ¢asovno shranjevanje proteinov. Naslednji dan smo koscke tkiva prestavili v PBS in
dvakrat spirali v majhni plasti¢ni kadicki. Prinesli smo teko¢i dusik, medij O.C.T in plasti¢ne
model¢ke za oblikovanje blokov, v katerih smo shranili kos¢ke tkiva.

A. Plasticen modeléek smo najprej oblozili z plasticno folijo ter nato prelili medij
O.C.T. do polovice.

B. Kosc¢ek fiksiranega tkiva smo postavili s pomoc¢jo pincete ¢imbolj na sredino
plasti¢nega modelcka.

C. Do vrha posodice smo prelili z medijem O.C.T. Pazili smo na mehurcke, ki lahko
povzro¢ajo neravno povrsino pri rezanju na kriostatu, posledi¢no tudi nespecificno
vezavo protiteles na ciljni protein.

Slika 10: Priprava blokov, v katerih smo shranili kos¢ek mozganskega tkiva psa. Povzeto po MHPL Cryostat
sectioning Techniques (S. R. Shi in sod., 2008). Oznake ¢rk od A do D so obrazloZene v zgornjem tekstu
nad/pod sliko.

D. Tako pripravljeno posodico smo previdno prenesli do posode s teko¢im dusikom ter
plasticni modelcek spustili vodoravno v tekoc¢i dusik za 3 sekunde. Dobili smo
zaledenel blok, v katerih se nahaja kos¢ek tkiva pasjih mozganov.

E. Tako pripravljen blok smo ustrezno odstranili iz plasticnega modelcka, zavili v folijo
in shranili na -20 °C.

Naslednji dan smo nadaljevali s pripravo mozganskih rezin na kriostatu. Temperatura v
prostoru je bila 10 °C, sam kriostat je bil ohlajen na temperaturo -20 °C. Na tak nacin
prepre¢imo taljenje medija O.C.T in omogocimo pravilno rezanje tankih rezih (14 pm).
Zmrznjen blok, v katerim smo prej$nji dan zamrznili koscke fiksiranih mozganov, postavimo
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na okrogel nosilec, dodamo medij O.C.T, da se blok lahko utrdi na povrs$ini nosilca. Pocakali
smo 10 minut, da se je medij O.C.T dobro strdil in ga postavili na ustrezno pozicijo v
kriostatu (Slika 8). Ko smo pripravili ustrezen naklon drzalca bloka in velikost rezanja, z
ohlajenim Copi¢em obriSemo rezilo in "anti-roll" plos¢o. Rezanje je potekalo na tak nacin,
da se je ustvarjena rezina zalepila na "anti-roll" plos¢o, ki smo jo potem prenesli na objektna
stekelca. V tem primeru se medij O.T.C raztopi, ker objektno steklo ni ohlajeno in
mozganska rezina ostane zalepljena na povrSini. Na enem objektnem stekelcu smo pripravili
3 skupine (bela mozganska masa, siva mozganska masa in mali mozgani), po 6 rezin z
namenom, da bi lahko zaznali zivéne celice in njihove oporne celice. Tako pripravljene
rezine smo shranili na 4 °C ¢ez no¢. Naslednji dan smo nadaljevali z imunobarvanjem.

komandna

plosca nosilc zablok  "anti-roll” plog¢a  rezilo ~ Pripomocki za
rezanje, copici

Slika 11: Sestavni deli kriostata iz Univerze v Oslu, s katerim smo pripravili rezine in jih nato testirali z
metodo imunohistokemije (lastna fotografija).

3.2.11.1.2 Prvi dan imunohistokemije

Pripravljena krovna stekelca smo temperirali na sobni temperaturi ter s papirnato brisacko
popivnali kapljice kondenzata, ki so nastale na povrsini. S pomocjo hidrofobnega pisala smo
obkrozili pripravljene rezine z namenom, da porabimo ¢im manj protiteles. Uporabili smo
ustrezne redcCitve za vsako uporabljeno protitelo, ki smo jih pripravili v raztopini za
blokiranje nespecifi¢nih epitopov (angl. blocking solution). Na dan poskusa uporabimo
ohlajen PBS, TBST ter 0,3 M glicin.
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a.

V posebno plasti¢éno kadicko, namenjeno za postavitev objektnega stekelca smo
prelili 0,3 M glicina in previdno delali z objektnimi stekli, na katera smo pritrdili
mozganske rezine. Inkubiramo 30 minut na sobni temperaturi.

Blokirali smo nespecifi¢ne epitope, 30 minut na sobni temperaturi (2 % FBS, 0,1 %
Triton, 1 % mleko v prahu, 0,02 % Na-azide in TBST (Tween20 + PBS)).

Objektna stekla smo popivnali s papirnato brisac¢ko in postavili horizontalno v temno
skatlo. Za vsako protitelo smo imeli dve objektni stekelci. Previdno smo prekrili
rezine s pripravljenimi primarnimi protitelesi in jih inkubirali ¢ez no¢ na 4 °C v temi.

Preglednica 9: Uporabljena protitelesa in ustrezne red¢itve za imunohistokemijo

o . . negativna
gostitelj | protitelo redditev sekundarno protitelo redditev gativ
kontrola
NF-pan 1:5000 Kozje protitelo proti migjemu 1gG
Mis Bl _ B C(;ZJ; PIOHICIo proftt mis) g 1:500 raztopina za
tubulin 1:400 Y blokiranje
. . . . ifiénih
5 . Kozje protitelo proti kokosjemu ne_spem
Kok Nestin 1:200 1:500
0kos ! 1gG — Alexa 647 epitopov. +
sekundarno
Kunec GFAP 1:500 Kozje protitelo proti kungjemu IgG 1:500 protitelo
MAP2 1:400 — Alexa 488

3.2.11.1.3 Drugi dan imunohistokemije

Po inkubaciji ¢ez no¢ z primarnimi protiteles smo nadaljevali:

a.

Spirali 5 x 5 minut PBS

Spirali 1 x 5 minut TBST

Objektna stekelca smo postavili horizontalno in ¢ez rezine nanesli ustrezni volumen
sekundarnih protiteles. Inkubirali 2 uri na sobni temperaturi v temi.

Spirali 5 x 5 minut PBS

Inkubirali smo 1 do 2 minuti na sobni temperaturi z barvilom Hoechst (1:1000).
Delali smo v posebnem prostoru in smo bili ustrezno zasCiteni z masko in
rokavicami, ker je barvilo rakotvorno.

Spirali 2 x 5 minut v PBS. Uporabljeno raztopino smo zlili v poseben zabojnik samo
za Hoechst barvilo.

Pripravili smo krovna stekelca (velikost 24 mm x 16 mm), tako da smo jih sprali z
70 % etanolom in pustili, da se posusijo na papirnatih brisackah.

Nad rezine smo kapljali predhodno pripravljeno mesanico glicerola: PBS v razmerju
1:1, prekrili s krovnim stekelcem in nato vse skupaj ob robovih zatesnili z
brezbarvnim lakom za nohte.

Tako pripravljen mikroskopski preparat smo shranili na -20 °C do slikanja na
konfokalnem mikroskopu.
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3.2.11.2 Karakterizacija transdiferenciranih MMC z metodo imunocitokemije

Imunocitokemija je najbolj pogosto uporabljena metoda v celi¢ni biologiji, ki s pomocjo
protiteles zaznava izrazanje proteinov na povrsini ali znotraj celice. V gojitveni plos¢i z 24
luknjicami smo najprej okrogla krovna stekelca prevlekli z lamininom, nato nasadili MMC
celice z gostoto 20000 celic/cm? in gojili 24 ur do 80 % konfluence v rastnem gojiscu
Animacel. V predhodnem delu poskusa smo testirali 5 gojiS¢ za eno Zival ter za vsako gojisce
imeli tri casovne toc¢ke spremljanja transdiferenciacije: pred-diferenciacijska tocka, 3 dni, 6
dni in 9 dni. Testirali smo tudi ve¢ protiteles z namenom, da bi izbrali najbolj specifi¢na
protitelesa za karakterizacijo transdiferenciranih celic (NF-pan, NF-H, GFAP, nestin, NSE,
BIlI-tubulin, MAP2, Pax6). Za poskus pa smo imeli 6 zivali, eno izbrano diferenciacijsko
gojisce ter tri izbrana protitelesa (GFAB, MAP2 in NF-H). Za vsako transdiferenciacijsko
to¢ko smo imeli posebno nasajene celice v lo¢enih posodicah z 24 luknjicami.

Preglednica 10: Uporabljena protitelesa za dolo¢anje uspe$nosti transdiferenciacije

o . . negativna
gostitelj | protitelo | red¢itev | sekundarno protitelo redéitev g
kontrola
NF-pan 1:5000
» Kozje protitelo proti misjemu 19G | .
B
. 1:400
tubulin
5 . _ Kozje protitelo proti kokogjemu _ raztopina za
Koko$ Nestin 1:200 IgG — Alexa 647 1:500 prekrivanje
MAP2 1:200 nespecifi¢nih
' epitopov +
Oslovo protitelo proti kun¢emu sekundarno
NF-H 1:400 IgG — Cy2 protitelo
Pax 6 1:100
B Kozje protitelo proti kun¢emu 1gG
Kunec tubulin 1:400 — Alexa 489 1:500
GFAP 1:500
mAb
GFAP -
1:400 /
Alexa Neoznacene
Fluor 488 celice
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3.2.11.2.1 Laminin prevleka za krovna stekelca

Za proucevanje tarénih proteinov v celicah, ki se izrazajo po transdiferenciaciji, Smo Se
odlo¢ili za kvalitativno metodo imunobarvanja. Mezenhimske mati¢ne celice se pritrjujejo
na povrsini plastike, vendar ne tako mo¢no, da bi jih lahko dodatno spirali in kemijsko
obdelovali, kot to zahteva metoda imunobarvanja. Odlocili smo se, da je najboljSa reSitev
nasaditev MMC na okrogla krovna stekelca, ki so predhodno prevlecena z Lamininom.

Laminin je sestavni del ekstracelularnega matriksa, ki se najpogosteje uporablja za
pritrjevanje zivénih celic v kulturi, koznih celic, levkocitov, CHO celic na plasti¢ni povrsini
za metodo imunobarvanja. Pripravili smo zalozno raztopino laminina v PBS raztopini s
koncentracijo 1 mg/ml, sterilno filtrirali in zamrznili alikvote na -20 °C. Okrogla krovna
stekelca smo najprej sterilizirali in jih nato s pomoc¢jo pincete prenasali v plos¢o s 24
luknjicami (Slika 12).

Rastopina za
pritrjevanje celic
na krovno
stekelce

‘ krovno stekelce

Slika 12: Priprava povrsine krovnih stekelc v posodico z 24 luknjicami

Ves ¢as smo delali v laminarju, saj je zagotavljanje sterilnih pogojev v gojitvenih posodicah,
kjer bodo rastle celice, bistveno za nadaljnje delo. Alikvot laminina smo raztopili in Se
dodatno red¢ili do kon¢ne koncentracije 10 pg/ml s PBS raztopino. S pomocjo seroloskih
pipet smo prekrili sterilna krovna stekelca in inkubirali 4 ure na sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo odpipetirali laminin in spirali dvakrat s PBS. Tako prevlecena krovna
stekelca so pripravljena za nasaditev celic. Pazili smo, da se prevleka ne posusi, kajti na ta
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nacin lahko pride do razpok, ki motijo rast celic. Ce nismo $e isti dan nasadili celic, smo
prevlecena stekelca z lamininom prekrili s PBS in jih shranili v hladilniku na 4 °C.

3.2.11.2.2 Prvi dan imunocitokemije

a.

Odstranili smo ves medij ter celice sprali z 1 ml PBS

Fiksacija celic v 4 % paraformaldehid, 10 minut na sobni temperaturi

Spiranje celic 1 x 5 minut z 2 ml PBS. Med spiranjem smo inkubirali na stresalniku
pri najmanj$ih obratih

Sledila je permeabilizacija celicne membrane; 1 x 5 minut v 2 ml TBST

Blokiranje nespecifi¢nih epitopov s pripravljeno raztopino (10 % FBS, 1 % mleko v
prahu, 0,02 % Na-azid, TBST in pH 7,2) na sobni temperaturi za 1 uro.

Spiranje 1 x 5 minutz 2 % FBS v PBS

Na parafilmski papir smo narisali shemo razvrstitve posameznih protiteles in jih
prestavili v trdno $katlo s pokrovom. Pipetirali smo 100 puL na parafilmsko shemo ze
pripravljena protitelesa. Nato smo s pinceto previdno polozili krovna stekelca s
celicami obrnjena na kapljico ustreznega protitelesa. Inkubirali smo ¢ez no¢ na 4 °C
Vv temi.

3.2.11.2.3 Drugi dan imunocitokemije

a.

Spiranje 3 x 2 minut z 4 ml PBS

b. Spiranje 1 x 5 minutz 2 % FBS v PBS

—SQ o

Inkubacija s sekundarnimi protitelesi, ki poteka 2 uri na sobni temperaturi v temi.
Postopek izvedbe je identi¢en kot pri pripravi primarnih protiteles opisan pod tocko
g. Za negativno kontrolo namesto protiteles uporabimo raztopino za blokiranje
nespecifi¢nih epitopov.

Po inkubaciji ponovno s pinceto prenasamo v posodico s 24 luknjicami, vendar smo
previdni, da pinceto sprotno ¢istimo z 70 % etanolom in destilirano vodo zaradi
prenosa drugih protiteles na povrsino celic.

