UNIVERZA V LIJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ BIOTEHNOLOGIJE

Gasper KLANCAR

PRIMERJAVA METOD IZOLACIJE MEZENHIMSKIH MATICNIH
CELIC IZ HUMANEGA KOSTNEGA MOZGA Z IMUNOMAGNETNO
SELEKCIJO IN ADHERENCO NA PLASTIKO

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij

COMPARISON OF ISOLATION METHODS OF MESENCHYMAL
STEM CELLS FROM HUMAN BONE MARROW USING
IMUNOMAGNETIC SELECTION OR PLASTIC ADHERENCE

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2011



POPRAVKI



Klangar G. Primerjava ... izolacije mezenhimskih ...celic ... mozga ... imunomagnetno selekcijo ...adherenco na plastiko. I
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

Strah namrec ni nic¢ drugega,
kakor da ¢lovek izgubi oporo,
ki bi mu jo dala misel.

Cim bolj pa popuiéa notranja
zmoznost presojanja,
tem usodnejse je nepoznavanje
vzroka, ki prinaSa trpljenje.

MDR 17,11-12



Klanc¢ar G. Primerjava ... izolacije mezenhimskih ...celic ... mozga ... imunomagnetno selekcijo ...adherenco na plastiko. 0
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

Diplomsko delo je nastalo v okviru univerzitetnega Studija biotehnologije na Biotehniski
fakulteti Univerze v Ljubljani. Eksperimentalni del naloge je bil opravljen v Laboratoriju
za preto¢no citometirjo in Laboratoriju za celi¢no biologijo Centra za imunohematologijo
na Zavodu RS za transfuzijsko medicino v Ljubljani v okviru raziskovalnega programa P3-
0371 Cloveske mati¢ne celice — napredno zdravljenje s celicami, v sodelovanju s
Klini¢nim oddelkom za hematologijo Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana.

Studijska komisija medoddelénega dodiplomskega $tudija biotehnologije je na seji dne 8.
6. 2011 za mentorja diplomskega dela imenovala doc. dr. Miomirja Knezevi¢a in za
somentorja izr. prof. dr. Primoza RoZmana.

Recenzentka: doc. dr. Tanja Kunej

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednica:  prof. dr. Branka JAVORNIK
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo

Clan: doc. dr. Miomir KNEZEVIC
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko
Biobanka d.o.0., Trzin

Clan: izr. prof. dr. Primoz ROZMAN
Zavod RS za transfuzijsko medicino, Ljubljana

Clanica: doc.dr. Tanja KUNEJ
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko

Datum zagovora: 26.8.2011

Izjavljam, da je naloga rezultat lastnega raziskovalnega dela. Podpisani se strinjam z
objavo svoje naloge v polnem tekstu na spletni strani Digitalne knjiznice Biotehniske
fakultete. Izjavljam, da je naloga, ki sem jo oddal v elektronski obliki, identi¢na tiskani
verziji.

Gasper KLANCAR



Klanc¢ar G. Primerjava ... izolacije mezenhimskih ...celic ... mozga ... imunomagnetno selekcijo ...adherenco na plastiko. T
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

SD
DK
KG

AV
SA

ZA
LI
IN

TD
op
J
JI
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACIJA

Dn

UDK 60:61(043.2)=163.6

medicina/biotehnologija/mezenhimske mati¢ne celice/kostni mozeg/izolacija/
CD271/imunomagnetna selekcija/lo¢evanje/adherenca na plastiko/preto¢na
citometrija/imunobarvanje

KLANCAR, Gasper

KNEZEVIC, Miomir (mentor)/ROZMAN, PrimoZ (somentor)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije

2011

PRIMERJAVA METOD IZOLACIJE MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIC 1Z
HUMANEGA KOSTNEGA MOZGA Z IMUNOMAGNETNO SELEKCIJO IN
ADHERENCO NA PLASTIKO

Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

XVII, 83 str., 17 pregl., 29 sl., 1 pril., 187 vir.

sl

sl/en

Za delo z mezenhimskimi mati¢nimi celicami (MMC) je pomembno, da imamo dobro
definirane in ponovljive metode osamitve, gojenja oz. proliferacije in diferenciacije celic.
Optimalen izbor teh metod je kljucen za zagotavljanje potrebne Cistosti posameznih celi¢nih
populacij. V diplomskem delu smo primerjali dve metodi osamitve MMC iz humanega
kostnega mozga. Celice smo osamili z imunomagnetno selekcijo (lo¢evanjem) ali z
Cell Growth Medium in NHEM Plus-NH Expansion Medium Plus z dodatkom citokinov, ki
omogocajo visoko proliferacijo MMC). Nas cilj je bil poiskati optimalno kombinacijo med
nac¢inom osamitve in vrsto uporabljenega gojis¢a. Na ve¢ Casovnih odsekih gojenja MMC
smo dolocili fenotipski sestav za MMC znacilnih pozitivnih celi¢nih oznacevalcev Stro-1,
CD73, CD90, CD105, CD166 in negativnega CD45, s ¢emer smo preverjali njihovo
uniformnost. Preverili smo tudi osteodiferenciacijsko sposobnost MMC gojenih v obeh
gojis¢ih. S kombinacijo prisotnosti celi¢nih oznacevalcev in analize sposobnosti
osteodiferenciacije MMC smo dolo¢ili, do katere pasaze je smiselno gojiti MMC. Ugotovili
smo, da je najprimernejSe gojis¢e MSCGM ne glede ali smo MMC osamili z adherenco na
plastiko ali imunomagnetnim lo¢evanjem. V tem gojis¢u so imele vse celice znacilen
fenotipski sestav MMC — so moc¢no pozitivne za celine oznacevalce CD90, CD73 in
CD166, majhen delez celic je bil pozitiven na Stro-1 in CD105 ter bile so negativne za
CD45. MMC so ohranile svoj znaéilen fenotip in sposobnost osteodiferenciacije do pasaze
10. V gojis¢u NHEM Plus pa celice izgubijo znacilen fenotip, delez CD73 in CD105
pozitivnih celic se po pasazi 7 zmanjsuje. Potrebni bi bili dodatni osteodiferenciacijski testi
za dolocitev ali MMC v tem gojiscu izgubijo sposobnost osteodiferenciacije. Zakljucili smo,
da je optimalna metoda pridobitve MMC adherenca na plastiko v kombinaciji z uporabo
gojis¢a MSCGM. S tem postopkom bi pridobili dovolj celic ustreznega fenotipa in
diferenciacijskega potenciala, ki bi bile primerne za uporabo v regenerativni medicini.
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It is very important to have successful, well defined and reproducible isolation and culture
methods when mesenchymal stem cells (MSCs) are used. Optimal selection of these
methods is a key to ensure the necessary purity of individual cell lines. In this research
project we compared two different isolation techniques for isolation of MSCs from adult
human bone marrow. First method exploited well known adherence of MSC to plastic
culture dishes and the second was based on immunomagnetic selection. Isolated MSC
populations were further cultured in two different growth media (MSCGM-Mesenchymal
stem Cell Growth Medium and NHEM Plus-NH Expansion Medium Plus with addition of
cytokines which promote cell proliferation). Our goal was to find the optimal combination
of isolation technique and growth medium. At various time points during MSC expansion
cells were characterized for the expression of typical positive surface markers Stro-1, CD73,
CD90, CD105, CD166 and negative CD45. With the expression of these surface markers we
were able to monitor the uniformity of cultured stem cells. The osteodifferentiation potential
of cultured MSCs was tested as well. The expression of previously mentioned surface
markers and the osteodifferentiation potential was used to determine up to which passage
MSC retain their stemness. The best growth medium was MSCGM both for the cell
population isolated with adherence and also for cells isolated with immunomagnetic
selection. In MSCGM all cells were positive for markers typical for mesenchymal
phenotype — they strongly expressed CD90, CD73 and CD166, a small percent was also
positive for Stro-1 and CD105 and they were negative for haematopoietic marker CD45. In
MSCGM medium cells retained their mesenchymal phenotype and osteodifferentiation
potential up to passage 10. On the other hand cells cultured in NHEM Plus medium lost
their mesenchymal character because the percentage of CD73 and CD166 rapidly declined
after passage 7. Some additional osteodifferentation tests should be done to determine if the
cells also loose the differentiation potential. We concluded that the optimal isolation method
is isolation with adherence to plastic culture flasks in combination with cell expansion in
MSCGM growth medium. This procedure gives us enough cells with desired phenotype and
differentiation potential for successful use in regenerative medicine.
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7-AAD
ACM
AMP
AO
APC
BDNF
BSA
CD
CFU
DAPI
DMEM/F12

DMSO
DPBS

EtBr
EDTA

EGF
FACS

FBS
Fc

FcR
FITC

FL

FSC
HLA
ICC
K;EDTA
KM
KMC
LNGFR

MAPC

MC
MHC

MMC
MNC
MSCGM

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

amino aktinomicin (angl. 7-amino-aktinomicin D)

lat. Arteria cerebri media

adenozin-5"-monofosfat (angl. adenosine-5'-monophosphate)
akridinoranzno (angl. Acridine Orange)

alofikocianin (angl. Alophycocyanin)

nevrotrofic¢en dejavnik (angl. Bone-Derived Neurotrophic Factor)
goveji serumski albumin (angl. Bovine Serum Albumin)
oznacevalec pripadnosti (angl. Cluester of Differentiation)
kolonijska enota (angl. Colony Forming Unit)

4' 6-diamino-2-fenilindol (angl. 4',6-diamidino-2-phenylindole)
Dulbeccovo modificirano gojis¢e: hranilna meSanica F12 (angl.
Dulbecco's Modified Egle’'s Medium: nutrient mixture F12)
dimetil sulfoksid (angl. Dimethyl sulfoxide)

fosfatni pufer brez Ca®" in Mg (angl. Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline)

etidijev bromid (angl. Ethidium Bromide)
etilendiaminotetraocetna kislina (angl. Ethylenediaminetetraacetic
acid)

epidermalni rastni dejavnik (angl. Epidermal Growth Factor)
lo¢evalnik fluorescen¢no oznacenih celic (angl. Fluorescence-
Activated Cell Sorter)

fetalni goveji serum (angl. Fetal Bovine Serum)

podenota imunoglobulina, ki vsebuje konstantne domene obeh
tezkih verig

Fc receptor; receptor za Fc del imunoglobulinov

fluorescin izotiocianat (angl. Fluorescin isothiocyanate)
fluorescencni detektor (angl. Fluorescent detector)

prednje sipanje svetlobe (angl. Forward Scatter Channel)
humalni levkocitni antigeni (angl. Human Leukocyte Antigen)
imunobarvanje (angl. Imonocytochemistry)

kalijev-3-EDTA

kostni mozeg (angl. Bone Marrow)

krvotvorna mati¢na celica (angl. Hematopoietic Stem Cell)
receptor za nevralni rastni dejavnik nizke afinitete

(angl. Low affinity Nerve Growth Factor Receptor)
multipotentna celica prednica odraslega (angl. Multipotent
Adult Progenitor Cell)

mati¢na celica (angl. Stem Cell)

poglavitni histokompatibilnostni kompleks (angl. Major
Histocompatibility Complex)

mezenhimska mati¢na celica (angl. Mesenchymal Stem Cell)
enojedrna celica (angl. Mononuclear cell)

gojisce namenjeno gojenju mezenhimskih mati¢nih celic podjetja
Lonza (angl. Mesenchymal Stem Cell Growth Medium)
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NHEM
NHEM Plus

NK
NTR
PE
PerCP

PI

PMT

Populacija ADH
Populacija MAG
SSC

SSEA

TGFpB

Uuv
VSEL

gojis¢e namenjeno gojenju mezenhimskih mati¢nih celic podjetja
Miltenyi Biotec (angl. NH Expansion Medium)

g0jis¢u namenjeno gojenju mezenhimskih mati¢nih celic z
dodatkom mesanice citokinov podjetja Miltenyi Biotec

celica naravna ubijalka (angl. Natural Killer)

nevtropinski receptor (angl. Neurotropin Receptor)

R-fikoeritrin (angl. Phycoerythrin)

peridinin klorofil proteinski kompleks (angl. Peridinin Chlorophyll
Protein)

propidijev jodid (angl. Propidium lodide)

fotopomnozevalka (angl. Photomultiplier tube)

populacija MMC osamljena z adherenco na plastiko

populacija MMC osamljena z imunomagnetnim lo¢evanjem
stransko sipanje svetlobe (angl. Side Scatter Channel)

angl. Stage-specific embryonic surface antigen

transformirajo¢i rastni dejavnik beta (angl. Transforming Growth
Factor beta)

ultravijoli¢na svetloba (angl. Ultra Violet)

zelo majhne celice podobne embrionalnim amti¢nim celicam (angl.
Very Small Embryonic-like Stem Cells)
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X1V

SLOVARCEK

Pojem

Razlaga

Adherentne celice

Celice, ki se pri gojenju pritrdijo na podlago oz. dno gojilne posode.