Na hitro spiranje 2 x s 4 ml PBS

Spiranje 1 x 5 minut s 3 ml PBS

1 x 5 min inkubacija z barvilom DAPI

Spiranje 2 x 5 minut s 3 ml PBS

Na objektno stekelce smo s pipeto prenesli nekaj kapljic 50 % glicerola. Nato okrogla
stekelca prenesemo tako, da so celice obrnjene navzdol. Pocakali smo nekaj minut
ter nato odvecne kapljice pobrisali s papirnato brisacko. Za preprec€itev izhlapevanja
tekoc¢ine smo prostor med objektnim in krovnim steklom zatesnili s prozornim lakom
za nohte. V primeru, da nismo nadaljevali s snemanjem pripravljenih preparatov,
smo jih zamrznili na -20 °C.

Preparate smo opazovali s konfokalno mikroskopijo in posnete slike ustrezno
shranili.
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3.2.12 Preto¢na citometrija

Preto¢na citometrija (angl. Flow Cytometry) je metoda, ki omogoca Stetje in analizo
posameznih celic. Poleg tega zajema razlina podro¢ja uporabnosti, od molekularne
biologije do kmetijstva.

Prvi koncept pretocne citometrije je opisal in raziskoval Wallace Coulter v 40. letih
dvajsetega stoletja. Njegova naprava za Stetje celic je bila zasnovana na Ohmovem zakonu
fizike (60U = I x dR), da je upornost celic druga¢na od upornosti prevodne tekocine, ki jih
obdaja. Konstruirana je bila tenka kapilarna cev, skozi katero je naenkrat potovala le ena
celica. Merilnik napetosti je pri konstantem toku zaznal spremembo vsaki¢, ko je mimo
potovala celica. 1z velikosti spremembe napetosti je lahko sklepal tudi na velikost celice
(Bakke, 2001). Moderni preto¢ni citometer so ga razvili v 60. letih dvajsetega stoletja, ko je
leta 1965 Mack Fulwyler prvi konstruiral citometer, ki ima sposobnost fizi¢no locevati celice
po opravljenih meritvah (Fulwyler, 1965). Nato je Wolfgang Gohde leta 1968 patentiral prvi
preto¢ni citometer, ki temelji na merjenju fluorescence.

Preto¢na citometrija je metoda s hitrim in obc¢utljivim na¢inom merjenja fizikalnih in
biokemijskih lastnosti posameznih celic, ki v suspenziji potujejo eno za drugo skozi ozek
snop laserske svetlobe (Ormerod, 1993).

Celice so oznacene s fluorokromi, ki ob osvetlitvi z lasersko svetlobo oddajajo specifi¢no
svetlobo ve¢jih valovnih dolzin. To oddano svetlobo zaznata dva fotodetektorja, ki merita
sipanje laserske svetlobe na posamezni celici, v smeri neposredno na laserski zarek (angl.
FSC — Forward Scatter Channel) in vstran od laserskega zarka (angl. SSC — Side Scatter
Channel). Tako lahko pridobimo informacije o velikosti celic glede na svetlobo, ki jo sipa v
smeri od laserskega zarka pod kotom od 0° do 20° na FSC fotodetektor. Informacije o
zrnatosti celic dobimo s SSC fotodetektorjem, ki zaznava razprSeno svetlobo pravokotno od
smeri laserskega Zarka. Nekateri citometri lahko po merjenju tudi fizi¢no locijo Zelene celice
iz heterogene raztopine celic (Givan, 2011).

S8C Fotodetektor

Izvor svetlobe FSC Fotodetektor

Slika 13: Nacin lomljenja izvorne svetlobe glede na koli¢ino sprejete oz. sipane svetlobe na SSC ali FSC
fotodetektorju
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Nedvomno je metoda v osnovi enaka metodi flurescenéne mikroskopije, razlikuje se le v
hitrosti obdelanih podatkov, avtomatiziranosti in objektivnosti (lhan, 1999). Pomembni
sestavni deli preto¢nega citometra so:

a. vir svetlobe (laser), ki je lahko argonski, kriptonski ali kombiniran (helij-kadmijski
ali helij-neonski);

b. preto¢ni sistem, ki ga sestavlja preto¢na komora, skozi katero teCejo celice v
1zotoni¢ni tekodCini;

C. opti¢ni elementi (leca, filtri, detektorji, flurescen¢ni kanali);

d. elektronski elementi, ki spreminjajo svetlobne impulze v elektri¢ne in nato elektri¢ne
v digitalne;

e. racunalniski sistem, ki zbira pridobljene podatke, analizira in usklajuje.

Flurescenéni

Pretocni sistem kanali
/

Povezava za
- / racunalnik
Filtri .

Leéa

crpooPEERRRER

Pasovni filter

F SC Detektor

Slika 14: Sestavni deli preto¢nega citometra (prirejeno po flow cytometry tutorials, Invitrogen, 23.8.2016,
http://www. invitrogen.com/site/us/en/home/support/Tutorials.html).

Poleg morfoloSkih karakteristik lahko s preto¢nim citometrom analiziramo funkcionalne
lastnosti celic. Pretocni citometer ima ve¢ fluorescenénih detektorjev (PMT), ki merijo
svetlobo vecjih valovnih dolzin od vzbujevalne (laserske) svetlobe. Vsak detektor prejema
emitirano fluorescencno svetlobo doloc¢ene valovne dolZine in na ta nacin meri signal, ki ga
oddaja doloceno fluorescen¢no barvilo. Fotodetektorji pretvorijo svetlobne signale v
elektricne. Izmerjene vrednosti elektricnih signalov po racunalniski obdelavi prikaZzemo
matematicno in grafi¢no. O vsaki celici na ta nacin poleg podatkov o njeni relativni velikosti
in zrnatosti (FSC in SSC) dobimo $e informacijo o vrsti in jakosti oddanih fluorescenénih
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signalov. Razvrsc¢anje celic glede na velikost in zrnatost omogoci razlocitev MMC od
celicnega drobirja, ¢e pa zelimo dolociti njihovo stopnjo diferenciacije, jih je potrebno
razvrstiti glede na prisotnost posameznih oznacevalskih molekul, katerih navzo¢nost
ugotavljamo s specifi€nimi protitelesi. Prisotnost specifi¢nih antigenov na povrsini celic ali
v njihovi notranjosti lahko dolo¢imo z imunofluorescenc¢no tehniko, pri kateri uporabljamo
za Zeleni antigen specifi¢na protitelesa, ki so konjugirana s fluorokromi. (Ihan in Kopitar,
2010).

3.2.13 Potek analize s preto¢no citometrijo

Preto¢na citometrija je kvantitativna metoda, ki preko opazovanja opti¢nih lastnosti
omogoca analizo in sortiranje celic. Na tak nacin lahko v zelo kratkem ¢asu analiziramo do
10* celic/sek, ki nam podajajo informacije o velikosti in granuliranosti testiranih populacij.
S pomocjo preto¢ne citometrije smo preverili u¢inkovitost transdiferenciacije v treh tockah
(nediferencirane, 3 dni in 9 dni). Uporabili smo preto¢ni citometer (BD FACSCanto™) na
Oddelku za imunologijo in mikrobiologijo (IMI) na Medicinski Fakulteti, Univerze v
Ljubljani.

3.2.13.1 Vezava monoklonskega protitelesa GFAP na barvilo AlexaFlour 488

Monoklonsko kunéje protitelo razreda 19G1, proti kisli fibrilarni beljakovini — GFAP (angl.
Monoclonal Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein) smo vezali s fluorescencnim barvilom
Alexa Fluor 488 (angl. Alexa Fluor® 488 Protein Labeling Kit (Cat. no. A10235)), ki
absorbira pri 494 nm in fluorescira pri 519 nm valovni dolzini. Proizvajalec uporabljenega
barvila opisuje, da je barvilo Alexa Flour po spekter valovanju identi¢no kot fluorescein-
izocijanat barvilo znano po kratici FITC, vendar po drugi strani stabilnej$e na svetlobi in
oddaja svetlejsi signal.

zgornji del kolone 2
[ V=15ml

okrogel spuzvast
filter

kromatografsko
polnilo

zbiralnik vezanih Ab

Slika 15: Sestavni deli kromatografskega nadina vezave protiteles z barvilom Alexa Flour (lastne fotografije).

Protokol priprave po navodilih proizvajalca:
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a. Pripravili smo 1 M natrijev bikarbonat z de-ionizirano vodo, tako da smo vzeli
komponento B iz $katle in dodali 1 ml de-ionizirane vode.

b. Pripravili smo za¢etno koncentracijo protiteles 1 mg/ml ter nato dodali 100 uL, 1 M
natijevega bikarbonata.

c. Dodali smo 100 pL pripravljenega protitelesa iz koraka b. v vijalo z barvilom Alexa
Fluor 488. Vse skupaj smo premesali in inkubirali 1 uro na sobni temperaturi v temi.

d. Vmesni ¢as smo izkoristili za pripravo kolone, skozi katero smo odistili vezano
protitelo z barvilom iz ostalih komponent. Napolnili smo majhno plasti¢no kolono z
1,5 ml kromatografskim polnilom (komponenta C), ki vsebuje posebno gelsko
polnilo (angl. exclusion resin), PBS, 2 mM natrijev azid in pH 7,2. Na dnu Sirokega
dela kolone se nahaja okrogel spuzvast del, ki omogoca pocasen odtok protiteles v
kolono. Tako pripravljeno kolono centrifugiramo na 1100 g za 3 minute. Kolono
pustimo na sobni temperaturi, dokler se tekocina ne strdi in nastane gosta mreza
(Slika 15).

e. Pripravljeno mesanico iz toc¢ke c. prelijemo v pripravljeno kolono in vse skupaj
centrifugiramo na 1100 g za 5 minut. V spodnjem delu kolone se nahaja ventilcek,
ki ga po centrifugiranju odpremo in oznafena protitelesa poberemo v 1,5 ml
mikrocentrifugirki.

3.2.13.2 Titracijska krivulja protitelesa GFAP

Z namenom, da bi ugotovili najbolj optimalno red¢itev, pri kateri se monoklonsko protitelo,
vezano z barvilom Alexa Fluor 488, veze na GFAP v transdiferenciranih celicah, smo
naredili titracijski poskus pri $tirih razli¢nih red¢itvah in jih nato analizirali na preto¢nem
citometru. Koncentracija pripravljenega protitelesa v 50 ul, 1 M natrijevega bikarbonata je
2,4 mg/ul, kot jo predpisuje proizvajalec. To pomeni, da je 10 pul vezanega protitelesa v
mesanici primerljiva z 2 pl neredéenega protitelesa proti GFAP. Prva tocka 10 pl vezano
Ab+ 100 pL celi¢ne suspenzije (red¢itveni faktor ~1:800); 20 ul vezano Ab+ 100 pL celi¢ne
suspenzije (redCitveni faktor ~1:400); 30 pul vezano Ab+ 100 uL celiéne suspenzije
(red¢itveni faktor ~1:200) in 40 ul vezano Ab+ 100 pL celi¢ne suspenzije (red¢itveni faktor
1:100).

Uporabili smo Ze ustaljen protokol, ki ga uporabljajo na oddelku IMI za lo¢evanje populacij
limfocitov T in njihovih znotrajceliénih oznacevalcev (BD Pharmingen™ Human
Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit (kat. 560751)). Mezenhimske maticne celice SO
populacijsko podobne limfocitom, zato smo se odlocili, da bo set primerljiv tudi za
oznacevanje transdiferenciranih celic pri merjenju s preto¢nim citometrom.

Postopek priprave celic za merjenje na pretocnem citometru:

a. 100 pL celiéne suspenzije s koncentracijo 1 x 108 celic/ml smo prenesli v 5 steklenih
epruvet, namenjenih merjenju na preto¢nem citometru.
b. Dodali smo 2 ml lizacijske raztopine v vsako epruveto posebe;.
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Mesali smo 3 sekunde na vibracijskemu mesalniku in inkubirali 10 minut v temi.
Centrifugirali smo 5 minut pri 1600 rpm pri sobni temperaturi.

Celice smo spirali z 2 ml, 2 % FBS pufra.

Supernatant smo odlili in celi¢ni pelet mesali 2 sekundi na vibracijskemu mesalniku.
Mesanje je zelo pomemben korak, kajti s tem preprecimo nastajanje agregatov. K
peletu smo dodali 1 ml hladnega "BD Cytofix" pufra in nato na hitro premesali na
vibracijskemu mesalniku. Inkubirali smo 15 minut v temi pri sobni temperaturi.
Centrifugirali smo 5 minut pri 1600 rpm pri sobni temperaturi.

Celice smo dvakrat spirali z 1 ml 2 % FBS pufra.

Po zadnjem spiranju smo odlili supernatant in dodali 1 ml "BD Perm/Wash" pufer,
ki smo ga predhodno red¢ili z ionizirano vodo v razmerju 1:1, ter nato inkubirali 15
minut v temi pri sobni temperaturi.

Centrifugirali smo 5 minut pri 1600 rpm pri sobni temperaturi ter odstranili
supernatant.

Fiksiranim in permeabiliziranim celicam smo dodali meSanico protiteles tako, da
smo v prvi epruveti dodali 2 ul (GFAP 1:200), drugi epruveti 4 ul (GFAP 1:400),
tretji epruveti 8 ul (GFAP 1:800) in ¢etrti epruveti 10 ul (GFAP 1:1000). V kontrolno
epruveto smo dodali 5 ul, 2 % FBS. Inkubirali smo 30 minut v temi pri sobni
temperaturi.

Nato smo celice dvakrat sprali z 1 ml "1x BD Perm/Wash" in po drugem spiranju
dodali 500 pl 2 % FBS pufra. Tako smo celice pripravili za merjenje s preto¢nim
citometrom.