Je mascobna celica, specializirana za hranjenje energije v obliki

Adipocit mascobe. MasCobne celice nastanejo verjetno z diferenciacijo iz
mezenhimske mati¢ne celice in tvorijo mas¢obno tkivo.
. Tkivo, celice ali organ drugega osebka iste bioloske vrste, ki pa je
Alogenski . >,
genetsko razlien in zato tudi imunsko neskladen.
Asimetri¢na celi¢na delitev je delitev, pri kateri nastaneta dve razli¢no
Asimetri¢na diferencirani hcerinski celici, od katerih je ena enaka svoji prednici in

celiéna delitev

ohranja njeno maticnost, to je
vzdrzevanja pluripotentnosti.

sposobnost samoobnavljanja in

Tkivo, celice ali organ, ki jih presadimo istemu osebku, ki jih je

Avtologen
daroval.
Blastocista Stopnja embrionalnega razvoja zarodka tik pred koncem brazdanja, pri
Cloveku je to 4.-5. dan po oploditvi, sestavlja jo od 80 — 150 celic.
cD Sistem za enotno oznalitev antigenov celine povrSine (predvsem

levkocitov) z monoklonskimi protitelesi.

Celica prednica

S celico prednico opisemo vsako deleco se celico, ki se lahko razdeli in
diferencira v vsaj dve razli¢ni héerinski celici.

Celi¢na kultura

Celi¢na kultura predstavlja umetno gojis¢e, v katerem gojimo
prokariontske in evkariontske celice in vitro v raziskovalne,
diagnosti¢ne, terapevtske ali proizvodno-biotehnoloSke namene.

Celicno zdravljenje

Pri celicnem zdravljenju gre za zdravljenje s presaditvijo razlicnih
celi¢nih tipov.

CFU
(Kolonijska enota)

Kolonijska enota predstavlja celo kolonijo bakterij ali drugih celic, ki
izhajajo iz ene same celice prednice.

Citokin

Termin citokin se nanasa na heterogeno skupino topnih proteinov in
peptidov, ki v nanomolarnih in pikomolarnih koncentracijah delujejo
kot humoralni regulatorji in v normalnih ali patoloSkih razmerah urejajo
delovanje tkiv in celic teko da omogocajo medceli¢no komunikacijo,
spodbudijo imunski odziv in razmnoZevanje celic

DAPI

DAPI ali 4,6-diamidino-2-fenilindol je fluorescentno barvilo, ki se
mocno veze na DNA. Uporabljajo ga pri fluorescen¢ni mikroskopiji za
oznacevanje jedra celice. Ker prehaja skozi neposkodovano celi¢no
membrano, lahko z njim barvamo zive ali fiksirane celice.

Dediferenciacija

Dediferenciacija je proces, v katerem se diferencirane somatske celice
vrnejo v manj diferencirano multipotentno stanje.

Diferenciacija

Diferenciacija je proces, v katerem se manj specializirana celica razvije
v bolj specializirano.

Ektoderm

Ektoderm je zunanja od treh embrionalnih plasti (kli¢nih listov), ki se
razvije v povrhnjico koze (epidermis), v nohte, lase, epitelij nosu, ust in
analnega kanala, oCesno leCo, mreZznico, mlecno zlezo in ziveni sistem.
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Embrionalna
maticna celica
(EMC)

Pluripotentne mati¢ne celice, ki jih najdemo v zgodnjem zarodku —
blastocisti in jih lahko osamimo iz notranje celicne mase, preden ta
zaCne v procesu gastrulacije tvoriti klicne liste.

Enojedrne celice
(MNC)

Skupno ime za ve¢ vrst celic krvotvornega sistema, ki jih imenujejo
tudi mononuklearni levkociti in se loc¢ijo od ostalih levkocitov
(granulocitov) po tem, da ne vsebujejo granul (agranulociti) in da imajo
okroglo, nesegmentirano jedro. Vkljucujejo limfocite, plazmatke,
monocite in makrofage ter razli¢ne vrste mati¢nih celic

Ex vivo

EX vivo pomeni zunaj zivega organizma, velikokrat ta pojem enac¢imo z
in vitro. V znanosti se nanasa na poskuse ali meritve, ki jih izvajamo na
osamljenih organih, tkivih in celicah v umetnem okolju, ki ponazarja
naravnega.

Fetalni goveji

Obicajen dodatek h gojis€em za gojenje celic, ki se pridobiva iz seruma

serum nerojenih telet. Vsebuje razne rastne dejavnike.

Hrustan¢na celica. Hondrociti so edine celice v hrustancu. Proizvajajo
. in vzdrzujejo hrustancni matriks, ki je sestavljen iz kolagena in
Hondrocit . . . T L o

proteoglikanov. Nastanejo z diferenciacijo mezenhimskih mati¢nih
celic.

In vitro In vitrq je .besedna zveza, ki se v naravoslonu nanasa na procese v
epruveti oziroma v umetnem okolju (laboratoriju).

In vivo In vivo pomeni v zivem osebku oz. v naravnem okolju.

Kostni mozeg

Kostni mozeg je mehko tkivo, ki se nahaja v dolgih kosteh. V kostnem
mozgu poteka hematopoeza. Kostni mozeg vsebuje med razlicnimi
odraslimi celicami tudi veC vrst mati¢nih celic, npr. mezenhimske,
krvotvorne in druge mati¢ne celice.

Krvotvorna
mati¢na celica
(KMC)

Je multipotentna mati¢na celica v kostnem mozgu, iz katere nastanejo
eritrociti, levkociti in trombociti.

Mati¢na celica

Maticna celica (MC) je nediferencirana celica v zivih bitjih, ki ima dve
kljuéni lastnosti: lastnost samoobnavljanja in lastnost potentnosti.

Mezenhim

Mezenhim ali mezenhimsko vezivno tkivo je vrsta embrionalnega
mehkega vezivnega tkiva, ki nastane vefinoma iz mezoderma, vendar
tudi iz dveh ostalih kli¢nih listov zarodka.

Mezenhimska
mati¢na celica

Mezenhimske mati¢ne celice uvrs¢amo med stromalne celice kostnega
mozga in imajo dvojno vlogo: a) predstavljajo izvor celic nekrvotvornih
tkiv in b) so hkrati hranilne in podporne celice za rast in diferenciacijo
krvnih celic in ostalih tkiv, saj sintetizirajo razlicne komponente
zunajceli¢nega matriksa in razli¢ne rastne dejavnike. So multipotentne,
diferencirajo se lahko v celice kosti, hrustanca, misic in koze, verjetno
pa tudi v celice drugih kli¢nih listov (ekto- in endoderma), kar Se ni
povsem raziskano.

Mezoderm

Kli¢ni list mezoderm je srednja od treh embrionalnih plasti, ki se
razvije med gastrulacijo in lezi med endodermom in ektodermom.

Morfologija

Preucevanje morfologije oz. izgleda in strukture celic v celi¢ni kulturi
je osnoven nacin prepoznavanja razli¢nih vrst celic.
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Multipotentna Vrsta pluripotentnih celic iz kostnega mozga, ki imajo dolocene

celica prednica | lastnosti embrionalnih mati¢nih, ki jih lahko diferenciramo v
odraslega (MAPC) | hondrocite, adipocite in kostne celice.

Multipotentna Multipotentna maticna celica je celica z manjSo potentnostjo in

mati¢na celica

sposobnostjo diferenciacije v primerjavi s pluripotentno in totipotentno
mati¢no celico.

Bioloska nesmrtnost bitja ali celice omogoca, da se to oz. ta v nekem

Nesmrtnost, obdobju svojega zivljenja neha starati. Nesmrtnih celic ne omejuje
celi¢na Hayflickova omejitev, ki pravi, da se celice po nekem casu niso vec
sposobne deliti zaradi poSkodb DNA in skrajSanih telomer.
Oligopotentna

maticna celica

Celica, sposobna tvoriti dve ali ve€ razli¢nih celi¢nih linij znotraj tkiva.

Presaditev celic v celicni kulturi imenujemo pasaza; presaditev

Pasaza opravimo, ko celice v kulturi popolnoma prerastejo dno gojitvene
posode (t.i. konfluentno stanje).
Plasti¢nost je sposobnost tkivnih mati¢nih celic (MC odraslega), da se
Plasti¢nost spremenijo v celico drugega kli¢nega lista ali da se spremenijo v
odrasle celice drugega tkiva, kamor jih pred tem prenesemo.
Pluripotentna Pluripotentna mati¢na celica je celica, sposobna tvoriti vse telesne
matiCna celica celice, vkljuno z germinalnimi celicami.
Poglavitni . .. : . . )
Loglavitit MHC je obmocje v genomu sesalcev, ki kodira povrSinske antigene na
histokompati- . . . o . } .
. . celicah, ki sodelujejo pri imunskem odzivu. MHC je pomemben pri
bilnostni y . . . . . .
lo¢evanju lastnih molekul od tujih. Pri cloveku se imenuje HLA.
kompleks
Potentnost je sposobnost mati¢nih celic za diferenciacijo v razli¢ne,
Potentnost . . oy
bolj usmerjene celicne vrste.
v 1 Povrsinski oznacevalci so proteini na povrsini celice, ki so znacilni za
Povrsinski . : .. . o1 .
< . dolocen tip celic. Zaznamo jih z uporabo barvil, z barvili oznacenih
oznacevalci

protiteles ali z drugimi metodami odkrivanja.

Predniska celica

Hcerinska celica, usmerjena potomka mati¢ne celice v direktni liniji. Je
ze delno diferencirana celica, lahko (je) tudi celica prednica razli¢nim,
bolj diferenciranim celi¢nim tipom celic. 1z nje nastanejo nove celice
po seriji celiénih delitev.

Preto¢ni citometer

Preto¢ni citometer je naprava za analizo fluorescen¢no oznacenih celic.
Naprava lahko hitro locuje celice v suspenziji glede na njihovo velikost
ali barvo, s katero so oznac¢ene. Uporabljamo jo za Stetje dolocenih vrst
celic ali za njihovo razvrscanje.

Proliferacija Proliferacija je podvajanje celic, njihova rast in razvoj.
Regenerativna medicina je veja medicine, ki se ukvarja z obnovo
Regenerativna fizioloskih funkcij organov in tkiv in pri tem lahko uporablja tudi
medicina gojene celice in vitro, metode tkivnega inzenirstva, razliéne naravne
rastne dejavnike in druge biotehnoloSke metode.
Samoobnavljanje je posebna sposobnost maticne celice, da s celi¢no
Samoobnavljanje | delitvijo nastane vsaj ena hcerinska celica, ki je popolnoma enaka

materinski in ima enako latentno sposobnost diferenciacije.
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Telomeraza

Encim v evkariontskih celicah, ki podaljSuje konce kromosomov
(telomere) ob celicnih delitvah. Tako preprecuje njihovo degeneracijo
0z. staranje.

Tkivno inzenirstvo

Pri tkivnem inzenirstvu uporabljamo celice, biokemi¢ne dejavnike,
sinteticne nadomestke in inZenirske metode za izboljSanje bioloSke
funkcije poskodovanega tkiva oz. organa.

Totipotentna
mati¢na celica

Totipotentna celica je celica, sposobna tvoriti celoten organizem,
vklju¢no z ekstraembrionalnim tkivom (trofoblast).

Transdeterminacija je proces, pri katerem se predniS$ke mati¢ne celice

Transdeterminacija | ene usmeritve nenadoma spremenijo v celice druge predniske
usmeritve, npr. iz mezodermalnih nastanejo ektodermalne prednice.
Transdiferenciacija je proces, pri katerem se tkivne mati¢ne celice iz
. ... | enega tkiva odraslega spremenijo (oz. diferencirajo) v specializirane
Transdiferenciacija & &4 sp jo ( jo) p

celice drugega tkiva. Transdiferenciacija je naraven pojav in je eden od
mehanizmov plasti¢nosti mati¢nih celic.

Unipotentna celica

Unipotentna celica je sposobna le razvoja v eno celi¢no linijo.

Zelo majhna celica
podobna
embrionalni
maticni celici
(VSEL)

So zelo majhne celice, podobne embrionalnim mati¢nim celicam.
Odkrili so jih v kostnem mozgu in drugih tkivih. Kazejo dolocene
embrionalne lastnosti, in vitro so jih diferencirali v tkiva vseh treh
embrionalnih plasti. Domnevajo, da izhajajo iz embrionalnega razvoja
in stalno naseljujejo doloCene dele organizma.

Zunajcelicni
matriks

Zunajceli¢ni matriks predstavlja mikrookolje med celicami, ki jim nudi
oporo, orientacijo in omogoca medceli¢ne interakcije in nastanek
vezivnega tkiva. Po navadi ga sestavljata intersticijski matriks in
bazalna membrana. Intersticijski matriks se nahaja med celicami,
bazalna membrana pa predstavlja sloj, na katerega so pripete epitelne
celice.

(RoZman in Jez, 2011)
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1 UVOD

V danas$njem casu vec¢ino poSkodb in bolezni zdravimo bodisi s kirurSkimi posegi ali z
uporabo zdravil. BiotehnoloSke in biomedicinske raziskave pa odkrivajo vedno vecji
pomen novejSih nadinov zdravljenja z uporabo mati¢nih celic, ki obetajo vzrocni nacin
zdravljenja.

Mati¢ne celice (MC) so malostevilna populacija nespecializiranih celic, ki jih najdemo v
tkivu zarodka, pa tudi v tkivih odraslih Zivali in ¢loveka. So nediferencirane, po obliki
podobne majhnim limfocitom in sposobne dolgotrajnega asimetricnega deljenja, pri Cemer
na eni strani v procesu samoobnavljanja tvorijo sebi identi¢ne kopije na drugi strani pa
nove linije bolj diferenciranih celic. Pri tem najprej nastanejo celice prednice (prekurzorji),
iz njih pa nato funkcionalne celice tkiv.

Na splosno je pri delu z MC in vitro pomembno, da imamo dobro definirane in ponovljive
metode osamitve, proliferacije in diferenciacije celic. Optimalen izbor teh metod je kljuc¢en
tako za raziskovalno delo kot tudi za potencialno kliniéno uporabo celic. Se vedno pa se
pojavljajo vprasanja, kako definirati doloceno vrsto MC. Zato je vecina znanstvenikov
mnenja, da je na zaCetku dela potrebno natancneje preuciti fenotip uporabljenih MC
(Martin-Rendon in Watt, 2003). Vse to velja tudi za mezenhimske meti¢ne celice (MMC).

MMC so morfolosko in fenotipsko zelo raznolika populacija mati¢nih celic v kostnem
mozgu (KM). So zelo redke in predstavljajo eno na 10.000 - 100.000 drugih celic KM.
Spadajo med stromalne celice kostnega mozga in so izvor celic za ne-hematopoetska tkiva
ter hkrati hranilne celice za podporo rasti in diferenciacije krvnih celic in ostalih tkiv.
Sintetizirajo razlicne komponente zunajceli¢nega matriksa in razli¢ne rastne dejavnike. Ker
imajo sposobnost, da se v kulturi prilepijo na plasti¢no podlago gojitvene posode, jih je
razmeroma preprosto osamiti in namnoziti do zadostnega Stevila, potrebnega za klini¢no
uporabo. Z ustreznimi rastnimi dejavniki in citokini lahko te celice vzdrzujemo v
nediferenciranem stanju, v katerem tudi po Stevilnih pasazah ohranijo vse lastnosti
(samoobnavljanje, sposobnost diferenciacije ...), ali pa jih usmerimo v hrustan¢ne, kostne,
mascobne, misicne celice in celice vezivnega tkiva. To omogoca, da jih uporabimo pri
zdravljenju poSkodb mezenhimskega tkiva; tj. pri zlomih kosti, osteoporozi, obrabi
hrustanca ipd. Te celice so verjetno sposobne tudi preskociti iz mezodermalne linije v
ektodermalno; iz njih namre¢ lahko nastanejo tako kardiomiociti kot tudi Zivéne celice,
npr. astrociti in nevroni.

Kaze, da bo v naslednjem desetletju regenerativna medicina z uporabo MC postala
najhitreje rastoca panoga medicine, prikljucili pa se ji bosta tudi spremljajoca farmacevtska
in biotehnoloska dejavnost.

1.  NAMEN DELA

Za raziskave ali terapevtsko uporabo je potrebno MMC najprej osamiti iz KM. Obstaja ve¢
metod osamitve. Zato je cilj naloge primerjati dve metodi osamitve, t.i. imunomagnetno
selekcijo (locevanje) in adherenco na plastiko ter ugotoviti, katera metoda osamitve MMC
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iz humanega kostnega mozga je bolj ucinkovita in ¢asovno in cenovno bolj ugodna. Poleg
tega je bil na$ cilj preveriti vpliv dveh gojis¢, t.i. NH Expansion Medium (NHEM) in
Mesenchymal Stem Cell Growth Medium (MSCGM), na pomnoZevanje MMC ter potrditi
prisotnost  znacilnih  celicnih  oznacdevalcevn. MMC in njihovo  sposobnost
osteodiferenciacije. Tako bomo dolocili optimalno kombinacijo metode izolacije in
gojisca, pri kateri bomo pridobili najvecje Stevilo celic, ki izrazajo znacilen fenotipski
profil MMC in ohranjajo diferenciacijski potencial.

1.2 HIPOTEZE

Nase delovne hipoteze so naslednje:

a) Z imunomagnetnim lo¢evanjem dobimo vecje Stevilo MMC z manjSo populacijsko
heterogenostjo v primerjavi s klasicno metodo osamitve z adherenco na plastiko.

b) MMC se bolje pomnozujejo v gojis¢u NH Expansion Medium (NHEM) kot v
g0jis¢u Mesenchymal Stem Cell Growth Medium (MSCGM).

¢) MMC lahko namnozujemo od 8 do 15 pasaze brez znacilnega vpliva na njihovo
Zmoznost pomnozevanja.

d) Populaciji MMC, ki ju bomo osamili z imunomagnetnim lo¢evanjem in klasi¢no
metodo adherence na plastiko, se statisticno znacilno ne razlikujeta v rastnih
krivuljah, celi¢nih oznacevalcih CD73, CD90, CD105, CD166, CD45 in Stro-1 ter
v sposobnosti osteodiferenciacije.

e) Z obema metodama osamitve bomo uspesno osamili populacijo MMC iz KM, ki je
pozitivna na celicne oznaéevalce Stro-1, CD73, CD90, CD105 in CD166 ter
negativna na oznacevalec CD45.

f) Delez CD271 pozitivnih celic se v pasazah zmanjSuje in s tem kot celicni
oznacevalec ni dober za karakterizacijo MMC.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 MATICNE CELICE

MC so malostevilna populacija nediferenciranih celic, ki so po obliki podobne limfocitom.
Nahajajo se v vseh tkivih zivih bitij, na vseh Zivljenjskih stadijih od tkiv zarodka do tkiv
odraslega ¢loveka. Njihova posebnost izvira iz njihovih klju¢nih lastnosti neomejenega
samoobnavljanja, diferenciacije v specializirane celice in plasti¢nosti (RoZzman in Jez,
2011).

MC se samoobnavljajo z asimetri¢no celi¢no delitvijo pri kateri nastaneta dve neenaki
héerinski celici. Taka delitev omogoc¢a vzdrzevanje populacije mati¢nih celic v stalnem
Stevilu. Pri delitvi tako nastane ena identi¢na kopija MC in ena bolj diferencirana h¢erinska
celica. Te celice imajo manjsi razvojni potencial od prvih in jih imenujemo prekurzorske
celice, iz njih pa nastanejo funkcionalne celice tkiv. Na ta nacin Stevilo MC ostaja
konstantno, nadaljnje delitve ene héerinske celice pa omogocajo hitro razsiritev populacije
diferenciranih celic glede na potrebe (Rozman in Jez, 2011; Rozman in sod., 2007).

Pomembna lastnost MC je tudi plasticnost. Plasticnost pomeni, da so se MC sposobne
diferencirati v celice drugih tkiv in ne samo v celice tkiva iz katerega izhajajo. Plasti¢nost
lahko razlozimo s Stirimi razli¢nimi elementi. Prvi je sposobnost dediferenciacije, pri kateri
se odrasle ali linijsko usmerjene prednisSke celice vrnejo v bolj primitivno obliko. Druga
sposobnost je transdiferenciacija, pri kateri se diferencirane celice enega tkiva odraslega
spremenijo v diferencirane celice drugega tkiva s tem, da pridobijo njihove fenotipske
znaCilnosti. Tretji element je sposobnost transdeterminacije, pri kateri se celice ene
predniske linije spremenijo v celice druge predniske linije (npr. iz mezodermalnih
nastanejo ektodermalne prednice). Zadnja sposobnost pa je fuzija, pri kateri se MC zdruzi
z drugo ze diferencirano celico tkiva, pri ¢emer nastane Cisto nova celicna vrsta. Ta
sposobnost izjemne plasticnosti ponuja edinstvene moznosti za zdravljenje razlicnih
bolezni, za uporabo pri celicnem in genskem zdravljenju ter za razlicna druga podrocja
regenerativne medicine (Rozman in Jez, 2011; Rozman in sod., 2007).