3.2.13.3 Karakterizacija transdiferenciranin MMC s preto¢no citometrijo

S preto¢no citometrijo smo karakterizirali celice, ki so bile izpostavljene procesu
transdiferenciacije in merili uspesnost pri treh toCkah: ne-diferenciranje, 3 dni in 9 dni
transdiferencirane celice. Za vsako tocko smo pomerili po 30 epruvet, dvakrat na
preto¢nemu citometru in iz teh rezultatov izracunali geometrijsko sredino.

Celicno suspenzijo smo pripravili na Veterinarski fakulteti v sklopu podjetja Animacel d.o.o
ter nato transportirali na Medicinsko fakulteto, kjer so potekale meritve na pretocnem
citometru.

Postopek fiksacije, permeabilizacije in inkubacije s protitelesi:

a.

b.

100 pl celi¢ne suspenzije z koncentracijo 1 x 10°® celic/ml smo prenesli v 5 ml
polistirenske epruvete (12 x 75 mm).
Centrifugirali smo 5 minut pri 1600 rpm pri sobni temperaturi.
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Supernatant smo odstranili in dodali 1 ml 4 % paraformaldehid. MeSanico smo
mesali 3 sekunde na vibracijskemu mesalniku ter nato inkubirali 10 minut pri sobni
temperaturi, v temi.

Centrifugirali smo 5 minut pri 1600 rpm pri sobni temperaturi.

Celice smo dvakrat spirali z 2 ml 2 % FBS pufra.

Po zadnjem spiranju smo odlili supernatant in raztopino za blokiranje nespecifi¢nih
epitopov, mesali 3 sekunde na vibracijskemu mesalniku in inkubirali 10 minut v temi
pri sobni temperaturi.

Celice smo dvakrat spirali z 2 ml 2 % FBS pufra.

Centrifugirali smo 5 minut pri 1600 rpm pri sobni temperaturi ter odstranili
supernatant.

Fiksiranim in permeabiliziranim celicam smo dodali meSanico protiteles, tako kot je
opisano v Preglednici 9. Inkubirali smo 30 minut v temi pri sobni temperaturi.
Nato smo celice dvakrat sprali z 1 ml 2 % FBS pufra.

Centrifugirali smo 5 minut pri 1600 rpm pri sobni temperaturi ter odstranili
supernatant.

K peletu smo dodali Se ustrezno sekundarno protitelo v epruvetah s primarnimi
protitelesi za MAP2 in NF-H. V epruveto za GFAP smo dodali 100 pl raztopine za
blokiranje. Inkubirali smo 30 minut v temi pri sobni temperaturi.

Nato smo celice dvakrat sprali z 1 ml 2 % FBS pufra in po drugem spiranju dodali
500 pl 2 % FBS pufra. Tako smo celice pripravili za merjenje s pretocnim
citometrom.

Preglednica 11: Prikaz dizajniranega poskusa za karakterizacijo transdiferenciranih celic pri eni
tocki s pomocjo pretocnega citometra.

Ime in neg.
spol GFAP MAP2 NF-H kontrola neg. kontrola
zivali protiteles
100 pL celi¢ne 100 pL celiéne 100 pL celicéne 100 uL
suspenzije suspenzije suspenzije celiéne . .
'2\%0615 120 uL GFAP - | 3 uL MAP2 15 uLNE-H | suspenzije Zsﬁlf:r:%rzq:
alexa fluor 488 | (1:200) + Cy2 (1:400) + Cy2 Cy2 sek.Ab
(1:400) sek.Ab (1:500) | sek.Ab (1:500) | (1:500)
100 pL celi¢ne 100 pL celi¢ne 100 pL celi¢ne 100 uL
suspenzije 120 suspenzije suspenzije celicne . .
. f
'(A,\I)OSlS uL GFAP -alexa | 3 uL MAP2 1,5 uL NF-H suspenzije Zzldi:::i[l]%r:qes
fluor 488 (1:200) + Cy2 (1:400) + Cy2 Cy2 sek.Ab
(1:400) sek.Ab (1:500) | sek.Ab (1:500) (2:500)

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 11

Ime in neg.
spol GFAP MAP2 NF-H kontrola neg. kontrola
zivali protiteles

100 pL celiéne 100 pL celiéne 100 pL celi¢ne 100 uL

suspenzije suspenzije suspenzije celiéne . .
8;2)0115 120 uL GFAP - | 3 uL MAP2 1,5 L NF-H | suspenzije Zgﬁlcfsré;%rﬁz

alexa fluor 488 | (1:200) + Cy2 (1:400) + Cy2 Cy2 sek.Ab

(1:400) sek.Ab (1:500) | sek.Ab (1:500) | (1:500)

100 pL celicne 100 pL celi¢ne 100 pL celi¢ne 100 uL

suspenzije suspenzije suspenzije celi¢ne . .
(CZF;OSP‘; 120 uL GFAP - | 3 uL MAP2 1,5 uLNF-H | suspenzije zsﬁ'cf:rg;‘grng

alexa fluor 488 | (1:200) + Cy2 (1:400) + Cy2 Cy2 sek.Ab

(1:400) sek.Ab (1:500) | sek.Ab (1:500) (2:500)

100 pL celi¢ne 100 pL celi¢ne 100 pL celi¢ne 100 uL

suspenzije suspenzije suspenzije celicne . .
(SZ")OMF’ 120 uL GFAP - | 3 uL MAP2 15 L NF-H | suspenzije Zgﬁ::f:;efgrfrl‘g

alexa fluor 488 (1:200) + Cy2 (1:400) + Cy2 Cy2 sek.Ab

(1:400) sek.Ab (1:500) | sek.Ab (1:500) (2:500)

100 pL celiéne 100 pL celiéne 100 pL celi¢ne 100 uL

suspenzije suspenzije suspenzije celicne . .

. f

(AZT)0215 120 uL GFAP - | 3L MAP2 15uLNF-H | suspenzije Zsﬁ::eeﬁ%r;q:

alexa fluor 488 | (1:200) + Cy2 (1:400) + Cy2 Cy2 sek.Ab

(1:400) sek.Ab (1:500) | sek.Ab (1:500) | (1:500)

Uporabili smo argonski laser z valovno dolzino 488 nm za vse uporabljene fluorokrome. Za
obdelavo rezultatov smo uporabili program FACSDiva Verzija 6.1.2.
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3.2.14 Svetlobna mikroskopija

Za spremljanje rasti celic nasajenih v gojilnih posodicah smo uporabili invertni mikroskop
Nikon eclipse TS 100; Objektiv Nikon BWD 0,3/0D75. Mikroskop smo najprej o¢istili s 70
% etanolom in nato prestavili gojilno posodico iz inkubatorja na objektiv mikroskopa. Slike
smo posneli s kamero Nikon DS-F12 pri 10x, 20x in 40x povecavi. Za obdelavo posnetih
slik smo uporabili program ImageJ verzija 2. Originalne posnetke slik (brez obdelave) smo
uporabili le za slike pri predhodnem delu poskusa.

3.2.15 Fluorescen¢na in konfokalna mikroskopija

Fluorescen¢na mikroskopija je najbolj uporabljena tehnika za dolo¢anje celi¢nih antigenov
V notranjosti ali na povrs$ini celi¢nih struktur. Tehnika je zasnovana na pojavu fluorescence,
pri katerem lahko s svetlobo primerne valovne dolzine molekulo fluorokroma vzbudimo v
visje energijsko stanje. Vzbujena molekula izseva foton ter preide nazaj v osnovno stanje.
Na detektorju zaznamo signal izsevanega fotona. Prednost tehnike je, da lahko opazujemo
celice pri fizioloskih pogojih, slabost pa omejenost z valovno dolzino elektromagnetnega
valovanja.

Konfokalna mikroskopija predstavlja drugo tehniko fluorescen¢ne mikroskopije s tem, da
omogoc¢a 3D zdruZevanja nastalih slik. Pri naSem poskusu smo uporabili oba pristopa.
Fluorescenéni mikroskop (Nikon eclipse 80i) smo uporabili za poskus izveden na
Veterinarski fakulteti v sklopu podjetja Animacel s programom za obdelavo slik NIS —
Elements D3.2 Live quality. Za posnete slike pri razliénih pove¢avah smo upostevali
razli¢ne parametre kot sta ojacenje signala (angl. gain) in izpostavitev elektronskega tipala
fotoaparata svetlobi (angl. exposure), npr. pri 4x (0jacenje: 2,80X in izpostavitev: 1/250 s);
10x (ojacenje: 3,40x in izpostavitev: 1/60 s); 20x (ojacenje: 6,8x in izpostavitev: 1/40 s); 40x
(ojacenje: 6,8x in izpostavitev: 1/20 s). Konfokalni mikroskop (Zeiss LSM 710 3 — Channel
Confocal Microscope) smo uporabili na Univerzi v Oslu in za obdelavo slik pa program
ZEN.
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4 REZULTATI
41  MORFOLOGUA

Najbolj razsirjen naéin preucevanja izgleda in strukture celic v celi¢ni kulturi, iz katerega
dobimo veliko pomembnih informacij o razlicnih vrstah celic, je nesporno morfolosko
preucevanje celic. V predhodnem delu raziskav smo spremljali morfoloske spremembe pod
svetlobnim mikroskopom v celicnih kulturah, ki smo jih tretirali z razli¢nimi
diferenciacijskimi gojis¢i: NIMa, NIMb, NIMc in KEM. Izbrali smo pet tock, pri katerih
smo spremljali morfoloske spremembe: nediferencirane, pre-diferenciacija, 3, 6 in 9 dni po
transdiferenciaciji v ustreznem mediju. Izjemoma smo za gojis¢e KEM imeli $tiri tocke:
nediferencirane, pre-diferenciacija, 1 in 3 dni po transdiferenciacij, saj je Stevilo celic
upadalo ter pri Sestemu dnevu nismo imeli ve¢ zivih celic. Glede na morfologijo in
konfluentnost mezenhimskih mati¢nih celic v kulturi smo se odlocali, ali nadaljujemo s
transdiferenciacijo ali pa pustimo, da celice rastejo do naslednjega dne. Ko so celice v
gojitvenih posodicah dosegle 80 % konfluentno stanje (slika 16), smo jim dodali pred-
diferenciacijsko gojisce ter po 24 urah $e ustrezno diferenciacijsko gojisce.

Slika 16: Osamljene mezenhimske mati¢ne celice iz maScobnega tkiva psa v rastnem gojis¢u Animacel.
Merilna skala posneti fotografiji je 1 mm.

Med spremljanjem morfoloskih sprememb smo ugotovili, da gojis¢e KEM zelo toksi¢no
deluje na celice, saj je bilo videti veliko plavajoc¢ih mrtvih celic na povrSini gojitvenega
medija (slika 17). Pod ¢rko A so prikazane nediferencirane MMC celice takoj po nasaditvi
VvV gojitvene posodice, tretirane z rastnim gojis¢éem Animacel, pod ¢rko B pa smo MMC
tretirali 24 ur s pred-diferenciacijskm medijem STIM2. Vidimo, da se je celi¢no jedro
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povecalo in da so celice postale podolgovate. Pod ¢rko C smo celice prvi dan tretirali z
diferenciacijskim gojis¢em KEM. Na povrsini gojisca plavajo mrtve odlepljene celice z dna
gojitvene posode, kar je posledica toksi¢nega vpliva na celice. Pri ¢rki D po tretjem dnevu
tretiranja z diferenciacijskim medijem KEM opazimo, da so pritrjene celice pridobile
podolgovato celi¢no strukturo, ki spominja na odrasle Zivéne celice. Vendar zaradi majhnega
Stevila celic in pomankanja komunikacije opazimo Se vi§jo stopnjo mrtvih celic, ki plavajo
po povrsini gojisca za transdiferenciacijo.

Slika 17: Morfoloske spremembe pasjih MMC po tretiranju z diferenciacijskem gojis¢em KEM. Merilna
skala posnetih fotografij je 1 mm. A: nediferencirane MMC celice takoj po nasaditvi v gojitvenih posodicah
tretiranih z rastnim gojis¢éem Animacel. B: 24 ur tretirane MMC s pre-diferenciacijskmi medijem STIM2; C:
prvi dan tretiranja z diferenciacijskim medij KEM; D: tretji dan tretiranja z diferenciacijskim medijem KEM.

Podatkov za STIM2 nimamo, saj je bilo veliko mrtvih celic in nismo opazili posebnih
morfoloskih sprememb. Zato smo se odlo¢ili, da bo nase pre-diferenciacijsko gojisce
STIML. Prve morfoloske spremembe smo opazili po 48 urah tretiranja MMC s STIM1 v pre-
diferenciacijskem gojis¢u, saj so bile prisotne majhne plavajoée strukture, ki imajo dolge
izrastke, s katerimi se drzijo na plastiéni povrsini gojitvene posodice. Poleg tega imajo tudi
okroglo obliko in zelo svetlo celi¢no jedro (slika 18). V literaturi jih imenujejo nevrosfere,
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ki predstavljajo celicne agregate urejene v tri dimenzionalni strukturi. Najveckrat se
pojavijo, ko osamljene MMC iz mascobnega tkiva tretiramo z medijem, ki vsebuje serum v
kombinaciji z rastnimi dejavniki kot sta EGF in FGF (Ferroni in sod., 2013).