Po sposobnosti diferenciacije MC razdelimo na totipotentne, pluripotentne, multipotentne
in unipotentne (Slika 1). Totipotentne celice so se sposobne diferencirati v vse celi¢ne
vrste osebka in v celice trofoblasta. Primer so celice iz zgodnjega embrija (starost 1-3 dni,
embrionalne mati¢ne celice). Trofoblast je del blastociste, ki se ugnezdi v steno maternice
in se kasneje razvije v posteljico. Pluripotentne celice so se sposobne diferencirati v vse tri
celi¢ne plasti (mezoderm, ektoderm in endoderm), niso pa se sposobne razviti v trofoblast.
Primer teh celic so nekatere celice blastociste (starost 5-14 dni). Multipotentne celice,
lahko jih imenujemo tudi oligopotentne, pa so se sposobne razviti oz. diferencirati v vec
celicnih vrst znotraj ene od treh celi¢nih plasti. Viri teh celic so zarodna tkiva,
popkovnic¢na kri, kostni mozeg, maS¢obno tkivo itd. Unipotentne MC pa se diferencirajo le
v eno celi¢no vrsto in jih zato imenujemo tudi prednisSke celice ali progenitorji. Primer so
predniske epitelne celice (Choumerianou in sod. 2008; Rozman in sod., 2007).
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Slika 1: V razli¢nih razvojnih stopnjah v razvoju osebka se nahajajo MC z razli¢nim razvojnim
potencialom (prirejeno po Zipori, 2005). A, B: stopnje razvoja ¢loveka, kjer najdemo matiéne celice z
razli¢nim razvojnim potencialom, C: korelacija klju¢nih razvojnih stopenj z razvojnim potencialom mati¢nih
celic, D: nova odkritja dokazujejo prisotnost pluripotentnih mati¢nih celic v odraslem osebku.

2.2 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE

Mezenhimske mati¢ne celice (MMC, angl. MSC, mesenchymal stem cells, znane tudi kot
marrow stromal cells (Prockop, 1997) ali MPC, mesenchymal progenitor cells (Conget in
Minguell, 1999)) so bile definirane kot samoobnavljajoCe mati¢ne celice, ki imajo
sposobnost diferenciacije v ve¢ razli¢nih tipov mezenhimskih tkiv oz. mezenhimskih
celi¢nih linij (Caplan, 2009; Da Silva Meirelles in sod., 2008). Do sedaj so dokazali, da
imajo MMC razvojni potencial za diferenciacijo v vezivno skeletno tkivo, stromalne celice
kostnega mozga, tetive, kost (osteoblaste), hrustanec (hondrocite), adipocite (Alhadlaq in
Mao, 2003; Pittenger in sod., 1999). Druge raziskave so pokazale, da se lahko MMC
razvijejo tudi v skeletne in sréno miSi¢ne celice (Wakitani in sod., 1995; Makino in sod.,
1999; Planat-Benard in sod., 2004), endotelijske celice (Oswald in sod., 2004) in celo v
celice nemezodermalnega izvora, kot so hepatociti (Chagraoui in sod., 2003), nevralne
celice (Woodbury in sod., 2000) in epitelne celice (Spees in sod., 2003; Ma in sod., 2006).
Zato lahko za opis diferenciacijskih sposobnosti MMC uporabljamo izraz multipotentne ali
pluripotentne celice, saj so se sposobne diferencirati v Siroko paleto tkiv sesalcev (Slika 2)
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Slika 2: Sposobnost diferenciacije mezenhimskih mati¢nih celic (Hematopoietic and mesenchymal
stromal cell pathway, 2011).

(Jiang in sod., 2002). Njihova pluripotentna lastnost pa Se ni Cisto raziskana. Ker je
pridobivanje homogene populacije izbranih celic tezavno, obic¢ajno pri osamitvi pridobimo
heterogeno populacijo celic. V tej populaciji prevladujejo MMC ob prisotnosti manjsSega
deleza drugih primitivnih populacij celic. Te druge primitivne populacije so verjetno tudi
celice MAPC in VSEL.

Multipotentne celice prednice odraslega (MAPC, angl. Multipotent Adult Progenitor Cells)
so pluripotentne adherentne mati¢ne celice, ki se nahajajo v KM in imajo dolocene
lastnosti embrionalnih mati¢nih celic (imajo veliko telomerazno aktivnost in izrazajo
pluripotentne oznacevalce, in vitro se diferencirajo v celice znalilne za vse tri zarodne
plasti, ob vnosu v blastocisto prispevajo k razvoju vecine celic, ipd.) Celice MAPC S$ibko
izrazajo celi¢ne oznacevalce CD90, CD133, B2-mikroglobulin, VEGFR2 (Flk-1), mo¢neje
pa izrazajo CD13 in CD49b (Rozman in Jez, 2011; Sohni in Verfaillie, 2011; Schwartz in
sod., 2002). Nekateri celo navajajo, da so prednice MMC (Reyes in sod., 2002). Ni pa
jasno, ali MAPC v nizkem S$tevilu obstajajo v organih in tkivih odraslega, ali pa nekatere
MMC v kulturi po procesu dediferenciacije pridobijo lastnosti, podobne embrionalnim
mati¢nim celicam, ki jih nato opisujemo kot MAPC (Raff, 2003).

Zelo majhne celice podobne embrionalnim mati¢nim celicam (VSEL, angl. Very Small
Embryonic-like Stem Cells) so majhne celice, ki imajo veliko jedro z neorganiziranim
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kromatinom in ozek obod citoplazme. Imajo doloCene lastnosti embrionalnih mati¢nih
celic (imajo veliko telomerazno aktivnost in izrazajo pluripotentne oznacevalce, in Vitro se
diferencirajo v celice znacilne za vse tri zarodne plasti). V. KM predstavljajo 0,01%
enojedrnih celic (MNC, angl. Mononuclear cell). Ne izrazajo antigenov MHC-I in HLA-
DR ter so negativne za povrSinske oznacevalce CD90, CD105 in CD29. Celice VSEL
imajo vlogo pri ohranjanju homeostaze, ob poskodbi tkiva ali stresu pa se sprostijo v
periferno kri in pomagajo pri obnovi poSkodovanega tkiva oziroma organa. Mobilizacija
teh celic ob nepravem casu in njihovo zasidranje na neprava mesta pa naj bi povzrocila
nastanek tumorjev (Ratajczak in sod., 2007; Kucia in sod., 2007a, b; Kucia in sod., 2008;
Veber, 2010).

MMC proucujemo v celi¢nih kulturah, kjer tvorijo kolonije. Opazamo kolonije razli¢nih
velikosti z razlicno dinamiko rasti in razlitno morfologijo; najdemo vretenaste,
fibroblastom podobne celice, poleg njih pa tudi velike splos¢ene celice (Bianco in sod.,
2001). Celice rastejo in vitro omejen ¢as, med 8 in 15 pasaz oziroma med 25 in 40
populacijskih podvojevanj (Wagner in Ho, 2007). Cloveske MMC tudi po daljSem gojenju
in vitro ohranijo svojo diferenciacijsko sposobnost, zato so primerne tako za celi¢no
zdravljenje kot v vlogi vektorja za gensko manipulacijo ex Vvivo.

MMC so prvotno osamili iz KM in kasneje iz miSi¢nega, mascobnega in vezivnega tkiva
(Zuk in sod., 2001; Nakahara in sod., 1991; Nathanson, 1985). Pogostnost in sposobnost
diferenciacije MMC, ki so jih osamili iz prej omenjenih tkiv, se zmanjSuje s starostjo
osebka (D'Ippolito in sod., 1999), zato raziskovalci i$¢ejo nove (alternativne) vire
»mladih« potentnih MMC.

MMC so poleg KM osamili tudi iz humane amnijske teko€ine, placente, popkovnic¢ne krvi
in popkovnice (Whartonova zolica) (In't Anker in sod., 2004; Erices in sod., 2000;
Panepucci in sod., 2004). Nasli so jih tudi v nekaterih tkivih ploda kot so kostni mozeg,
jetra, kri, pljuca in vranica (Campagnoli in sod., 2001; Gotherstrom in sod., 2003; In't
Anker in sod., 2003). MMC, ki so jih osamili iz sinovialnih ovojnic kot adherentno celi¢no
populacijo, so se bile sposobne diferencirati v hondrocite, osteocite in adipocite (De Bari in
sod., 2001). Za te celice so tudi pokazali, da so prispevale k regeneraciji skeletnih miSic v
golih misih in so tudi pripomogle k ponovni vzpostavitvi izrazanja distrofina v sarkolemah
in distrofiénih miSicah v imunosupresiranih miskah (De Bai in sod., 2003).

MC iz masScobnega tkiva imajo podobno sposobnost diferenciacije kot MMC iz KM
(Dragoo in sod., 2003; Gimble, 2003). De Ugarte in sod. (2003) pa porocajo, da je zelo
majhna razlika med celicami iz KM in mascobnega tkiva v smislu rasti, celi¢ne senescence
in spodobnosti diferenciacije v razli¢ne celi¢ne tipe. Tako je uporabnost teh celic odvisna
le od razpolozljivosti vira celic in njihove sposobnosti podvojevanja. Kaviani in sod.
(2001) so prvi opisali prisotnost subpopulacije celic z mezenhimskimi lastnostmi v
amnijski tekocini. Te celice so sposobne hitrejSega podvojevanja kot fetalne in odrasle
celice. In't Anker in sod. (2004) pa so pokazali da je lahko amnijska teko¢ina dober vir
fetalnih celic, ki imajo enak fenotip in sposobnost diferenciacije kot MMC kostnega
mozga. Znacilnosti teh celic in odsotnost eticnih zadrzkov ob njihovi osamitvi kazejo, da
bi MC iz amnijske tekocine lahko bile dober vir celic za uporabo v tkivnem inZenirstvu in
celi¢ni terapiji Stevilnih ¢loveskih bolezni. Multipotentne celice so nasli tudi v skeletnih
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miSicah in dokazali, da se diferencirajo v mezenhimska tkiva, funkcionalno regenerirajo
kosti in miSice, igrajo pa tudi vlogo pri zdravljenju hrustanca (Pate, 1993; Young in sod.,
1993; Rogers in sod., 1995; Williams in sod., 1999).

Velik terapevtski potencial MMC je povzroc€il veliko zanimanje zanje v razli¢nih
biomedicinskih vedah. V razli¢nih objavah raziskovalci poro€ajo o razlicnih metodah
osamitve in gojenja oz. namnozevanja ter razli¢nih pristopih karakterizacije celic. Zato je
Komite za mezenhimske in tkivne maticne celice mednarodnega zdruzenja za celi¢no
terapijo (Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committe of the ISCT, angl. International
Society for Cellular Therapy) predlagal tri minimalne kriterije s pomocjo katerih lahko
definiramo humane MMC (Preglednica 1). Prvi kriterij: MMC morajo biti sposobne
adherence na plastiko v standardnih pogojih gojenja v gojilnih posodicah. Drugi kriterij: >
95% populacije MMC mora izrazati celiéne oznafevalce CD73, CD90 in CD105 ter
odsotnost ali < 2% populacije MMC lahko izraza celicne oznacevalce specifi¢ne za
hematopoetske ali endotelijske celice CD45, CD34, CD14 ali CD11b, CD79a ali CD19 in
HLA-DR. Tretji kriterij: populacija MMC mora imeti sposobnost in vitro diferenciacije v
osteoblaste, adipocite in hondroblaste (Dominici in sod., 2006; Sensebe in sod., 2010).

Preglednica 1: Kriteriji s katerimi definiramo humane MMC.

Kriterij | Opis kriterija
| e sposobnost adherence na plastiko v standardnih pogojih gojenja v gojilnih
posodicah
e 95% populacije mora izrazati celicne oznacevalce CD73, CD90 in CD105
) e odsotnost ali < 2% populacije lahko izraza celi¢ne oznaevalce specificne
za hematopoetske ali endotelijske celice CD45, CD34, CD14 ali CD11b,
CD79a ali CD19 in HLA-DR.
3 e sposobnost diferenciacije in vitro v osteoblaste, adipocite in hondroblaste

Ce pogledamo fenotipski profil MMC podrobneje (Preglednica 2) ugotovimo, da so MMC
pozitivne za celi¢ne oznacevalce Stro-1, CD10, CD13, CD29 (B-integrin), CD44 (HCAM),
CD49¢ (a5-integrin), CD54 (ICAM-1, intercellular adhesion molecule), CD58, CD71,
CD73 (ecto-5' nucleotidaza, SH3, SH4), CD90 (Thy-1), CD105 (endoglin, SH2), CD106
(VCAM-1, vascular cell adhesion molecule), CD140b (receptor B za trombocitni rastni
dejavnik), CD146, CD166 (ALCAM, activated leukocyte cell adhesion molecule), CD133
(HER-2/erbB2), vimentin, Sibko izrazajo HLA razreda I in CD123 in nekatere druge rastne
dejavnike in citokine ter druge adhezijske molekule (Gang in sod., 2004; Rubio in sod.,
2007; Wang in sod., 2005; Kogler in sod., 2006; Wexler in sod., 2003). Stopnja izrazanja
povrsinskih celi¢nih oznacCevalcev MMC je pri zgodnjih pasazah vi§ja kot pri poznih
pasazah. 1z tega lahko sklepamo, da se verjetno v telesu nahaja heterogena populacija
MMC. Odvisno od vira celic in pogojev gojenja pa lahko izrazajo tudi CD349 (frizzled-9),
SSEA-4, Oct-4 in nestin (Battula in sod., 2007). MMC pa so negativne za celicne
oznacevalce CD4, CDS, CD11a, CD14, CD15, CD16, CD25, CD31, CD33, CD34, CD45,
CD49b, CD49d, CD49f, CD50, CD62e, CD621, CD62P, CD80, CD86, CD106, CD117,
CD235 (glikoforin A), kadherin V in HLA-DR (Gang in sod., 2004; Rubio in sod., 2007;
Wang in sod., 2005; Kogler in sod., 2006; Wexler in sod., 2003; Sabatini in sod., 2005;
Reyes in Verfaillie, 2001; Verfaillie, 2005a, b). Posamezni celi¢ni oznacevalci imajo v
celici tocno dolocene funkcije (Preglednica 3).
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Preglednica 2: Podrobnejsi fenotipski profil MMC.

Celi¢ni oznacdevalci

HLA razreda I,
CD123

odvisno od vira celic in pogojev gojenja:
CD349 (frizzled-9),

SSEA-4,

Oct-4,

nestin

Pozitivni Negativni
Stro-1, CD4,
CD1o0, CDS,
CD13, CDl1a,
CDsS, CD14,
CD71, CD15,
CD73 (ecto-5' nucleotidaza, SH3, SH4), CD16,
CD90 (Thy-1), CD25,
CD105 (endoglin, SH2), CD31,
CD140b (receptor B za trombocitni rastni dejavnik), CD33,
CD14e, CD34,
CD133 (HER-2/erbB2), CD45,
vimentin CDA49b,
CD49d,
adhezijske molekule: CD49f,
CD29 (B-integrin), CD50,
CD44 (HCAM, homing associated cell adhesion molecule), CD62e,
CD49¢ (a5-integrin), CD621,
CD54 (ICAM-1, intercellular adhesion molecule), CD62P,
CD106 (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule), CD80,
CD166 (ALCAM, activated leukocyte cell adhesion molecule), | CD86,
CD106,
Sibko izraZanje: CD117,

CD235 (glikoforin A),
kadherin V,
HLA-DR

ter drugi rastni dejavniki, citokini ter druge adhezijske molekule
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Preglednica 3: Vloga izbranih celi¢nih oznacevalcev zna¢ilnih za MMC (Pernick, 2010a, b).

Celi¢ni oznacevalec Celice, ki ga izrazajo Funkcija
e encim, ki katalizira
. . . defosfofilacijo AMP v adenozin,
CD73 z:gzz Eligﬁgiziﬂgcne e posreduje signal za aktivacijo
(SH3, SH4) en dotélnrz: celice ’ celic T in adherzijo limfocitov
na dendriticCne celice in
endotelne celice.
e posreduje signal za
CD34+ protimiociti, nezrele d.l ferenciacijo KMC n
CD90 KMC, nevroni, vezivna tkiva, SINAPSOEENCzO v centralnem
(Thy-1) aktivirane endotelne celice, zlvenem 51st§mu e
fibroblasti. kardiocitne MC e posreduje pri adheziji razli¢nih
’ belih krvnih telesc, da aktivirajo
endotelne celice
endotelne celice, podset celic e receptor za TGF-B kompleksa
kostnega mozga (B e posreduje pri celicnem odgovoru
CD105 limfoidnega in mieloi¢nega TGF-B

izvora), aktiviranih monocitih, | ¢ ligand za integrin

(endoglin, SH2) eritroidnih prekurzorjih v KM, | e  nujen za razvoj hemangioblastov

celicah sinciciotrofoblasta in in zgodnjih hematopoeti¢nih
citotrofoblasta celic
celice T, celice NK, e adhezijska molekula
CD166 ‘Frombocij[i, aktiyirane celige B | e ligand za VLA-4
(ALCAM) inT, eozmoﬁ.lm, ﬁbroblast.l,. e udeleZen ' Pri 'embrior?alni
endotelne celice, keratinociti, hematopoezi in angiogenezi ter
zivéne celice podalj$evanju nevronov

2.3 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE IN KOSTNI MOZEG

KM je kompleksno tkivo, ki vsebuje krvotvorne mati¢ne celice (KMC) in vezivno tkivo, ki
ga sestavlja mreza stromalnih celic. Stroma je tkivo kostnega mozga, ki ni neposredno
povezano z njegovo krvotvorno dejavnostjo. Stromo sestavljajo fibroblasti (vezivne
celice), makrofagi, adipociti (mascobne celice), osteoblasti, osteoklasti in endotelijske
celice. V stromi se nahajajo tudi MMC. Kri in sistem, ki tvori KM, imenujemo krvotvorni
sistem, ki je sestavljen iz Stevilnih celi¢nih tipov s to¢no doloceno funkcijo. KMC so
prednice treh vrst krvnih celic (bele in rdece krvne celice in krvne plos€ice). Rdece krvne
celice (eritrociti) do tkiv prenaSajo kisik. Krvne plos€ice (trombociti), ki nastanejo iz
megakariocitov, pomagajo pri preprecevanju krvavitev. Bele krvne celice (levkociti) med
katere spadajo monociti, limfociti (celice B in T) in granulociti (neutrofilci, bazofilci in
eozinofilci) ter makrofagi, branijo telo pred okuzbami z bakterijami, glivami in drugimi
paraziti. Nekatere od teh celic sodelujejo pri preoblikovanju tkiv in kosti ter odstranjujejo
odmirle celice. Celice B proizvajajo protitelesa, medtem kot celice T neposredno ubijejo ali
odstranijo tujke, ki so lahko z virusi okuzene celice ali celo rakave celice. Veliko krvnih
celic zivi le kratek Cas, zato jih mora telo stalno nadomescati; povprecen Clovek potrebuje
dnevno 100 milijard novo nastalih krvnih celic. Za to proizvodnjo so odgovorne KMC
(Chen in sod., 2004).
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Stromalne celice vkljuc¢ujejo podpopulacijo nediferenciranih celic, ki so se sposobne
diferencirati v razli¢ne fenotipe: kost, hrustanec, tetive, miSice, mas¢obo in stromalno
vezivno tkivo, ki podpira diferenciacijo krvotvornih celic (Dexter in Testa, 1976; Friedrich
in sod., 1996). Med stromalne celice spadajo vse nekrvotvorne celice: MMC, osteoblasti,
fibroblasti, retikularne celice in masc¢obne celice (Kiel in Morrison, 2008). MMC imajo v
KM dvojno vlogo, saj predstavljajo izvor celic za ne-hematopoetska tkiva in obenem
hranilno plast za podporo rasti in diferenciacijo krvnih celic.

MMC predstavljajo v KM zelo majhno frakcijo celic, saj jih je med 0,001 in 0,01% izmed
vseh MNC (Pittenger in sod., 1999). Obstaja Ze cela vrsta definiranih pogojev za osamitev,
proliferacijo in in vitro ter in vivo diferenciacijo MMC. Zanje je znacCilno, da se njihov
mezenhimski potencial diferenciacije ohranja med gojenjem in vitro (Brunder in sod.,
1997, Sekiya in sod., 2002).

Ceprav KM predstavlja enega glavnih virov MMC (Pittenger in sod., 1999; Haynesworth
in sod., 1992), njihova uporaba ni vedno sprejemljiva zaradi visoke stopnje izpostavljenosti
virusom in obcutnega zmanjSanja Stevila celic, proliferacijskega in diferenciacijskega
potenciala s starostjo. Poleg tega je postopek odvzema KM bole¢. Zato je nujno dolociti Se
druge Ze opisane alternativne vire MMC, kar bi povecalo uporabo MMC v zdravljenju
(Stenderup in sod., 2003; Nishuda in sod., 1999; Mueller in Glowacki, 2001; Zhang in
sod., 2005).

2.4  OSAMITEV MEZEHNIMSKIH MATICNIH CELIC 1Z KOSTNEGA MOZGA

Za uporabo v tkivnem inZenirstvu je nujno, da za¢nemo z dobro definirano zacetno
populacijo celic, da lahko nato standardiziramo protokole in dobimo zanesljive ter
ponovljive rezultate. Obstaja veliko razlicnih postopkov osamitve definirane populacije
celic iz razli¢nih tkiv, osredotocili smo se na humani KM.

Ceprav je prisotnost MMC v kostnem mozgu prvi opisal patolog Cohnheim okoli leta
1870, pripisujejo to odkritje Alexandru Friedensteinu. Friedenstein in sod. je leta 1970 na
podlagi adherence MMC na plastiko in sposobnosti tvorbe kolonij fibroblastne narave,
razvil preprosto tehniko za njihovo osamitev. Vzorec polnega KM je gojil v plasticni
gojilni posodici in po 24 h odstranil neadherentne celice. S tem je odstranil vecino KMC in
njihove progenitorje. Ugotovil je, da je v posodici ostal majhen delez celic vretenaste
oblike. Te celice so se zacele mo¢no podvajati po 2 — 4 dnevnem dormantnem stanju.
Opazil je, da so se izoblikovale kolonije, ki spominjajo na kostne ali hrustan¢ne depozite
(Prockop, 1997). Znanstveniki Se danes uporabljajo to znacilnost MMC pri njihovi
osamitvi. Na ta na¢in je namre¢ Friedenstein lo&il majhen delez MMC (1 MMC na 10* -
10° MNC) od ostalih krvnih celic. Pri tem nadinu osamitve $¢ vedno dobimo heterogeno
populacijo celic, kjer so lahko prisotni Se drugi celi¢ni tipi. Zato se pojavljajo dvomi o
diferenciacijski sposobnosti posameznih MMC (Prockop, 1997; Lee in sod., 2004).