Slika 18: Morfoloske spremembe pasjih MMC po tretiranju s pre-diferenciacijskim gojiséem STIM 1 A:
po 24 urah tretiranja, slikano pri 10x povecavi; B: po 24 urah tretiranja, slikano pri 20x povecavi; C: po 48
urah tretiranja, slikano pri 10x povecavi; D: po 48 urah tretiranja, slikano pri 20x pove¢avi. Pri tem smo opazili
prve oblike nevrosfernih oblik z mo¢no bles¢e¢imi jedri; F: Podrobnejsi prikaz nevrosfernih oblik.
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Po izboru pre-diferenciacijskega gojis¢a smo nadaljevali s selekcijo diferenciacijskih gojisc,
ki so vsebovala razli¢no koncentracijo retinojske kisline. Slika 19 je bila posneta na Univerzi
v Oslu, kjer smo opazili prve morfoloske spremembe pasjih MMC po 48 urah tretiranja s
pre-diferenciacijskim gojis¢éem STIM 1 in diferenciacijskem gojis¢éem NIMa. Stevilo
nevrosfer se je povecalo po treh dneh transdiferenciacije z NIMa (Slika 19 — A in B).

Po Sestih dneh smo opazili bistvene morfoloske spremembe, saj so se okrogle oblike
spremenile v zvezdaste oblike z veliko izrastki, ki se prepletajo med seboj (Slika 19 — C in
D). Po devet dnevnem tretiranju z NIMa vidimo, da so celice postale uniformne po celi
povrsini gojitvene posodice. Zvezdaste oblike celic so postale bolj znacilne, vendar pa
izdrastki so se bistveno podaljsale in bolj prepletle z ostalimi celicami (Slika 19- E in F).

retinojske kisline) sta tudi povzrocili morfoloske spremembe, vendar ne tako znacilne kot
smo jih opazili pri NIMa gojis¢u (Priloga A in Priloga B). Pri NIMb in NIMc smo opazili
veliko apoptoti¢nih celic, saj lahko retinojska kislina deluje tudi toksi¢no na celice, e je
koncentracija v gojis€u previsoka. Pokazali smo, da je najbolj primerno gojis¢e NIMa
(vsebuje 10 nM retinojsko kislino) za transdiferenciacijo MMC v ziv¢ne celice.

V Centru za genomiko zivali smo izvedeli isti poskus za vseh Sest zivali, pri tem da smo
spremljali morfoloske spremembe pri razli¢nih toc¢kah transdiferenciacije pasjih MMC.
Primerjali smo moske in zZenske pasje MMC, ki smo jih 48 ur tretirali s pre-diferenciacijskim
gojis¢em STIM 1 in diferenciacijskim NIMa.

Po 48 urah tretiranja v gojis¢u STIM1 smo opazili prve nevrosferne oblike, ki smo jih
oznacili z rumenimi puséicami, tako pri zenskih pasjih MMC (Slika 20 — A) kot pri moskih
pasjih MMC (Slika 20 — B).

Po treh dneh transdiferenciacije v gojis¢éu NIMa smo pod svetlobnim mikroskopom opazili
bistveno vecje nevrosferne oblike, ki so odsevali svetlo zeleno. Ob tem smo opazili tudi
zvezdaste celi¢ne oblike z velikimi jedri, ki so tvorile verigo in spominjale na odrasle Zivéne
celice v kulturi. Te spremembe smo opazili tako pri moskih kot pri zenskah in ponazorili z
rde¢imi pus¢icami (Slika 20 — C) in modrimi puséicami (Slika 20 — D). Nedvomno poleg
transdiferenciranih MMC v celi¢ni kulturi opazimo tudi veliko $tevilo fibroblastov, ki imajo
vretencasto obliko z ostrimi robovi.

Po devetih dneh transdiferenciacije v gojis¢u NIMa smo opazili, da so se zvezdaste celicne
oblike zacele povezovati med seboj, le v podro¢jih gojitvene posodice kjer so bile celice
gosto nasajene. Videli smo dolge nitkaste oblike celic s svetlimi jedri, ki so bili razli¢no
postavljeni. Z rde¢imi (Slika 20 — E, zenski spol) in modrimi (Slika 20 — F, moski spol)
puscicami smo ponazorili morfoloske spremembe, ki spominjajo na odrasle Zivéne celice.
Dejansko smo opazovali dolge nitkaste strukture, prepletene med seboj kot tudi s fibroblasti,
ki so bili prisotni v celi¢ni kulturi. Skupaj so tvorili mreZo celic, ki komunicirajo med seboj.
Obenem so bile prisotne tudi majhne zvezdaste strukture kot tudi veliko Stevilo nevrosvernih
celi¢nih oblik.
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Slika 19: Morfoloske spremembe pasjih MMC po 48 urah tretiranja s pre-diferenciacijskim gojiséem
STIM 1 in diferenciacijskem gojis¢éem NIMa; A: transdiferencirani MMC po 3 dnevnem tretiranju z NIMa,
10x povecCava; B: transdiferencirani MMC po 3 dnevnem tretiranju z NIMa, 40x povecava; C:
transdiferencirani MMC po 6 dnevnem tretiranju z NIMa, 10x povedava; D: transdiferencirani MMC po 6
dnevnem tretiranju z NIMa, 20x povecava, E: transdiferencirane MMC po 9 dnevnem tretiranju z NIMa, 10x
povecava; F: transdiferencirane MMC po 9 dnevnem tretiranju z NIMa, 20x povecava;
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Slika 20: Morfoloske spremembe pri razli¢nih to¢kah transdiferenciacije pasjih MMC. Primerjali smo
moske in Zenske pasje MMC, ki smo jih 48 ur tretirali s pre-diferenciacijskim goji§¢éem STIM 1 in
diferenciacijskim NIMa; A: Zenske MMC po 48 urah tretiranja s STIM, 10x povegava; B: Moske MMC po
48 urah tretiranja s STIM, 10x povedava; C: Zenske MMC po 3 dneh tretiranja z NIMa, 10x pove&ava; D:
Moske MMC po 3 dneh tretiranja z NIMa, 10x povegava; E: Zenske MMC po 9 dneh tretiranja z NIMa, 10x
povecava; F: Moske MMC po 9 dneh tretiranja z NIMa, 10x pove¢ava; rumene pusice ponazarjajo prve
nevrosferne oblike; rdefe puséice ponazarjajo morfoloske spremembe pri Zenskih MMC, ki spominjajo na

zivéne celice (veliko svetlo jedro in dolgi podaljski, ki spominjajo na dendrite); modre puséice ponazarjajo
morfoloske spremembe pri moskih MMC, ki spominjajo na zivéne celice.
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4.2 VIABILNOST IN RASTNE KRIVULJE MMC V CELICNI KULTURI MED
SPREMLJANJEM TRANSDIFERENCIACIJE V TREH CASOVNIH TOCKAH

Kljuéni parameter za uspesno transdiferenciacijo MMC v Zivénih celicah je dovolj veliko
Stevilo celic v gojitveni posodici. Transdiferenciacijo smo potrdili na osnovi morfoloskih
sprememb celic, ki smo jih opazili pod mikroskopom. Sledilo je Stetje zivih in mrtvih celic
s hemocitometrom, celice smo pobarvali s tripan modrim barvilom. Zacetna koncentracija
celic, s katero smo zaceli poskus transdiferenciacije, je bila 10° celic/ml za vse tocke. Nato
so bile celice gojene v rastnem mediju z namenom prilagoditve in razmnozevanja celic pred
tretiranjem v diferenciacijskem gojiséu N1Ma.

Stevilo celic/ml smo dologili z izra¢unom po formuli 1 (poglavje 3.2.5). Za vsako Zival smo
imeli tri meritve in nato izracunali Stevilo celic/ml. V preglednici 12 so preraunane
koncentracije za posamezno Zzival, Ki so rezultat treh meritev, za katere smo preracunali
povprecje. Nato smo preracunali geometrijsko sredino za vsako toc¢ko transdiferenciacije
glede na spol. Izra¢unane vrednosti $tevila celic/ml med transdiferenciacijo glede na spol so
naslednje: moski — nediferencirane 423.305,3 + 178.525,0 celic/ml; moski — 3 dni
2.820.965,7 + 1.838.699,7 celic/ml; moski — 9 dni 1.262.795,5 + 36.647,7 celic/ml; Zenski —
nediferencirane 531.554,4 + 76.147,5 celic/ml; zenski — 3 dni 4.463.209,1 + 1.698.853,2
celic/ml; Zenski — 9 dni 787.189,2 + 652.432.9 celic/ml.

Preglednica 12: Preradunano $tevilo celic/ml (koncentracija) v razli¢nih ¢asovnih tockah za vsako zival
posebej ter geometrijska sredina ob zdruzitvi treh Zivali glede na spol.

Koncentracija [celic/ml] Geometrijska sredina [celic/ml]
Spol | Oznaka | Z8Cctno | nedife- o 9 dni nedif | 3dni 9 dni
st.celic rencirane
ATO0515 100.000,0 | 232.500,0 | 1.605.000,0 | 1.297.500,0
M CRO115 100.0000 | 667.500,0 | 2.395.000,0 | 1.280.000,0 | 423.3053 | 2.820.965,7 | 1.262.795,5
ATO0615 100.000,0 | 488.750,0 | 5.840.000,0 | 1.212.500,0
AT0215 100.000,0 | 622.500,0 | 3.667.500,0 | 1.297.500,0
7 CROO0315 100.000,0 498.750,0 6.610.000,0 | 1.460.000,0 5315544 4.463.209,1 | 787.189,2
SLOO0115 | 100.000,0 | 483.750,0 | 3.667.500,0 | 257.500,0

Po izvedeni statisti¢ni analizi (t-test analiza) smo potrdili naso ni¢elno hipotezo, da nismo
opazili razlike glede na koncentracije celic med transdiferenciacijo v gojis¢éu NIMa pri treh
casovnih tockah, kot tudi med spoli. Dolo¢ene p-vrednosti so visje od 0,05 (enkratna
standardna deviacija pri 95 % intervala zaupanja). To pomeni, da rezultati niso statisticno
znaCilni. lzrisali smo rastne krivulje za vsako zival vkljuCeno glede na preracunano
koncentracijo v treh ¢asovnih toc¢kah (Slika 21).
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Preglednica 13: Statisti¢na analiza podatkov $tevilo celic/ml tretirani v gojis¢u NIMa V treh ¢asovnih to¢kah.

Standardna deviacija (STDEV.P) oS Il G
standardni deviaciji
Spol | Oznaka nediferencirane | 3 dni 9 dni nedif 3 dni 9 dni
ATO0515 (M)
M CRO115 (M) | 178.525,0 1.838.699,7 | 36.647,7
AT0615 (M)
AT0215 (7) 0,32 0,23 0,28
y/ CRO0315 (Z) | 76.147,5 1.698.853,2 | 652.432,9
SLO0115 (Z)
p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
s 81 AT0515 (M)
TS =< = CRO115 (M)
sE M ATO0615 (M) e
ERE! ATO215(2) et
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Slika 21: Rastne krivulje za vse zivali, vkljucene v poskusu transdiferenciacije MMC v Ziv¢ne celice. Na x osi
tocka 1 pomeni nasaditev zacetnega Stevila celic za poskus; tocka 2 pomeni Stevilo celic, ko smo zaceli s
tretiranjem MMC najprej z STIM 1 gojis¢em ter nato po 48 urah zamenjali NIMa gojisce; tocka 3 pomeni
stevilo celic po 3 dneh transdiferenciacije; tocka 4 pomeni $tevilo celic po 9 dneh transdiferenciacije.

S pomocjo rastnih krivulj celice smo spremljali spreminjanja koncentracije [celic/ml] v
odvisnosti od ¢asa tretiranja MMC v gojis¢u NIMa. Ceprav rezultati niso statisti¢no znagilni,
iz grafa (Slika 22) opazimo, da pri zenskem spolu koncentracija celic/ml iz 4,5 miljonov
[celic/ml] pada (3 dni transdiferenciacije) na 0,7 miljonov [celic/ml] (9 dni
transdiferenciacije) in iz 2,8 miljonov [celic/ml] (3 dni transdiferenciacije) pade na 1,3

miljonov [celic/ml] (9 dni transdiferenciacije) pri moskem spolu.
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Slika 22: Rastne krivulje tretiranih MMC glede na spol, iz katerega so osamljene. Rastna krivulja je izrisana
od zacetne koncentracije do preradunane koncentracije pri 9 dnevu transdiferenciacije. Na x osi prva tocka 1
pomeni nasaditev zacetnega Stevila celic za poskus; to¢ka 2 pomeni Stevilo celic, ko smo zaceli s tretiranjem
MMC najprej s STIM 1 gojisCe ter nato po 48 urah zamenjali NIMa gojisée; tocka 3 pomeni $tevilo celic po 3
dneh transdiferenciacije; tocka 4 pomeni Stevilo celic po 9 dneh transdiferenciacije.

Viabilnost celic smo preracunali po formuli 2, opisani v poglavju 3.2.5.2, tako da smo
podatke o viabilnosti celic statisticno obdelali na podoben nacin kot za rastne krivulje.
Preracunali smo geometrijsko sredino vrednosti treh zivali iz istega spola. Po izvedeni
statisti¢ni analizi (t-test analiza, en rep, razli¢ne variance) smo ugotovili, da je p-vrednost
pri nediferenciraih in 3 dni transdiferenciranih zivénih celicah statisticno neznacilna (p >
0,05). Po 9 dneh transdiferenciacije v gojis¢éu NIMa smo ugotovili statisti¢no znacilnost
podatkov, kajti p-vrednost je nizja od 0,05 (enkratna standardna deviacija pri 95 % intervala
zaupanja). Pri spremljanju odstotka viabilnosti (% Zivosti) celic smo ugotovili, da odstotek
viabilnosti za¢ne padati pri 9 dnevu transdiferenciacije MMC pod 80 %, vendar le pri MMC
osamljenih iz Zenskega spola. Statisticno obdelani rezultati za viabilnost celic skozi ¢asovne
tocke transdiferenciacije so prikazani v Prilogi G.
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Slika 23: Prikaz viabilnosti MMC med transdiferenciacijo zdruzenih glede na spol, iz katerega smo MMC
osamili.
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IzraCunane vrednosti viabilnosti za moski spol so naslednje: 97,91 = 1,2 % zive in
nediferencirane; 97,92 + 1,2 % zive in 3 dni transdiferencirane; 93,50 + 1,0 % Zive in 9 dni
transdiferencirane ter porocani vrednosti za Zzenski spol: 99,27 + 0,3 % zive in
nediferencirane; 98,83 + 0,04 % zive in 3 dni transdiferencirane; 83,40 £ 2,3 % zive in 9 dni
transdiferencirane.