Za osamitev populacije MMC iz MNC z imunomagnetnim locevanjem (glej poglavje:
Imunomagnetno locevanje) Se ni znanega enega specifinega celicnega oznacevalca, ki bi
omogocal dobro osamitev. Zato je Se vedno v Siroki uporabi osamitev MMC, ki izkoriS¢a
njihovo sposobnost adherence na plasticno podlago (Wakitani in sod., 1995). Sama metoda



Klan¢ar G. Primerjava ... izolacije mezenhimskih ...celic ... mozga ... imunomagnetno selekcijo ...adherenco na plastiko. 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

temelji na metodi Friedensteina z nekaj izboljSavami. Tako najprej MNC osamimo,
resuspendiramo ter nasadimo v gojilno posodico z nasaditveno gostoto 0,5 - 2 x 10°
MNC/cm?. Neadherentne celice odstranimo po 24 — 72 h tako, da odstranimo gojis¢e in ga
zamenjamo s svezim. Po 1 tednu dobimo heterogeno populacijo, ki je sestavljena iz
stromalnih celic KM. S spreminjanjem gojisca in odstranjevanjem neadherentnih celic po 2
— 3 tednih pridobimo relativno homogeno populacijo celic z morfoloskimi in fenotipskimi
lastnostmi MMC (Nardi in Meirelles, 2006).

Obstajajo tudi metode osamitve na osnovi filtracije. Pri tej metodi filtriramo celice KM
preko 3 um sita (Hung in sod., 2002; Tuli in sod., 2003). Nekatere metode pa temeljijo na
spreminjanju nasaditvene gostote celic (Colter in sod., 2000; Sekiya in sod., 2002).

Vendar noben od teh pristopov ne zagotovi osamitve homogene populacije celic. Zato so
raziskovalci razvili tehniko, ki temelji na osamitev populacije MMC iz MNC z
imunomagnetnim loc¢evanjem. Postopek locevanja temelji na oznacevanju celic s
specifiénimi protitelesi proti dolo¢enemu antigenu oz. celicnemu oznacevalcu. Do sedaj je
bilo raziskanih in dokazano uporabnih le nekaj celicnih oznacevalcev, ki so primerni za
uporabo za osamitev MMC iz primarnega tkiva. Predlaganih celi¢nih oznacevalcev pa je
veliko ve¢, vendar niso vsi v SirSi uporabi. Te celicne oznacevalce, ki ustrezajo vsem
kriterijem, lahko razdelimo v dve skupini (Preglednica 4). Prva skupina so celi¢ni
oznacevalci za uporabo pri pozitivni selekciji, druga pa za uporabo pri negativni selekciji.

Prva skupina so celi¢ni oznacevalci za uporabo pri pozitivni selekciji. Tu ozna¢imo Zelene
celice in jih osamimo iz suspenzije celic, ti so: antifibroblastni antigen, CD44 (PGP-1,
ECMR-3), CD49a (integrin al), CD49¢ (integrin a5), CD56 (NCAM), CD63 (MLAI,
TSPAN30), CD73 (ecto-5'-nukleotidaza, SH3, SH4), CD90 (Thy-1), CD105 (endoglin,
SH2), CD106 (VCAM-1), CD103 (gp130), CD146 (MCAM), CD133, CD166 (ALCAM),
CD200 (MRC, 0X2), CD271 (LNGFR, low-affinity nerve growth factor), CD309 (Flk-1,
VEGFR-2), ALDH, GD2 (neuralni gangliozid), HSP90beta, integrin aV/B5, SSEA-4 in
TNAP (Preglednica 4).

Za pozitivno selekcijo se uporabljajo tudi znana protitelesa, ki §¢ nimajo definiranega
antigena, ta so: Stro-1, D7-FIB, W5C5 in MSCA-1 (mesenchymal stem cel antigen-1)
(W8B2) (Preglednica 4). Izkazalo se je, da je MSCA-1 povezan s CD271 pozitivno
populacijo celic iz KM. Te CD271 pozitivne in CD45 negativne celice tvorijo kolonijske
enote (CFU, angl. Colony Forming Unit) imajo zelo visoko sposobnost proliferacije, ki je
vi§ja kot pri populaciji CD271 pozitivnih in CD45 pozitivnih. Zato je MSCA-1 primeren
celi¢ni oznacevalec za osamitev MMC z visokim proliferacijskim potencialom (Biihring in
sod., 1999). S CD271 oznacujemo nevralni rastni dejavnik nizke afinitete (LNGFR, angl.
low affinity nerve growth factor receptor) ali p75 NTR (nevrotropinski receptor, angl.
neurotropin receptor) na povr$ini MMC. Spada v skupino nevtropinskih receptorjev nizke
afinitete in v druzino tumor nekroznih receptorjev. Njegovo izrazanje so najprej opazili na
celicah zivénega sistema. Odgovoren je za razvoj, prezivetje in diferenciacijo nevralnih
celic (Thomson, 1988). Najdemo ga v centralnem in perifernem Zivénem sistemu na
avtonomnih in senzori¢nih nevronih (Kashiba in sod., 1995). Nahaja se tudi na celicah glie,
tako na oligodendrocitih (Cassaccia-Bonnefil in sod., 1996), astrocitih (Rudge in sod.,
1994) in Schwanovih celicah (Di Stefano in Johnson, 1988; Vroemen in Weidner, 2003).
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Nato so odkrili da se CD271 izraza tudi na MMC (Caneva in sod., 1995; Quirici in sod.,
2002; Jones in sod. 2002), folikularnih dendriti¢nih celicah (Pezzati in sod., 1992) in
mezenhimskih celicah udelezenih v interakciji mezenhima in epitela (Huber in Chao,
1995). CD271 pozitivne celice imajo sposobnost tvorbe CFU in imajo od 10- do 1000-krat
vi$jo sposobnost proliferacije kot MMC, ki jih osamimo z adherenco na plastiko (Quirici in
sod., 2002; Jarocha in sod., 2008; Poloni in sod., 2009).

Druga skupina so celi¢ni oznacevalci uporabni pri negativni selekciji, pri kateri oznacimo
nezelene celice in jih osamimo iz suspenzije celic, zelene celice pa ostanejo neoznacene. Ti
celicni oznacevalci so CD11b, CD31 (PECAM-1), CD34 (antigen hematopoetskih
progenitorskih celic) in CD45 (skupni levkocitni antigen) ter CD235a (glikoforin A) in
Lin (razli¢ni antigeni) (Preglednica 4).

Preglednica 4: Celi¢nih oznacevalci, ki so primerni za uporabo za osamitev MMC iz primarnega tkiva.

Celi¢ni oznacevalci

‘ Referenca

Celi¢ni oznacevalci za uporabo pri pozitivni selekciji

antifibroblastni antigen

Jones in sod., 2002

CD44 (PGP-1, ECMR-3)

Martins in sod. 2009

Deschaseaux in sod., 2003; Gindraux in sod., 2007,

CD49a (integrin al) Letchford in sod., 2006; Rider in sod., 2007; Stewart in
sod., 2003
CD49e (integrin a5) Baksh in sod., 2003
CD56 (NCAM) Biihring in sod., 2009; Pittenger in sod., 1999; Sobiesiak

in sod., 2010

CD63 (MLAI, TSPAN30)

Stewart in sod., 2003

CD73 (ecto-5"-nukleotidaza, SH3, SH4)

Delorme in sod., 2008; Liu in sod., 2005; Odabas in sod.,
2008

CD90 (Thy-1)

Campioni in sod., 2008

CD105 (endoglin, SH2)

Aslan in sod., 2006; Jarocha in sod., 2008; Kastrinaki in
sod., 2008; Liu in sod., 2005; Majumdar in sod., 2003;
Martins in sod., 2009; Odabas in sod., 2008

CD106 (VCAM-1)

Gronthos in sod., 2003; Gronthos in Zannettino, 2008

CD103 (gp130)

Delorme in sod., 2008

CD146 (MCAM) Delorme in sod., 2008; Sorrentino in sod., 2008
CD133 (HER-2/erbB2) Tondreau in sod., 2005
CD166 (ALCAM) Stewart in sod., 2003
CD200 (MRC, 0X2) Delorme in sod., 2008

CD271 (LNGFR)

Battula in sod., 2009; Bieback in sod., 2009; Biihring in
sod., 2007, 2009; Horn in sod., 2008; Jarocha in sod.,
2008; Jones in sod., 2006; Poloni in sod., 2009; Quitici in
sod. 2002; Sobiesiak in sod., 2010

CD309 (Flk-1, VEGFR-2)

Liu in sod., 2006

ALDH (aldehid dehidrogenaza)

Gentry in sod., 2007

GD2 (neuralni gangliozid)

Martinez in sod., 2007

HSP90beta Gronthos in sod., 2009
integrin aV/B5 Delorme in sod., 2008
SSEA-4 Gang in sod., 2007

TNAP (alkalna fosfataza)

Battula in sod., 2009; Biihring in sod., 2009; Gronthos in
sod., 2007; Sobiesiak in sod., 2010

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

Celi¢ni oznacevalci \ Referenca

Znana protitelesa, ki Se nimajo definiranega antigena za uporabo pri pozitivni
selekciji

Dennis in sod., 2002; Encina in sod., 1999; Gronthos in
sod., 1994, 1999, 2003, 2007; Gronthos in Zannettino,
2008; Letchford in sod., 2006; Peiffer in sod., 2007,

Stro-1 Psaltis in sod., 2010; Shi in Gronthos, 2003; Simmons in
Torok-Storb, 1991; Stewart in sod., 2003; Zannettino in
sod., 2007
D7-FIB Jones in sod., 2002, 2006
W5C5 Biihring in sod., 2007
MSCA-1 (mesenchymal stem cel antigen-1) o
Biihring in sod., 1999
(W8B2) ¢
Celi¢ni oznacevalci za uporabno pri negativni selekciji
CDl11b Schrepfer in sod., 2007
CD31 (PECAM-1) Liu in sod., 2006
CD34 (antigen hematopoetskih progenitorskih | Gronthos in sod., 2007; Huss, 2000; Kaiser in sod., 2007;
celic) Liu in sod., 2006; Zannettino in sod., 2007

Baksh in sod., 2007; Jones in sod., 2006; Kaiser in sod.,
2007; Kastrinaki in sod., 2008; Kinnaird in sod., 2004;
Letchford in sod., 2006; Peiffer in sod., 2007; Tondreau in
sod., 2004; Zannettino in sod., 2007

CD45 (skupni levkocitni antigen)

Letchford in sod., 2006; Peiffer in sod., 2007; Simmons in

CD235a (glikoforin A) Torok-Storb, 1991; Tondreau in sod., 2004; Zannettino in
sod., 2007

Lin" (razli¢ni antigeni) Bieback in sod., 2009; Jarocha in sod., 2008; Tondreau in
sod., 2004

2.5 UPORABA MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIC V MEDICINI

Glavni cilj tkivnega inZenirstva in regenerativne medicine je ustvariti nove terapije za
zdravljenje razlicnih poskodb in bolezni, pri katerih telo samo ni sposobno ponovno
ustvariti funkcionalnega tkiva. Tkivno inZenirstvo se ukvarja z rekonstrukcijo tkiv ali
organov z uporabo celic, biomaterialov in bioloskih molekul. Regenerativna medicina pa
se bolj usmerja v sposobnost samoobnavljanja in uporabo mati¢nih celic.

MMC so primerne za uporabo v celi¢ni terapiji, ker: so lahko dostopne; poznamo dobro
definirane metode osamitve in proliferacije in jih lahko v relativno kratkem Ccasu
namnozimo v primernem Stevilu za klini¢no uporabo (Colter in sod., 2000; Sekiya in sod.,
2002); njihova uporaba ni eticno sporna; imajo veliko sposobnost deljenja (Horwitz in
sod., 1999); ohranjajo svoj diferenciacijski potencial (Lee in sod., 2005; Kotobuki in sod.,
2004); ter ne povzrocajo zavrnitvenih reakcij oz. celo delujejo imunosupresivno (Di Nicola
in sod., 2002; Ghannam, 2010; Herrero in Perez-Simon, 2010). Razlog za slednjo lastnost
je, da MMC na svoji povrsini nimajo MHC (poglavitni histokompatibilnostni kompleks;
angl. Major Histocompatibility Complex) razreda II, ampak samo MHC razreda I ob
odsotnosti so-stimulirajo¢ih molekul (Le Blanc in sod., 2003). Tako humane MMC niso
antigen predstavitvene celice in ostanejo nevidne za imunski sistem gostitelja oz. pacienta
(Tse in sod., 2003; Krampera in sod., 2003). Zato lahko MMC uporabljamo za alogensko
celi¢no terapijo.
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Transplantacija MMC je lahko avtologna ali alogenska. Pri avtologni transplantaciji je
darovalec in prejemnik ista oseba. Pri alogenski transplantaciji pa uporabljamo celice
darovalca za zdravljenje genetsko razlicnega prejemnika. Celice darovalca in prejemnika
se razlikujejo v humanih levkocitnih antigenih (HLA), proteinih, ki se nahajajo na
levkocitih in so sinonim za MHC pri ¢loveku. Imunski sistem na podlagi HLA razlikuje,
kaj je njemu lastno in kaj ni. Zato je pri alogenski transplantaciji nujno ujemanje vsaj v 6
od 10 HLA antigenih med celicami donorja in prejemnika. Kljub temu, da se HLA antigeni
ujemajo, obstajajo Se vedno nekateri manj znanih antigeni, ki lahko sprozijo imunski
odziv.

MMC regenerirajo poskodovano tkivo z razliénimi mehanizmi, npr. z diferenciacijo celic
preko tkivno-specifi¢nih signalnih poti, s produkcijo rastnih dejavnikov in citokinov
(Brittan in sod., 2005) ali z reorganizacijo zunajceli¢nega matriksa (Schneider in sod.,
2008).

Preglednica S5: Nekateri primeri humane terapevtske uporabe MMC (Rastegar in sod., 2010).

Bol k . e .
olezensko Vir MMC Nadin vnosa Rezultat terapije
stanje
Alogenski KM Intravenozno Izboljsanje funkcije praznjenja srca
Miokardni infarkt Avtologni KM Intrakoronarno Izboljsanje fur.lkcue levega
ventrikla
Poskodbe Avtologni KM Mesto poskodbe Izboljsanje khmcm}l simptomov in
hrustanca obsega poskodbe
. Alogenski KM Intravenozno Pospesevanje rasti
Lobsteinov Dif. cia osteoblasiov i
sindrom Fetalne MMC Intrauterino terenciacija osteoblastov in
zmanj$anje poskodbe
Idl.(v)patlcna .. | Alogenski KM Intravenozno Izboljsanje strome KM
aplasti¢na anemija

Zaradi vseh nastetih razlogov, izrazanja tropizma za poSkodovana tkiva, mocnih
imunosupresivnih efektov in spodbujanja angiogeneze, imajo MMC ogromen potencial za
zdravljenje Stevilnih bolezenskih stanj (Sasaki in sod., 2008; Zhang in sod., 2007; Toma in
sod., 2002). Lahko jih uporabimo pri zdravljenju (Preglednica 5) poskodb mezenhimskega
tkiva, tj. pri zlomih kosti, osteoporozi, obrabi hrustanca ipd. Celice so tudi sposobne
transdiferenciacije iz mezoderma v ektoderm; iz njih lahko nastanejo tudi kardiomiociti in
zivéne celice (astrociti, nevroni) (Rozman in sod., 2007). Uporabne so tudi v onkologiji,
saj tumorji z izlo€anjem dolocenih citokinov, tako kot tkivne poSkodbe, stimulirajo
migracijo MMC proti tumorju. S posegi v poti medsebojne komunikacije MMC in
tumorskih celic bi jih lahko uporabili za zdravljenje razlicnih tumorjev (Nakamura in sod.,
2004; Motain in sod., 2010). MMC so do sedaj uporabili v Stevilnih klini¢nih Studijah, za
zdravljenje kardiovaskularnih (Ripa in sod., 2007; Chen in sod., 2004), nevroloskih (Lee in
sod., 2008; Bang in sod., 2005) in imunomodulatornih bolezni (Lazarus in sod., 2005;
Ringden in sod., 2006). Trenutno je registriranih 182 klini¢nih Studij, ki po vsem svetu
ocenjujejo terapevtsko uporabnost MMC (ClinicalTrials, 2011).

Zanimiv primer je uporaba MMC v celi¢ni terapiji za zdravljenje ishemij. Migracijske
sposobnosti v poskodovano tkivo in sposobnost proliferacije in diferenciacije v razli¢ne
celi¢ne tipe omogoca uporabo MMC za zdravljenje miokardnega infarkta in cerebralne
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ishemije. Sr¢na odpoved Se vedno predstavlja velik stroSek za zdravstvene zavarovalnice.
Trenutne terapije temeljijo le na zmanjSevanju in blaZenju simptomov. S pomocjo
regenerativne medicine so razvili metode nadomes¢anja poskodovanega srénega tkiva z
zdravimi celicami. Studije in vitro so zelo uspe$no pokazale diferenciacijo MMC v
kardiomiocite (Makino in sod., 1999; Shiota in sod., 2007). Tako lahko MMC uspesno
izboljSajo funkcijo levega ventrikla pri miokardnem infarktu (Grauss in sod., 2008; Amado
in sod., 2005). Miyahara in sod. (2006) so pokazali, da transplantacija MMC na mesto
poskodbe ucinkovito izboljSuje funkcijo srca in statisticno znacilno vpliva na stopnjo
prezivelosti podgan z miokardnim infarktom. Ugotovili so, da se nekatere MMC
diferencirajo v kardiomiocite, in da MMC z izloCanjem citokinov vplivajo na izboljSanje
stanja. Citokini, kot spodbujajoci dejavniki angiogeneze, S¢itijo celice okoli ishemicnega
tkiva (Caplan in Dennis, 2006). MMC z izlocanjem citokinov vplivajo na celice sposobne
angiogeneze (Noiseux in sod., 2006; Tang in sod., 2010). V dvojno slepi klini¢ni Studiji so
pokazali, da so pacienti, ki so prejemali intravensko infuzijo MMC, po miokardnem
infarktu pokazali statisticno znacilno izboljSanje kardiovaskularne funkcije (Hare in sod.,
2009). O enakih terapevtskih rezultatih porocajo tudi Dill in sod. (2009), ki so uporabili
intrakoronarni vnos MMC. Torej sposobnost diferenciacije MMC v kardiomiocite in
njihova sekrecija citokinov spodbujata regeneracijo poskodovanega tkiva in s tem funkcijo
srca po miokardnem infarktu ter tako povecujeta prezivetje in kakovost zivljenja.

MMC imajo tudi sposobnost diferenciacije v nevronom podobne celice v prisotnosti
epidermalnega rastnega dejavnika (EGF, angl. epidermal growth factor) ali
nevrotroficnega dejavnika (BDNF, angl. bone-derived neurotrophic factor) (Sanchez-
Ramos in sod., 2000). Njihova Ze omenjena lastnost spodbujanja angiogeneze in
regeneracija tkiva igra pomembno vlogo pri zdravljenju cerebralne ishemije. V podganjih
modelih s cerebralno okluzijo oz. zaporo A. cerebri medie (ACM), je aplikacija MMC
statisticno znacCilno vplivala na zmanjSevanje poskodbe in izboljSanje funkcije tkiva.
Aplikacija velikega Stevila MMC po poskodbi je v primerjavi s postopnim doziranjem
pokazala boljse rezultate (Omori in sod., 2008). Omori in sod. (2008) predpostavljajo, da
so za to odgovorni citokini, ki jih izlocajo MMC. MMC tudi vplivajo na pospesevanje
proliferacije endogenih nevralnih mati¢nih celic in branijo novonastale celice pred
Skodljivim okoljem, ki nastane zaradi ishemije. Poro¢ajo, da so pri miSkah z emboli¢no
ACM, po transplantaciji MMC v stratum, prav tako uspesno migrirale, prezivele in se
diferencirale v nevronom podobne celice in s tem vplivajo na povrnitev funkcije tkiva (Li
in sod., 2000). Rezultati Studij in vivo so pokazali, da uporaba MMC vodi v zgodnjo
regeneracijo cerebralnega krvnega obtoka in integriteto mozgansko krvne bariere po
ishemiji (Borlongan in sod., 2004). To daje MMC vecjo terapevtsko vlogo. MMC prav
tako vplivajo na obnovo nevronov in njihovo remielinizacijo po kapi (Liu in sod., 2008).
Obstaja pa veliko na¢inov vnosa MMC. Pri merjenju dolgotrajnega vpliva regeneracije
funkcije tkiva se je v misjih modelih za Studijo kapi intravenozni nacin izkazal za najboljsi
nac¢in vnosa (Willing in sod., 2003). V klini¢ni S$tudiji, kjer so izvedli avtologno
transplantacijo MMC pri 30 pacientih z infarktom ACM in resnimi poSkodbami Zivcevija,
so opazili in dokazali statisticno znacilno izboljSavo poskodbe ob odsotnosti stranskih
ucinkov (Bang in sod., 2005).

Dobri rezultati klini¢nih Studij, ki dokazujejo varnost uporabe MMC, dajejo vecji pogum
za raziskovanje potencialne uporabe MMC za zdravljenja bolezni ljudi. Tako lahko upamo,
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da bo v bliznji prihodnosti uporaba MMC v kliniki vplivali na povecevanje kakovosti
zivljenja pacientov, ki imajo cerebralno ishemijo.

2.6 IMUNOMAGNETNO LOCEVANIJE

Imunomagnetno lo¢evanje postaja pomembna tehnika celicne separacije na razlicnih
podrocjih, od raziskovanja do klinike, od majhnih do velikih volumnov, od velikega Stevila
iskanih celic do redkih celic s specificnim fenotipom in med razlinimi vrstami
organizmov. Z uporabo te tehnike lahko osamimo razli¢ne tipe celic iz kompleksnih
mesanic, kot so periferna kri, hematopoetska tkiva (vranica, limfni vozli, timusa, kostni
mozeg itd.), nehematopoetska tkiva (trdni tumorji, epidermis, dermis, jetra, SCitnica,
miSice, vezivna tkiva, itd.) ali celi¢nih kultur. Trenutno je na voljo ve¢ locevalnih
sistemov, ki se razlikujejo v dveh lastnostih in sicer: sestavi in obliki magnetnih delcev ter
nacinu loCevanja (pozitivna ali negativna selekcija) (Bosio in sod., 2009).

Eden bolje razsirjenih sistemov imunomagnetnega lo¢evanja je MACS® Technology.
Postopek locevanja temelji na oznaCevanju celic s specificnimi protitelesi proti
dolo¢enemu antigenu oz. celicnemu oznacevalcu. Ta sistem uporablja magnetne delce,
posebne separacijske kolone z jekleno matrico in MACS magnetni nosilec, ki ustvarja
visoko gradientno magnetno polje (Bosio in sod., 2009; Miltenyi Biotec, 2008b).

Magnetne delce imenujemo MACS MicroBeads, so super paramagnetni delci
biorazgradljivega materiala, ki je meSanica Zelezovega oksida in polisaharidov. Vezani so
na specificna protitelesa (neposredno imunomagnetno oznacevanje) proti specificnemu
celi¢nemu oznacevalcu ali proti znacki s katero je oznaceno visoko specificno protitelo za
celi¢ni oznacevalec (posredno imunomagnetno oznacevanje). Razgradijo se in popolnoma
izginejo po nekaj dneh gojenja v celi¢ni kulturi, kar jih naredi Se bolj uporabne, saj ne
potrebujejo odstranjevanja z oznacenih celic. Njihova velikosti je okoli 50 nm. Ne
povzrocajo znanih vplivov na strukture, funkcijo ali aktivnost oznacenih celic ter tako ne
vplivajo na poskus (Miltenyi Biotec, 2008a, b).