4.3 IMUNOBARVANJE

Uporabljali smo posredno metodo imunobarvanja s protitelesi za doloCanje ciljnih
oznacevalcev, ki so znacilni za dokazovanje transdiferenciacije MMC v ZivEne celice. Za
iskanje ustreznih protiteles smo uporabili pasje mozgane, ki so predstavljali tudi naso
pozitivno kontrolo. Testirana protitelesa na pasjih mozganih so opisana v preglednici 9.
Izbrali smo ustrezna protitelesa in nadaljevali z gojenjem in transdiferenciacijo MMC v
zivéne celice. Med optimizacijo smo uporabili protitelesa opisana v preglednici 10, za
kon¢no karakterizacijo transdiferenciaranih MMC v celi¢ni kulturi smo uporabili protitelesa
proti GFAP, NF-H in MAP2. Negativno kontrolo transdiferenciacije so predstavljale
nediferencirane MMC, ki smo jih tretirali na enak nacin kot transdiferencirane MMC.

4.3.1 Imunobarvanje pasjih moZganskih rezin

S pomocjo imunobarvanja pasjih mozganov (koScki sive mase mozganov) smo izbrali
ustrezna primarna protitelesa proti specificnim oznacevalcem zivénega Sistema. V nasi
raziskavi smo testirali razli¢éna primarna protitelesa, znacilna za celice zivénega sistema.
Dolocili smo, da se kuncja protitelesa za GFAP in MAP2 proti pasjim antigenom vezejo
najbolje. Nato smo uvrstili misje protitelo proti Nf-pan in  III tubulinu. Za kokosje protitelo
proti nestinu nismo dobili specifiénega signala. Rezultata ne moramo posplosevati tudi za
ostale pasje antigene (npr. za oznacevanje hrustan¢nih ali kostnih celic), vendar le za nasa
izbrana celiéna oznaCevalca. Izbor primarnega protitelesa in doloCanje optimalne
koncentracije protitelesa sta klju¢na parametra za uspesno izvedeno metodo imunobarvanja.
Na sliki 24 in sliki 25 smo prikazali rezultate imunobarvanja tkivnih rezin, posnete s
pomocjo konfokalne mikroskopije na Univerzi v Oslu.

Dolo¢ili smo signal (slika 24-A, na sliki je GFAP obarvan z zeleno barvo) za GFAP
protein s pomoc¢jo monoklonskega kuncjega protitelesa razreda IgG proti kisli fibrilarni
beljakovini (GFAP) in nato oznaceno s sekundarno kKozje protitelo proti kuné¢jemu IgG —
Alexa 488. Namre¢, GFAP je celi¢ni oznacevalec za oporne celice zivénega sistema, ki
imajo zvezdaste oblike in so najbolj razsirjena vrsta glijskih celic v osrednjem Zivéevju.
Dolo¢ili smo signal (slika 24-B, NF-pan obarvan z rde¢no barvo) za NF-pan protein s
pomocjo misjega protitelesa razreda IgG proti nevrofilamentu pan oznaceno s sekundarnim
kozjim protitelesom proti misjemu 1gG — Cy3.
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Slika 24: Pasje moZganske rezine sive mase, oznacene s protitelesi proti specifi¢nim Zivénim celicam.
Podatki o protitelesih so zabeleZeni v preglednici 9. A: zeleno oznacen GFAP; B: rdece oznac¢en NF-pan;
C: modro oznacena celi¢na jedra s Hoechst barvilom; D: negativni signal za Nestin, celi¢ni obrisi se vidijo v
svetlo sivi barvi; E: ZdruZene vse slike od A do D.
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Doloc¢ili smo signal (slika 25-A, na sliki je MAP2 obarvan z zeleno barvo) za MAP2
protein s pomocjo kuncjega protitelesa razred 19gG, proti mikrotubularnem proteinu 2 in nato
primarno protitelo oznacili s sekundarnim kozjim protitelesom proti kun¢jemu IgG — Alexa
488. Dolocili smo signal (slika 25-B, p III tubulin obarvan z rde¢no barvo) za protein f3
Il tubulin s pomo¢jo misjega protitelesa razreda IgG proti B III tubilinu oznaéeno s
sekundarno kozje protitelo proti misjemu 1gG — Cy3. Oba proteina (MAP2 in B III tubilin)
sta komponenta mikrotubulinov, ki se izrazata v citoskeletu odraslih Zivénih celicah.
Pricakovano smo dobili signal o prisotnosti teh dveh oznacevalcev na podobnih mestih
znotraj celicnega mikroskeleta odraslih zivénih celic.

Slika 25: Pasje moZganske rezine sive mase oznacene s protitelesi proti specifiénim Zivénim celicam.
Podatki o protitelesih so zabeleZeni v preglednici 9. A: zeleno oznacen MAP2; B: rdece oznacen 3 111 tubilin;
C: modro oznacena celi¢na jedra s Hoechst barvilom; D: Zdruzene slike od A do C.
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4.3.2 Karakterizacija pasjih MMC iz masc¢obnega tkiva z imunobarvanjem po 3 in 9
dneh transdiferenciacije v NIMa gojis¢u

V predhodnem delu naloge smo testirali mi$ja, kunéja in kokosja protitelesa proti razlicnim
zivéno-specifi¢nih antigenov za karakterizacijo transdiferencianih pasjih MMC v Zivéne
celice. Podrobnejsi podatki o uporabljenih protitelesih so opisani v preglednici 10. S
pomocjo imunuhistokemije mozganskih rezin smo ugotovili, da so kun¢ja protitelesa najbolj
primerna za zaznavanje pasjih antigenov izklju¢no za na$ poskus in nase izbrane celi¢ne
oznacevalce (GFAP, MAP2, B III tubulin, NF-H). Pasje mezenhimske mati¢ne celice
zenskega spola smo tretirali 3 in 9 dni v diferenciacijskem gojis¢u NIMa. Celice smo
predhodno pritrdili na krovna stekelca, prevlecena z lamininom, in nato nadaljevali z
izvedbo metode imunohistokemije. Uporabljali smo konfokalno mikroskopijo na Univerzi v
Oslu ter posnete slike obdelali s programom ZEN, tako da smo iz ozadja odsteli signal
negativne kontrole.

Ugotovili smo, da se po trodnevnem tretiranju v NIMa gojis¢u izraza celi¢ni oznaevalec
GFAP, ki je specificen za celice glija. Ce podrobno pogledamo modro obarvana celiéna
jedra, lahko ugotovimo, da imajo transdiferencirane celice bistveno manjsa jedra od ostalih
celic, ki so prisotne v meSani celi¢ni kulturi (Slika 26-E), vendar imajo glede na razmerje
velikosti celic transdiferencirane celice velika jedra. Pri negativni kontroli sekundarnega
protitelesa smo zaznali nespecifi¢ni signal, ki ponazarja zeleno obarvane celi¢ne filamente
MMC v kulturi (Slika 26-F). Nato smo opazili celi¢no obarvanje citoskeletnih filamentov f3
I11 tubulin okoli celi¢nega jedra, kar je zelo znacilna lokacija za ta protein (Slika 26-A) kot
tudi oznacevalca PAX6 - prepisovalni dejavnik, ki se izraza pri nekaterih nevro-predniskih
celicah (Slika 26-C).

Po devetih dneh tretiranja v NIMa gojiscu se zgodba nekoliko spremeni, tako da so bolj
prisotni znotraj celi¢ni filamenti NF-H in oznacevalca MAP2, specifi¢ni za Zivéne celice.
Dolo¢ili smo signal za celi¢ni oznacevalec NF-H po celotni povrSini krovnega stekelca, kjer
so bile celice pritrjene. Na Sliki 27-A so prikazane zeleno obarvane dolge, nitkaste oblike
celic, ki tvorijo mrezo med seboj in glede na strukturo spominjajo na nevrofilamente pri
odraslih zivénih celicah. Dolocili smo tudi signal za celicni oznacevalec MAP2, ki je
mikrotobularni protein, prisoten v citoskeletu odraslih zivénih celic, in ima pomembno vlogo
pri razvoju in ohranjanju strukture podaljskov zivénih celic (Slika 27-E). Zato smo za
nadaljnji poskus, ki smo ga izvedli v Centru za genomiko Zivali (Veterinarska fakulteta UL
v Ljubljani) izbrali monoklonsko kuncje protitelo proti GFAP proteinu, kuncje protitelo proti
MAP2 proteinu in kunc¢je protitelo proti NF-H proteinu za oba spola in za vse tri toc¢ke
transdiferenciacije. I1zjemoma so se MMC po 9 dneh transdiferenciacije pri Zenskemu spolu
zacele odlepljati iz lamininske podlage zaradi premajhnega Stevila celic. Zato nismo uspeli
posneti slik, pri katerih smo karakterizirali transdiferencirane pasje MMC iz mas¢obnega
tkiva (nediferencirane, 3 dni in 9 dni po transdiferenciaciji). Rezultati so prikazani v Prilogi
C in Prilogi D.
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Slika 26: Tri dnevno tretirane MMC, Zenskega spola z NIMa gojis¢em v predhodnem poskusu. A: zeleno
oznacen B III tubulin in negativni signal za NF-pan; B: negativna sekundarna kontrola — Cy2; C: rdece
oznacena 3 III tubulin in rde¢e oznac¢ena Pax6; D: negativna sekundarna kontrola — Cy3; E: zeleno oznaen
GFAP; F: negativna sek. kontrola— Alexa 488. Modro oznacena so celiéna jedra s Hoechst barvilom.
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Slika 27: Devet dni tretirane MMC, Zenskega spola z NIMa gojis¢em v predhodnem poskusu. A: zeleno
oznacen NF-H; B: negativna sekundarna kontrola— Cy2; C: negativni signal nestina; D: negativna sekundarna
kontrola— Alexa 647; E: zeleno oznacen MAP2; F:negativna sekundarna kontrola — Cy2. Modro oznacéena so
celi¢na jedra s Hoechst barvilom.
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4.4  PRETOCNA CITOMETRIJA

4.4.1 Titracijska krivulja vezave monoklonskega protitelesa GFAP - Alexa Fluor
488 na transdiferenciranih celicah

Po vezavi protitelesa GFAP z Alexa Fluor 488 je bila njegova koncentracija v mesanici ~2,4
mg/ml. Na§ namen je bil ugotoviti najbolj optimalno redc¢itev, pri kateri se monoklonsko
protitelo, vezano z barvilom Alexa Fluor 488, veZze na GFAP v transdiferenciranih celicah.
Za doloc¢itev najnizje koli¢ine protiteles, uporabljenih za poskus, izberemo tisto koli¢ino, pri
kateri je signal oddajane svetlobe okoli 80 % od najvisjega signala na preto¢nem citometru
ali primerjamo s priporocili proizvajalca. Na tak nafin uporabimo majhno koli¢ino
protitelesa in zmanj$amo stroSke za poskus. Pri nasi titracijski krivulji se je izkazalo, da je
najbolj optimalno obmoc¢je med 4 pl (red¢itveni faktor 1:400) in 8 pl (redCitveni faktor
1:200) dodanega volumna protiteles GFAP k celicam. Uporabili smo red¢itev 1:400.

100 +
90 -
80 -
70 -
60 -
50
40
30
20 -
10
O 1 1 1 1 J
0 2 4 6 8 10
volumen Ab GFAP [pL]

svetilnost P2 % za GFAP+ celice

Slika 28: Titracijska krivulja protitelesa GFAP, ki je bil vezan z barvilom Alexa Fluor 488.

4.4.2 Karakterizacija pasjih MMC iz mas¢obnega tkiva s pretocno citometrijo po 3
in 9 dneh transdiferenciacije v NIMa gojis¢u

S pomocjo pretocne citometrije smo spremljali prisotnost celiénih oznacevalcev GFAP,
MAP2 in NF-H med procesom transdiferenciacije. Za prvo in drugo ¢asovno tocko smo
poskus ponovili dvakrat, za tretjo tocko smo sicer poskus izvedli dvakrat, vendar izmerili
enkrat na pretoénemu citometru. Razlog je bil v $tevilu celic, viabilnost je padla na 70 % in
nismo mogli zagotoviti kriterija 1 x 10° celic v 100 pL za vsak celiéni oznadevalec. Za vsako
zival pri vseh oznacevalcih smo imeli negativno kontrolo nediferenciranih in neoznacenih
MMC ter negativno kontrolo sekundarnih protiteles, ki so bila tretirana pod istimi pogoji kot
transdiferencirane celice. Pri prvi negativni kontroli smo namesto primarnih in sekundarnih
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protiteles dodali raztopino za blokiranje nespecifi¢nih epitopov, pri drugi pa smo uporabili
primarna in namesto sekundarnih smo dodali raztopino za blokiranje nespecifi¢nih epitopov.

S pomocjo tockovnih diagramov, ki jih izpisuje programska oprema (FACSDiva Version
6.1.2) preto¢nega citometra smo dolo¢ili obmocje celi¢ne populacije glede na velikost in
zrnatost. Mezenhimske matic¢ne celice so po velikosti podobne limfocitom, poleg tega smo
pridobili izkusnje v predhodnem delu poskusa za postavitev meja (FSC-A, SSCA subset) za
naso novo populacijo transdiferenciranih celic (Slika 29). Glede na meritve negativne
kontrole iz celotne populacije smo omejili pozitivne celice za dolocen oznacevalec od
negativne celice za isti oznac¢evalec. lzrisali smo histograme v programu FlowJo za vsak
izmerjen celi¢ni oznacevalec pri nediferenciranih MMC, 3 dni in 9 dni po transdiferenciaciji
MMC (Slika 30).
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Slika 29: Primer to¢kovnih diagramov pri karakterizaciji MMC s pretofno citometrijo za celi¢ni
oznacevalec GFAP glede na velikosti in zrnatosti. A: nediferencirane MMC celice, ki ne izrazajo GFAP B:
tri dni transdiferencirane celice, ki so pozitivne za celi¢ni oznacevalec GFAP. Kratice FSC in SSC so
obrazlozene v poglavju 3.2.12.

Pri obdelavi rezultatov smo delez pozitivnih celic (%) za posamezni oznacevalec odsteli od
njegove negativne kontrole ter se na tak nacin znebili nespecifi¢nih vezav oziroma signalov,
izmerjenih na pretoénemu citometru. Za vsako zival smo izrisali graf, pri katerem smo
prikazali Cas poteka transdiferenciacije v odvisnosti od deleza pozitivnih celic za vsak
oznacevalec. Ceprav so psi, vkljudeni v poskus, razli¢nega spola, pasme in starosti, Smo
ugotovili, da je izrazanje celi¢nih oznaevalcev priblizno enako pri vseh zivalih. Izracunali
smo standardno deviacijo pri 95 % intervala zaupanja za vse zivali skupaj, tako da smo jih
uvrstili v skupine glede na tocke transdiferenciacije in izrazenost celi¢nih oznacevalcev.
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Slika 30: Primer histogramov za karakterizacijo transdiferenciranin MMC z celi¢nimi oznadevalci
GFAP, NF-F in MAP2. A: Histogram izraZanja GFAP, rdeca - nedif. MMC in neoznat¢ene MMC, oranzna -
GFAP+ MMC po 3 dneh transdif., modra - nedif. MMC sek. kontrola po 9 dneh transdif., zelena - GFAP+
MMC po 9 dneh transdif.; B: Histogramnegativne kontrole za NF-H, modra - nedif. in neozna¢ene MMC,
rdeca - nedif. MMC sek. kontrola po 3 dneh transdif.; C: Histogram izrazanja NF-H, rdeca - nedif. MMC sek.
kontrola po 9 dneh transdif., oranzna - NF-H+ MMC po 9 dneh transdif., modra - NF-H+ MMC po 3 dneh
transdif.; D: Histogramnegativne kontrole za MAP2, modra - nedif. in neozna¢ene MMC, rdeca - nedif. MMC
sek. kontrola po 3 dneh transdif. E: Histogram izrazanja MAP2, rdeca - nedif. MMC sek. kontrola po 9 dneh
transdif., oranzna - NF-H+ MMC po 9 dneh transdif., modra - NF-H+ MMC po 3 dneh transdif.
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Slika 31: Delez pozitivnih celic (%) za GFAP, MAP2 in NF-H v treh ¢asovnih to¢kah za vseh Sest Zivali.
Oznaka M pomeni moski spol, Z pomeni Zenski spol.

Standardna deviacija za nediferencirane: GFAP + 2 %, MAP2 + 0,6 %, NF-H £ 0,6 %); za 3
dni transdiferencirane: GFAP + 27,4 %, MAP2 + 4,3 %, NF-H + 1,1 %; za 9 dni
transdiferencirane: GFAP + 13,8 %, MAP2 + 7,9 %, NF-H + 7,9 %.

V Prilogi E so prikazani rezultati o delezih pozitivnih celic za vsako Zzival posebej.
Podatkom, pridobljenih iz dveh meritev, smo izra¢unali geometrijsko sredino ter jih nato
zdruzili v skupine glede na spol, iz katerih smo osamili MMC.

S pomocjo Thompson Tau koeficienta (za tri meritve) smo dolo¢ili potencialne tehni¢ne
osamelce in jih odstranili. Nato smo preracunali povpre¢je, 1x standardno deviacijo pri 95
% intervala zaupanja in dvakratno standardno deviacijo pri 99 % intervala zaupanja treh
zivali istega spola za vsak oznacevalec posebej (Slika 32).

Analize na pretonem citometru so pokazale, da se celicni oznaevalci skozi
transdiferenciacijo MMC spreminjajo, ne glede na to, iz katerega spola smo MMC osamili.
IzraCunana standardna deviacija je pri¢akovana, saj smo delali z Zivim bioloskim
materialom.

Preglednica 14: Primer izlo¢anja tehni¢nih osamelcev s pomo¢jo Thompson Tau koeficienta za tri tehni¢ne
meritve nediferenciranin MMC, GFAP (-) celic.

Statisti¢ni Tau vrednost krat StDev Osamelec
3 teh.pon. . |Xi'XpnvpreEje|
parametri (vzorca) test
0,1 Povpredje 0,933333 0,883333 OSAMELEC
1,4 StDev (vzorec) | 0,765398 0,881080 0,416667
1,4 Tau vrednost 1,151141 0,466667
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Delezi pozitivno oznacenih celic pri nediferenciranin MMC moskega spola so naslednji:
GFAP 2,3+ 1,4 %, MAP2 0,7 + 0,4 %, NF-H 1,4 + 0,8 %, nediferenciranih MMC Zenskega
spola: GFAP 5,3 + 1,1 %, MAP2 1,4 %, NF-H 0,9 + 0,3 %, 3 dni transdiferencirane MMC
moskega spola: GFAP 90,4 + 0,6 %, MAP2 33,6 = 0,1 %, NF-H 32,6 + 0,8 %, 3 dni
transdiferencirane MMC Zenskega spola: GFAP 73,5 + 22,3 %, MAP 22,8 + 5,4 %, NF-H
33,3 = 1,4 %, 9 dni transdiferencirane MMC moskega spola: GFAP 17,8 + 12,1 %, MAP2
9,0 £ 5 %, NF-H 8,7 + 0,4 %, 9 dni transdiferencirane MMC Zenskega spola: GFAP 30,9 +
14,3 %, MAP2 13,6 + 10,7 %, NF-H 11,7 + 11,0 %.
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Slika 32: Delez pozitivnih celic (%) za GFAP, MAP2 in NF-H v treh ¢asovnih to¢kah za moski in Zenski spol.
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5 RAZPRAVA

Nevrodegenerativne bolezni povzro¢ajo resne tezave predvsem v bolj razvitih drzavah, ker
se Stevilo ostarelega prebivalstva vsako leto povecuje. Ena od novih resitev za zdravljenje
teh bolezni je uporaba mati¢nih celic s pomoé¢jo regenerativne medicine. Zagotovo
predstavlja uporaba mezenhimskih mati¢nih celic iz maSc¢obnega tkiva pomemben obetajoc
dejavnik za prihodnost modeliranja nevrodegenerativnih bolezni, kot tudi postavitev
biolosko-farmacevtske platforme za iskanje novih zdravil. Do danes je v strokovni literaturi
kar nekaj znanstvenih objav o sposobnostih transdiferenciacije mezenhimskih mati¢nih
celic, osamljenih iz mascobnega tkiva ¢loveka, v celice zivénega sistema (Ahmadi in sod.,
2012; Ashjian in sod., 2003; Neuhuber in sod., 2004; Rodriguez in sod., 2005; Safford in
sod., 2002; Tomita in sod., 2013; Yu in sod., 2011). Kljub temu, da veliko mehanizmov o
poteku procesa transdiferenciacije ni znanih (Sisakhtnezhad in Matin, 2012), Se vedno ni
jasna njihova uporabnost na dolgi rok. Nekateri znanstveniki dvomijo v sposobnosti
transdiferenciacije MMC v Zivéne ali oporne celic zivénega sistema. Izvedena je bila
raziskava, pri kateri so pokazali, da so morfoloske spremembe transdiferencirane MMC
posledica citoplazmatskih sprememb, ki jih povzro¢a depolarizacija F-aktina zaradi stresa,
ki ga povzroc¢ajo kemijski dejavniki v gojiscu in ne razSiritev novih mikrotobularnih
elementov novo nastalih celic (Neuhuber in sod., 2004). Zato ima veterinarska medicina
veliko prednost pri vkljuéevanju zivali v podobne raziskave predvsem zaradi bolj
sprejemljive zakonodaje (de Bakker in sod., 2014). Pes se je izkazal kot najbolj primerni
model v predklini¢nih Studijah, saj je morfolosko zelo podoben ¢loveku (Smith, 2008).
Predklini¢nih $tudij o uporabi transdiferenciranih pasjih MMC v celice ZivEnega sistema v
literaturi nismo zasledili, zato naSe raziskovalno delo predstavlja le en del mozaika o
zdravljenju nevrodegenerativnih bolezni in ostalih poskodb zivénega sistema ter ponuja
moznost o prenosu podobnih terapij na ¢loveka.

Pri transdiferenciaciji so MMC izpostavljene stresnim dejavnikom, ki povzrocajo
preureditev znotraj citoplazme. Na§ cilj je bil spremeniti MMC (en celi¢ni tip) v celice
Zivénega sistema (drug celi¢ni tip) tako, da smo dodali signalne molekule in rastne
dejavnike, ki povzrocajo spremembe znotraj delitvenega cikla celic. Po osamitvi MMC iz
mascobnega tkiva nismo imeli popolnoma ciste kulture MMC, saj je vsebovala tudi veliko
fibroblastov in nekaj limfocitov, ki imajo podobno velikost kot MMC (Zuk in sod., 2001).
Po pregledu veliko strokovne literature, ki opisuje sestavne elemente gojisca, s katerim
transdiferencirajo MMC v Ziv¢ne celice, Smo seznam teh gojis¢ prikazali v preglednici 3.
Vecina raziskovalnih skupin uporablja podobne kemikalije (npr. BHA, DMSO, BME,
valproicna kislina, forskolin, hidrokortizol, inzulin) in prepisovalne dejavnike (npr. BDNF,
bFGF, bEGF) v kombinaciji s kemijskimi molekulami, ki vplivajo na regulacijo in
spreminjanje znotraj delitvenega cikla celic (Kim in sod., 2014; Chung in sod., 2013;
Neupane in sod., 2008; Kamishina in sod., 2006,).
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V zacetku smo poskusali prilagoditi ze obstojece postopke za transdiferenciacijo MMC iz
mascobnega tkiva psa, vendar poskusi niso bili uspesni (Neuhuber et al., 2004; Woodbury
in sod., 2000; Zemelko et al., 2013). Prvi¢, imeli smo teZave z nasaditveno gostoto celic v
gojitvenih posodicah, saj smo upostevali nasaditveno gostoto 0,5 x 10* celic/cm?, kot so
opisali Sago in sod. (2007) za transdiferenciacijo MMC osamljenih iz mas¢obnega tkiva psa.
Drugié¢, nismo mogli fiksirati celic na krovna stekelca, prevlecena s poli-L-lizinom, kot so
opisali Lim in sod. (2010). Tretji¢, nismo mogli zagotoviti ustrezne viabilnosti (vsaj 90 %
viabilnosti) po tri dnevnem tretiranju v diferenciacijskemu gojisc¢u, ki je vsebovalo 2 %
DMSO, 200 mM BHA, 1 mM BME (Woodbury in sod., 2000). Preizkusili smo tudi drugo
gojisce, ki je vsebovalo 200 uM BHA; 5 mM KCL; 2 mM valproi¢ne kisline; 10 pM
forskolina; 1 uM hidrokortizola in 5 pg/mL inzulina (Park in sod., 2012; Safford in sod.,
2002), vendar ponovno nismo bili uspesni.

Dodatno strokovno znanje smo pridobili med Studijsko prakso (podprto s strani Norveskega
sklada za razvoj kadrov) na oddelku za nevrofiziologijo (Medicinska fakulteta na Univerzi
v Oslu) pod vodstvom prof. dr. Joela Gloverja, kjer smo tudi izvedli poskuse za magistrsko
delo. Glede na njihove dolgoletne izkusnje s transdiferenciacijo embrionalnih mati¢nih celic
v zivéne celice so predlagali posredni pristop transdiferenciacije MMC z rastnimi dejavniki
ob tretiranju v pre-diferencijskem gojis¢u STIM1 ter nadaljno transdiferenciacijo v gojiscu
NIM (Preglednica 6). Osredotocili smo se na postopke nevrotransdiferenciacije, ki
vsebujejo kombinacijo bazicnega fibroblastnega dejavnika bFGF in bazicnega
epidermalnega rastnega dejavnika bEGF, pri ¢emer nastanejo vmesne nevrosferne celi¢ne
oblike. Nato smo celice dodatno tretirali z nevrotvornim dejavnikom (N2), B27 dodatkom v
kombinaciji z retinojsko kislino (Anghileri in sod., 2008; Razavi in sod., 2013; Zemelko in
sod., 2013). Spremenili smo tudi nasaditveno gostoto 10000 celic/cm? (Park in sod., 2012)
v T-25 cm? gojitvenih posodicah in upostevali priporocila raziskovalne skupine prof. dr.
Joela Gloverija (Boulland et al., 2013). Uporabili smo nasaditveno gostoto 100000 celic/cm?
v T-25-cm? gojitvenih posodicah za nevrotransdiferenciacijo. Posebnost v nasi raziskavi je
testiranje razli¢nih koncentracij retinojske kisline (10 nM, 100nM in 10 uM), dodane v
diferenciacijsko gojisce. V literaturi ve¢inoma uporabljajo 100 nM retinojske kisline (Tong
in sod., 2010), vendar kako so prisli do te koncentracije, ni opisano. Ze po prvem poskusu
smo opazili prve morfoloske spremembe: vretenaste celicne oblike in sorazmerno velika
jedra v primerjavi s citoplazmo, kot jih opisujejo tudi Kim in sod. (2014). Dodatno smo
preucevali vpliv razlinih koncentracij retinojske kisline s pomocjo spremljanja viabilnosti
MMC, kar nam je dalo vedeti, kako razlicne koncentracije retinojske kisline v gojiscu
vplivajo na pasje MMC v celi¢ni kulturi. Opazili smo tudi morfoloske razlike med razli¢nimi
koncentracijami retinojske kisline v celi¢ni kulturi, opisano v poglavju 4.1. Zeleli smo
potrditi mofroloske spremembe, ki spominjajo na celice zivénega sistema s pomocjo
imunobarvanja, pri ¢emer smo izbrali specificne zivéne celi¢ne oznacevalce, opisane v
preglednici 9 in preglednici 10. Po izvedeni imunohistokemiji na pasjih mozganskih
rezinah smo dolocili, da so za izbrana zivéna oznacevalca najbolj primerna kungja protitelesa
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proti GFAP, MAP2 in NF-H. Ko smo izbrali primerna protitelesa za dolocanje celi¢nih
oznacevalcev, smo izvedli imunocitokemijo MMC, ki smo jih nasadili na okrogla krovna
stekelca, prevleCena z Lamininom. Zamenjava poly-L-lizina z lamininom je bistveno
pripomogla, da smo celice bolj uspesno pritrdili na okrogla krovna stekelca, pri tem da so se
celice nemoteno namnoZzevale. Laminin se najveckrat uporablja za pritrjevanje zivcnih celic
na krovna stekelca za metodo imunobarvanja.

Pokazali smo, da se celicni oznafevalec GFAP za glija celice izraza po treh dneh
transdiferenciacije v NIM gojis¢u (pri 10 nM in 100 nM koncentracijah retinojske kisline).
Po devetih dneh tretiranja v NIMa gojiscu se zgodba nekoliko sprementi, saj signala za GFAP
nismo ve¢ zaznali. Zaznali SMO znotraj celi¢na filamentna oznacevalca NF-H in MAP2,
specificna za odrasle zivéne celice. Dejansko odrasle Zivéne celice rastejo na opornih celicah
ZivEnega sistema, zato je vecja nasaditvena gostota MMC v gojitveni posodici pripomogla
k uspesnejsi transdiferenciaciji MMC v Zivéne celice. Podobne ugotovitve so objavile tudi
druge raziskovalne skupine (Park in sod., 2012; Zuk in sod., 2002; Lim in sod., 2010; Safford
in sod., 2004). Odlocili smo, da je gojis¢e NIMa (10 nM retinojska kislina) najbolj primerno
za transdiferenciacijo v oporne (glija) in odrasle Zivene celice (nevrone) na osnovi
viabilnosti in izrazanja celi¢nih oznacevalcev. Pri tej koncentraciji so celice po devetih dneh
transdiferenciacije dosegle 90 % viabilnost. Pri 10 uM koncentracije retinojske kisline so
celice po devetih dneh transdiferenciacije dosegle le 60 % viabilnost. Poleg tega smo pri
spremljanju mofroloskih sprememb zaznali veliko prisotnost apoptoti¢nih celic, razsirjeno
citoplazmo, kjer se vidijo zrnate celi¢ne organele. Zato smo sklepali, da visoka koncentracija
retinojske kisline vpliva toksi¢no na celice. Aktivirajo se druge metabolne poti, ki vodijo k
hitremu namnozevanju celic, tako da privedejo do mutacije in na koncu do propada celic.

Nato smo isti poskus ponovili v centru za genomiko zivali na Veterinarski fakulteti v
sodelovanju s podjetjem Animacel in osamljene mezenhimske mati¢ne celice iz mas¢obnega
tkiva psa uspesno transdiferencirali v celice zivénega sistema (glija in nevroni). Uporabili
smo osamljene MMC iz maScobnega tkiva Sestih pasjih pacientov (tri psice in trije psi, vsi
stari med 2 in 9 leti) podjetja Animacel, katerih lastniki so podpisali pisno soglasje za
uporabo shranjenih mati¢nih celic v raziskavi. Uspesno transdiferencirane MMC smo
karakterizirali s pomocjo celi¢nih oznacevalcev znacilnih za celice Zivénega sistema: GFAP,
MAP2 in NF-H. Spremljali smo morfoloske spremembe MMC v celi¢ni kulturi in viabilnosti
celic skozi Cas transdiferenciacije. Uporabili smo metode imunobarvanja z namenom
kvalitativnega spremljanja celi¢nih oznacevalcev s pomocjo flurescencne in konfokalne
mikroskopije ter pretocno citometrijo za kvantitativno dolocanje specificnih oznacevalcev,
ki so prisotni med procesom transdiferenciacije.
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5.1 KARAKTERIZACIJA TRANSDIFERENCIRANIH PASJIH MMC

Prve morfoloske spremembe smo opazili po 48 urah tretiranja MMC v STIM1 gojiscu, ki
vsebuje rastne dejavnike EGF in FGF. Potrdili smo tvorbo nevrosfernih oblik, ki nastanejo
ob prisotnosti teh dveh rastnih dejavnikov v gojis¢u (Lim in sod., 2010). Po 3 dnech
transdiferenciacije se je Stevilo nevrosfer bistveno povecalo ob tretiranju v NIMa gojiscu.
Poleg tega smo opazili sferno - vretenaste oblike z velikimi jedri in stranskimi podaljski, ki
spominjajo na oporne celice zivénega sistema. Po Sestih dneh smo opazili bistvene
morfoloske spremembe, saj so se sferno - vretenaste oblike spremenile v zvezdaste oblike z
veliko izrastki, ki se prepletajo med seboj (slika 19). Transdiferencirane celice zivénega
sistema so po velikosti med 30 um in 60 pum. Tudi druge znanstvene objave potrjujejo
podobne morfoloske spremembe, kot smo jih ugotovili sami (Anghileri et al., 2008; Park in
sod., 2012; Safford in sod., 2002). Pri optimizaciji in iskanju ustreznega gojis¢a smo opazili,
da je bila nasaditvena gostota MMC v gojitvenih posodicah zelo pomembna, zaradi boljse
nevrotransdiferenciacije v odraslih Ziv¢nih celicah. Zato smo se odlo¢ili, da osamljene MMC
iz maScobnega tkiva najprej nasadimo v gojilne posodice za 24 ur in jih nato namnozimo v
Animacel goji¢u. Sele po dosezeni 80 % konfluentnosti nadaljujemo s transdiferenciacijo
v NIMa gojiscu. Poleg dodanih rastnih dejavnikov imajo mezenhimske mati¢ne celice
sposobnost izlo¢anja drugih citokinov, ki povecajo komunikacijo med celicami v kulturi
(Caplan in Dennis 2006).

S pomocjo Stetja celic pri vsaki tocki transdiferenciacije za posamezno Zival, smo Zeleli
pridobiti tri pomembne informacije: 1. ali Stevilo celic upada ob tretiranju MMC v
diferenciacijskem gojis¢u NIMa; 2. kak$na je viabilnost, ki nam daje informacije 0
toksi¢nem vplivu gojis¢a na celice in njihovo sposobnost prezivetja med transdiferenciacijo
(meritve v treh tockah: nediferencirane, 3 dni in 9 dni po transdiferenciaciji) 3. ali opazimo
razliko med rastjo moskih in Zenskih MMC med transdiferenciacijo. Ugotovili smo veliko
variacijo v populaciji med pridobljenimi rezultati o Stevilu celic in njihovimi viabilnostmi v
posamezni to¢ki transdiferenciacije, tudi med istimi spoli. Ceprav rezultati nakazujejo, da se
celi¢na koncentracija po treh dneh transdiferenciacije poveca priblizno trikrat in po devetih
dneh pade priblizno dvakrat pri vseh Zivalih, statistika govori nasprotno. Pridobljeni podatki
niso statisticno znacilni (p > 0,05) pri 95 % intervala zaupanja, pri vseh tockah
transdiferenciacije. Zato nismo mogli primerjati celi¢ne rasti transdiferenciranih MMC glede
na spol. Rezultati so pricakovani, saj so vsi psi vklju¢eni v poskus razline starosti ter
izhajajo 1z razliénih pasem. Standardna deviacija nakazuje, da so za uspeSnost
transdiferenciacije pomembni drugi dejavniki. Zavedati se moramo, da je transdiferenciacija
nakljuéni proces, ki naklju¢no povzrofa spremembe znotraj delitvenega cikla celic.
Retinojska kislina ima sposobnost aktivacije post-mitoti¢nega, nevralnega fenotipa in vitro
v razliénih mati¢nih celicah, kar potrjuje teorijo o njenem sodelovanju pri preklopu med
namnozevanjem in diferenciacijo celic (Kim in sod., 2002; Sanchez-Ramos in sod., 2000).
Poleg tega Se vedno ne poznamo natancnega mehanizma transdiferenciacije MMC na
splosno.
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Rezultati viabilnosti so pokazali statisticno znacilne rezultate (p < 0,05), opazili smo padec
1z 97 % na 93 % pri moSkemu spolu in 1z 99 % na 83 % pri Zenskemu spolu po devetih dneh
transdiferenciacije MMC v Zivéne celice. Podobne ugotovitve, vendar ne glede na spol, iz
katerega izhajajo MMC, je pokazala raziskovalna skupina Safford in sod. (2004), kjer so
opazili 35 % viabilnost celic po petdnevnem tretiranju v nevralnem gojis¢u. Po Stirinajstih
dneh so MMC popolnoma umrle. Nedvomno so MMC iz masc¢obnega tkiva pokazale
namnozevalni potencial, ceprav so v diferenciacijskem gojis¢éu komponente, ki preusmerjajo
in kontrolirajo celi¢no delitev. Ni raziskano ali je padec viabilnosti celic povezan z apoptozo,
celi¢no nekrozo ali pa kombinacija teh dveh mehanizmov.

Oporne celice zivénega sistema imajo zvezdaste, razvejane oblike, ki tesno sodelujejo z
zivénim celicam in pomagajo pri njihovemu delovanju. Celi¢ni oznacevalec GFAP je
fibrilarni protein astrocitov, ki smo ga zasledili v celi¢ni kulturi po treh dneh
transdiferenciacije v NIMa gojis¢u. Po devetih dneh transdiferenciacije v NIMa gojis¢u
signala za GFAP z metodo imunobarvanja pri vseh Sestih zivalih nismo ve¢ zasledili. Razlog
bi lahko bil v majhnem Stevilu celic, ki so ostale pritrjene na lamininski podlagi v gojitvenih
posodicah. Posledi¢no celi¢na komunikacija ni bila omogocena, zato celice niso nadaljevale
s procesom transdiferenciacije. Iz druge strani pa lahko re¢emo, da so oporne celice Zivénega
sistema opravile svojo nalogo in omogocile razvoj odraslim Zivénim celicam. Izrazanje
GFAP proteina se je utiSalo in zaceli so se izrazati proteini, znacilni za odrasle Zivéne celice,
ki smo jih po devetih dneh transdiferenciacije zaznali z metodo imunobarvanja. Pri
nediferenciranin MMC smo po treh dneh transdiferenciacije v NIMa gojis¢u z metodo
imunobarvanja opazili slab signal izrazanja GFAP podobno, kot so pokazali Jang in sod.
(2010). Razloga za slab signal nediferenciranih celic nismo dodatno raziskali. Izklju¢ili smo
moznost nespecifiéne vezave celi¢nega oznacevalca GFAP, ker ima monoklonsko protitelo
zelo specifiéno vezavo na antigen. Jang in sod. (2010) so opisali, da gre v primeru, ko
zaznamo signal enega celinega oznaCevalca, za dolocitev naravne sposobnosti
transdiferenciacije MMC iz mascobnega tkiva v oporne celice zivénega Sistema. Poleg tega
druge raziskovalne skupine opisujejo, da nediferencirane MMC izrazajo razli¢ne predniSke
celi¢ne oznacevalce podobno, kot je znano za ostale matic¢ne in predniske celi¢ne populacije
(Ramos in sod., 2002; Sond in sod., 2001; Woodbury in sod., 2000). Z dokazovanjem
prisotnosti beljakovine NF-H in MAP2 v casovnih to¢kah po izpostavitvi pogojem za
transdiferenciacijo smo dokazali, da smo MMC transdiferencirali tudi v odraslih zivénih
celicah. Pokazali smo njihovo izrazanje s pomo¢jo imunobarvanja po treh in devetih dneh
transdiferenciacije v NIMa gojis¢u pri obeh spolih (Safford in sod. 2004; Park in sod., 2012).

Analize na pretonem citometru so pokazale, da se celicni oznacevalci skozi
transdiferenciacijo MMC spreminjajo ne glede na to, iz katerega spola smo MMC osamili.
IzraCunana standardna deviacija je pri¢akovana, saj smo delali z Zivim bioloskim
materialom. Potrdili smo teorijo, da oporne celice Zivénega sistema spodbujajo rast in
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delovanje ziv¢nih celic, saj smo po 3 dneh transdiferenciacije pricakovano zaznali njihovo
izrazanje. S ¢asom je GFAP iz 90,4 £ 0,6 % (3 dni transdiferenciacije) padel na 17,8 + 12,1
% (9 dni transdiferenciacije) pri moskemu spolu, in iz 73,5 + 22,3 % (3 dni
transdiferenciacije) padel na 30,9 + 14,3 % (9 dni transdiferenciacije) pri zenskemu spolu.
Podobne rezultate so objavili tudi Safford in sod. (2002) in Safford in sod. (2004), da se
GFAP po 24 urah izraza v 87,6 = 5,6 %. Opazili smo tudi pozitivno izrazanje celi¢nih
oznacevalcev za MAP2 (33,6 £ 0,1 % moskega spola in 22,8 + 5,4 % zenskega spola) in
NF-H (32,6 £ 0,8 % moskega spola in 33,3 + 1,4 % Zenskega spola) po treh dneh
transdiferenciacije, vendar se njihovo izrazanje bistveno ne spreminja tudi po devetih dneh
transdiferenciacije za MAP2 (9,5 + 5 % moskega spola in 13,6 + 10,7 % zenskega spola) in
NF-H (8,7 £ 0,4 %, moskega spola in 11,7 = 11,0 % Zenskega spola), tako pri Zenskem kot
pri moskem spolu. Iz rezultatov ne moremo dolociti razlike med transdiferenciacijo moskim
in zenskim MMC, med razli€nimi to¢kami tretiranja z diferenciacijskim gojis¢em NIMa.

Z naSo raziskavo smo potrdili, da so se mezenhimske mati¢ne celice iz maS¢obnega tkiva
psa sposobne transdiferencirati v celice zivénega sistema, tako oporne kot odrasle zivéne
celice.
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6 SKLEPI

Potrdili smo moznost transdiferenciacije mezenhimskim mati¢nih celic, osamljenih iz
mascobnega tkiva psa, v celice zivénega sistema. Pokazali smo pozitivno izrazanje celi¢nih
oznacevalcev, tako za oporne ziveéne celice (astro, glija) kot tudi za zivéne celice (nevroni).

Celicna gostota v gojitvenih posodicah igra pomembno vlogo pri procesu
transdiferenciacije. Cim bolj je gosto nasajena populacija MMC v gojitvenih posodicah, tem
boljse sodelovanje je med celicami na tak nacin, da zacnejo izlocati dodatne neznane
molekule, ki pomagajo pri transdiferenciaciji MMC v celice zivénega sistema.

Koncentracija retinojske kisline je kot pomembni dejavnik v gojis¢u za transdiferenciacijo
kljuénega pomena za transdiferenciacijo MMC v celice Zziv€nega sistema. Visoka
koncentracija retinojske kisline, kot je 100 uM, lahko vpliva toksi¢no na celice, celi¢na
viabilnost pade in ni dobrega komuniciranja med celicami.

Ob casovnem spremljanju procesa transdiferenciacije s pomocjo celi¢nih oznac¢evalcev Smo
opazili tri klju¢ne parametre. Prvi¢, delez izraZzanja GFAP pozitivnih celic se je najprej
izrazito povecal (po 3 dneh transdiferenciacije) ter nato padel za skoraj 50 % (po 9 dneh
transdiferenciacije). Drugi¢, deleZ izrazanja MAP2 in NF-H je stalen pri vseh testiranih
zivalih med 3 in 9 dnevno transdiferenciacijo v NIMa gojiscu. Tretji¢, opazili smo slab
pozitivni signal izrazanja GFAP pri nediferenciranih MMC po 3 dneh gojenja celic v
navadnemu rastnemu mediju, za katerega domnevamo, da imajo MMC, osamljene iz
mascobnega tkiva psa, naravno sposobnost transdiferenciacije v zivéne celice.

Spolne razlike med osamljenimi celicami med karakterizacijo transdiferenciranih celic
nismo opazili. Zelo majhno razliko sposobnosti boljSe transdiferenciacije z manjSo
standardno deviacijo med ponovitvami kazejo celice, osamljene iz moskega spola. Pri
osamljenth MMC Zenskega spola opazamo pri vseh poskusih transdiferenciacije slabso
celi¢no rast, Ceprav smo zaceli iz iste celicne pasazZe. SlabSo transdiferenciacijo prepisujemo
njihovi slabsi celicni rasti.
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7 POVZETEK

Mezenhimske mati¢ne celice imajo veliko prednosti predvsem zaradi odsotnosti eticnih
zadrzkov, Stevilnih virov tkiv, iz katerih jih lahko osamimo, nizke imunogenosti, ne prihaja
do nastankov teratomov, kar jih uvrs¢a med najbolj zazelene celice v klinicnih Studijah.
Mascobno tkivo predstavlja ogromen in enostavno dostopen vir mezenhimskih mati¢nih
celic. Postopek odvzema ko$¢kov mas¢obnega tkiva iz psa poteka na zelo neinvaziven naéin,
z liposukcijo, biopsijo ali manj$im kirurSkim posegom Vv lokalni anesteziji. Leta 2008 so
prvi¢ objavili prilagojen postopek osamitve MMC iz masCobnega tkiva psa in pokazali
njihovo sposobnost pritrjevanja na plasti¢ne gojitvene posodice. Pasje mezenhimske mati¢ne
celice (MMC), osamljene iz mascobnega tkiva, se vedno bolj uporabljajo v bazi¢nih
raziskavah transdiferenciacije MMC v zivéne celice in/ali oporne celice zivénega sistema.
Proces transdiferenciacije mati¢nih celic iz maS¢obnega tkiva je tesno povezan s celi¢nim
reprogramiranjem, ki omogoca spremembe znotraj delitvenega cikla celic. MozZnost
transdiferenciacije MMC v celice Zivénega sistema je zelo pomembna za razvoj nadaljnjih
terapij zdravljenja poskodb centralnega ZivEnega sistema z mati¢nimi celicami iz mas¢obe.
V tem primeru bi zdravljenje psov s poSkodbami centralnega zivénega sistema ali z
nevrodegenerativnimi boleznimi lahko pripomoglo tudi k hitrejSemu razvoju zdravljenja
taksnih tezav pri ljudeh.

Med raziskovalnim delom smo najve¢ ¢asa porabili za optimizacijo protokolov in ustreznih
komponent diferenciacijskih gojis¢ za uspesno transdiferenciacijo MMC v Zziv¢ne celice.
Testirali smo 3 pred-diferenciacijska gojisc¢a in 6 diferenciacijskih gojis¢, da smo na koncu
izbrali pre-diferenciacijsko STIM1 in diferenciacijsko NIMa gojis¢e. Gojisce STIMI
vsebuje rastne dejavnike EGF, bFGF in B27, medtem ko NIMa vsebuje B27, N2 dodatka,
FBS, antibiotik in 10 nM retinojsko kislino.

Kljuéna parametera za uspe$no transdiferenciacijo MMC v Ziv¢nih celicah sta dovolj veliko
Stevilo celic v gojitveni posodici in ustrezna koncentracija retinojske kisline v gojis¢u. Ob
tak$nih pogojih smo uspesno transdiferencirali pasje MMC, osamljene iz mas¢obnega tkiva.

Transdiferencirane celice smo karakterizirali s pomoc¢jo imunobarvanja in pretocne
citometrije. Celi¢ni oznacevalec GFAP je fibrilarni protein astrocitov, ki smo ga zasledili v
celi¢ni kulturi po 3 dneh transdiferenciacije v NIMa gojis€u. Po 9 dneh transdiferenciacije v
gojis¢u NIMa pa se je signal za GFAP znizal za skoraj 50 %. Z dokazovanjem prisotnosti
celicnih oznacevalcev NF-H in MAP2 v cCasovnih tockah po izpostavitvi pogojem za
transdiferenciacijo smo dokazali, da smo MMC transdiferencirali tudi v odraslih ziv¢énih
celicah in njihov delez pozitivnih celic se je gibal med 15 % in 30 %, tako pri moskih kot
pri zenskih celicah. Bistvene razlike v uspesnosti transdiferenciacije med spoloma, iz katerih
smo osamili MMC, nismo opazili.
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PRILOGA A

Morfoloske spremembe pasjih MMC po 48h tretiranju v pre-diferenciacijskem gojiscu
STIM 1 in diferenciacijskem gojis¢u NIMb

NIMb diferenciacijsko gojisc¢e A: transdiferencirani MMC po 3 dnevnem tretiranju z NIMb, 10x povecava;
B: transdiferencirani MMC po 3 dnevnem tretiranju z NIMb, 40x povecava; C: transdiferencirani MMC po
6 dnevnem tretiranju z NIMb, 10x povecava; D: transdiferencirani MMC po 6 dnevnem tretiranju z NIMb,
20x povecava. Opazimo prve vidne morfoloske spremembe, ki kazejo, da so se nevrosferi spremenili v
celice, ki imajo podobno morfologijo kot zivéne celice; E: transdiferencirani MMC po 9 dnevnem tretiranju
z NIMb, 10x povedava; F: transdiferencirani MMC po 9 dnevnem tretiranju z NIMb, 20x povecava;
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PRILOGA B
Morfoloske spremembe pasjih MMC po 48 urnem tretiranju v pre-diferenciacijskem
£0jis¢u STIM 1 in diferenciacijskem gojiSc¢u NIMc

NIMc diferenciacijsko gojis¢e A: transdiferencirani MMC po 3 dnevnem tretiranju z NIMc, 10x povecava;
B: transdiferencirani MMC po 3 dnevnem tretiranju z NIMc, 40x povecava; C: transdiferencirani MMC po 6
dnevnem tretiranju z NIMc, 10x povecava; D: transdiferencirani MMC po 6 dnevnem tretiranju z NIMc, 20x
povecava. Opazimo prve vidne morfoloske spremembe, ki kazejo, da so se nevrosferi spremenili v celice, ki
imajo podobno morfologijo kot zivéne celice; E: transdiferencirani MMC po 9 dnevnem tretiranju z NIMc,
10x povecava; F: transdiferencirani MMC po 9 dnevnem tretiranju z NIMc, 20x povecava;
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PRILOGA C
Transdiferenciacija pasjih MMC, osamljenih iz mas¢obnega tkiva (moski spol).

nediferencirani 3 dni transdiferencirani 9 dni transdiferencirani
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PRILOGA D
Transdiferenciacija pasjih MMC, osamljenih iz mas¢obnega tkiva (zenski spol).

nediferencirani 3 dni transdiferencirani

GFAP

MAP2

NF-H
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PRILOGA E

Tabelarni prikaz podatkov, pridobljenih z merjenjem deleza pozitivnih celic za GFAP, MAP2 in NF-H oznacevalcev pri vseh Zivalih
vkljuéenih v magistrskem delu.

STDEV.P glede na
celi¢ni oznacevalec za
vseh 6 zivali

Celi¢ni AT0615 ATO0515 CRO115 CRO0315 SLO0115 AT0215
oznadevalci (M) (M) (M) 2) ) 2)

Casovne tocke

GFAP 2,0 3,8 11 4.4 6,5 5,0 2,0
MAP2 0,3 0,9 11 0,1 1,4 1,4 0,6
NF-H 0,8 11 2,3 0,6 0,9 1,1 0,6
GFAP 26,3 90,0 90,8 81,6 90,6 48,3 27,4
MAP2 33,7 33,5 33,6 30,3 22,8 33,2 4,3
NF-H 33,5 32,1 32,3 34,0 31,7 34,2 1,1
GFAP 16,8 6,2 30,3 16,0 44,6 32,1 13,9
MAP2 12,4 3,3 11,4 2,1 15,3 23,3 7.9
NF-H 8,9 2,2 8,4 1,0 11,2 23,0 7.9
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PRILOGA F

Tabelarni prikaz povpre¢nih delezev pozitivnih celic za GFAP, MAP2 in NF-H oznacdevalcev glede na spol.

Povpregje SD(S) 2*SD(S) SD(S) 2*SD(S)
Casovne tocke Celiévn : . Moski spol Zenski spol Moski spol Zenski spol

oznacevalci

GFAP 2.3 53 1,4 2,7 11 2,1
MAP2 0,7 1,4 0,4 0,8 0,0 0,1
NF-H 1,4 0,9 0,8 1,6 0,3 0,5
GFAP 90,4 73,5 0,6 11 22,3 44,6
MAP2 33,6 28,8 0,1 0,2 54 10,7
NF-H 32,6 33,3 0,8 15 14 2,8
GFAP 17,8 30,9 12,1 24,2 14,3 28,7
MAP2 9,0 13,6 50 10,0 10,7 21,4
NF-H 8,7 11,7 0,4 0,7 11,0 22,0
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PRILOGA G

Tabelarni prikaz statisti¢no obdelanih rezultatov viabilnosti celic med transdiferenciacijo v treh ¢asovnih tockah.

Oznaka psa S:g{oevne Povl-)reéno Stevilo celic Geo-metrl jska sredina SE sum STDEV Varianca__ Y retiot
transdif. | %0 zive % mrtve % zive % mrtve (SE) (populacija)

ATO0515 (M) 97,34 2,66 0,32214

CRO115 (M) 2 99,27 073 97,91 2,08 185050 | 2779 | 1,179 0,926276978

AT0615 (M) 'S 97,13 2,87 0,60626

ATO0215 (Z) g 99,35 0,65 0,00688 0,090064445

CRO0315 (7) 2 9899 1,01 99,27 073 007948 | 0126 |0251 0,042067211

SLO0115 (Z) 99,47 0,53 0,03985

ATO0515 (M) 1,89933

CRO115 (M) 029037 | 2919 | 1,208 0,973134076

AT0615 (M) 0,72978
AT0215 (Z) 0,00159
CRO0315 (Z) 0,00018

0,162317146

0,002 0,035 0,000827084

SLO0115 (Z) 0,00071
ATO0515 (M) 2 [o9238 7,62 124840
(5~

CRO115(M) | & |[9394 6,06 93,50 6,50 020150 | 1911 | 0,977 0,636825289

ATO0615 (M) E 94,17 5,83 0,46062

AT0215 () 8 [eart 15,29 170179 0,00624561
CRO0315 (Z) g 85,11 14,89 83,40 16,57 92582 | 13,240 | 2,573 4,412745976

SLO0115 () | & | 8047 19,53 8,61277