Slika 3: Povecan prikaz jeklenega matriksa kolone s prikazanimi magnetnimi silami (Miltenyi Biotec,
2008a).

MACS kolone imajo v sredini matriks sestavljen iz jeklenih kroglic (Slika 3). Konstruirane
so tako, da omogocajo sterilno delo ter hitro in enostavno lo¢evanje oznacenih celic. Pri
teh kolonah ne smemo uporabljati drugih magnetnih delcev, saj lahko visoke magnetne sile
poskodujejo celice. Narejene so za enkratno uporabo in imajo sistem »flow stop«, ki
onemogoca izsusSitev kolone med dodajanjem tekocin in suspenzije celic. Ko jih postavimo
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v MACS magnetni nosilec nastane v matrici (optimalno razporejene jeklene kroglice)
visoko gradientno magnetno polje v katerem se na podlagi magnetnih sil ujamejo
imunomagnetno oznacene celice (oznacene z minimalnim Stevilom magnetnih delcev).
Notranjost kolone, je prevlecena s hidrofilnim slojem, ki omogoca hitro polnjenje. Ta sloj
se spere ob pripravi kolono s pufrom za spiranje. Obstaja ve¢ razli¢nih vrst kolone, ki se
razlikujejo po nacinu lo¢evanja (pozitivna ali negativna selekcija) in maksimalnem Stevilu
celic, ki jih lahko spustimo skoznjo. Velika prednost te tehnike je, da sta obe frakciji, tako
imunomagnetno oznacenih celic kot neoznacenih celic, takoj pripravljeni za nadaljnjo
uporabo, ki je lahko analiza s preto¢no citometrijo, nadaljnje molekularne analize, gojenje
celic v celi¢nih kulturah ali celi¢na terapija (Miltenyi Biotec, 2008a, b).

O
O

y 5 ) °
OO

Imunomagnetno oznacevanje celic C"_J #{
o) o
R o/

Magnetna separacija celic  Elucija imunomagnetno oznacenih celic

Slika 4: Tristopenjsko lo¢evanje posredno imunomagnetno oznacenih celic (Miltenyi Biotec, 2008a).

Pogosteje uporabljena tehnika je pozitivna selekcija z uporabo posrednega
imunomagnetnega oznacevanja celic, ki poteka v treh korakih. Za izvedbo potrebujemo
okoli 30 minut (Slika 4). Uporabna je predvsem za heterogene vzorce z majhnim Stevilom
iskanih celi¢nih tipov, saj omogoca visoko Cistost pozitivne frakcije in hitro lo¢evanje. Prvi
korak je magnetno oznacevanje celic, kjer pripravimo celice in jih ozna¢imo s specificnimi
protitelesi proti specificnemu proteinu oz. celicnemu oznacevalcu. Na ta protitelesa so
neposredno ali posredno vezani magnetni delci, ki so odgovorni za selekcijo v zunanjem
magnetnem polju. Obicajno se uporablja posredno imunomagnetno oznacevanje protiteles.
Tu v prvi stopnji ozna¢imo celi¢ni oznacevalec z visoko specifi¢nim protitelesom, ki je
oznaceno z znacko (obi¢ajno fluorokrom npr. R-fikoeritrin (PE), fluorescin izotiacianat
(FITC), alofikocianin (APC)). V drugi stopnji uporabimo specifi¢no protitelo z magnetnim
delcem, ki prepoznava znacko. Tako pridobimo suspenzijo imunomagnetno oznacenih
celic. Fluorokromi nam omogocajo sledenje celicam, ki smo jih osamili med postopkom
imunomagnetnega loCevanja s pretocno citometrijo (glej poglavje: Preto¢na citometrija).
Na ta nacin lahko spremljamo prisotnost oznacenih celic, Cistost populacij celic po
lo¢evanju ter izkoristek oz. u¢inkovitost imunomagnetnega locevanja. V tem koraku lahko
uporabljamo FcR Blocking Reagent (reagent za blokado FcR), ki povecuje specifi¢nost
vezave protiteles v dvostopenjskem oznacevanju celic ter s tem povecuje Cistost populacije
celic po lo¢evanju. Drugi korak je magnetno locevanje, ki poteka v kolonah z jekleno
matrico v MACS magnetnem nosilcu. V koloni nastane visoko gradientno magnetno polje,
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v katerem se na podlagi magnetnih sil ujamejo tudi celice oznacene z minimalnim Stevilom
magnetnih delcev. Neoznacene celice pa neovirano potujejo skozi kolono s tokom pufra. Z
enostavnim spiranjem kolone se znebimo velikega Stevila neoznacenih celic. Tretji korak
je eluiranje imunomagnetno oznacenih celic. V tem koraku odstranimo kolono iz MACS
magnetnega nosilca (magnetnega polja) ter s teko¢ino in batom speremo celice iz kolone
(Miltenyi Biotec, 2007a, 2008a).

2.7 PRETOCNA CITOMETRIJA

Preto¢na citometrija (angl. Flow Cytometry), nekateri jo poimenujejo tudi locevalnik
fluorescenéno oznacenih celic (angl. FACS, Fluorescence Activated Cell Sorter), je
obcutljiva in ponovljiva tehnika s katero merimo in analiziramo fizikalne in biokemicne
lastnosti posameznih celic. Vir svetlobe je laserski zarek, ki je usmerjen v tok celic, ki
skozi mesto interakcije z laserskim Zarkom potujejo posamicno v tankem curku. Svetlobni
laserski zarek zadene celico, se na njej odbije, lomi ali absorbira na fluorokromih, s
katerimi je oznacena celica. Fluorokormi so barvila, ki absorbirajo svetlobo dolocene
valovne dolzine, oddajo pa svetlobo vecje valovne dolzine. Naprava omogoca hitro analizo
vzorcev in kakovostno statisticno obdelavo rezultatov, saj lahko v eni sekundi analiziramo
vec sto celic (Kotnik in sod., 2001).

S kombiniranjem specifi¢nih protiteles oznacenih z razlicnimi fluorokromi proti razli¢nim
celicnim oznacevalcem lahko v isti preiskavi kombiniramo ve¢ fluorokromskih barvil
hkrati, ki jih vzbujamo z eno vrsto svetlobe (npr. Ar laser, 488nm) (Preglednica 6), pri
tem pa moramo zagotoviti oddajanje svetlobe razli¢nih valovnih dolZin, ki jo razlikujemo s
pomocjo fluorescentnih detektorjev. Pri tem je zaZeleno ¢im manjSe prekrivanje emisijskih
spektrov, kljub temu da je lazno pozitivne rezultate pri vecini citometrov mozno odstraniti
s t.1. metodo kompenzacije. Tako lahko v isti preiskavi lo¢imo posamezne populacije celic,
dolo¢imo njihov delez, opazujemo prisotnost specificnih celi¢nih oznacevalcev ipd. (Ihan,
1999).

Poleg analize celicnega fenotipa, ki jo uporabljamo z ugotavljanjem navzocnosti
posameznih celi¢nih oznac¢evalcev na celici ali v njej (kvalitativno in kvantitativno), lahko
s pretocnim citometrom izvajamo tudi druge analize (hematoloSke, onkoloske,
mikrobioloske, transfuzijoloske, itd.). Tako je Stevilo parametrov, ki jih lahko zaznavamo,
omejeno le z dostopnostjo fluorescencnih oznacevalcev in specifike aparatur (valovna
dolzina laserja, Stevilo detektorjev itd.) (Givan, 2001; Ormerod, 2008).

Glavni sestavni deli pretocnega citometra so: vir svetlobe, pretocni sistem za regulacijo
toka nosilne tekoCine skozi ustrezno svetlobo oz. preto¢na komora, opti¢ni sistem za
fokusiranje in usmerjanje svetlobe, elektroda, ki omogoca merjenje intenzitete svetlobe
signala in spreminjanje svetlobnega signala v elektricnega ter raCunalniski sistem z
ustreznim racunalni§kim programom za analizo in statisti¢no obdelavo dobljenih podatkov
(Slika 5) (Givan, 2001).

Preto¢ni citometer ima dva fotodetektorja in od dva do Stiri fluorescencne detektorje.
Fotodetektor FSC (angl. Forward Scatter Channel) zaznava svetlobo, ki jo celica sipa v
smeri od 0° do 20° od smeri laserskega zarka, in koli¢ina sprejete svetlobe je odvisna od
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velikosti celice. Fotodetektor SSC (angl. Side Scatter Channel) zaznava razprSeno svetlobo
pravokotno od smeri laserskega Zarka. Koli¢ina sprejete svetlobe je odvisna od zrnatosti
(granuliranosti) celice. Zrnatost celice je odvisna od lastnosti in koli¢ine membranskih
struktur (lizosomi, endoplazmatski retikulum, fagosomi, citoplazemske in jedrne
membrane, ...). Poleg fotodetektorjev FSC in SSC ima preto¢ni citometer fluorescencne
detektorje (FL1: 530 nm, FL2: 585 nm, FL3: 670 nm in FL4: 661 nm). Pri
imunofluorescen¢nih tehnikah vzorec obsevamo z vzbujevalno (ekscitacijsko) svetlobo, ki
jo fluorokromi s katerimi so oznacena specifi¢na protitelesa absorbirajo. Fluorescentni
detektorji pa merijo relativno intenziteto oddane (emitirane) svetlobe vecjih valovnih
dolzin od vzburjene svetlobe. Posamezen fluorescencni detektor sprejme preko sistema
filtrov in zrcal svetlobo dolocene valovne dolzine in izmeri signal, ki ga odda fluorokrom
vezan na celice (preko specificnega protitelesa). Detektorji sprejmejo svetlobne signale in
jih pretvorijo v elektri¢ne. Te signale izmerimo in obdelamo z ustreznimi ra¢unalniSkimi
programi ter jih prikazemo v obliki to¢kovnih grafov in/ali histogramov. Iz grafov lahko
odcitamo naslednje celi¢ne lastnosti: velikosti in zrnatosti ter vrsti in jakosti fluorescencnih

signalov (npr. prisotnost celicnih oznacevalcev) iz fluorescentnih detektorjev (Rahman,
2011; Ormerod, 2008).

Pretocna citometrija se vedno pogosteje uporablja tako v raziskovalne kot tudi v
diagnosti¢ne namene. Razlicne metode pretocne citometrije odvisno od poskusa oz. analize
vzorcev izkoriscajo morfoloske in biokemijske spremembe celic, ki so znacilne za

analizirane celice. S Stevilnimi tehnikami pretocne citometrije dobimo veliko podatkov o
stanju celic v preiskovanem vzorcu.

Izvor laserske svetlobe Pretocni sistem
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Slika 5: Shemati¢ni prikaz detektorskega sistema tipicnega preto¢nega citometra (PMT-
fotopomnoZevalka fluorescenc¢nih detektorjev razli¢nih valovnih dolZzin (FL1-4)) (Rahman, 2011).
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Preglednica 6: Nekateri najpogosteje uporabljeni fluorokromi za oznacevanje in podatki o valovnih
dolzinah vzbujene in oddane svetlobe (Ormerod, 2008).

Absorbcijski | Emisijski | Valovna dolzina laserja
Fluorokrom . . .
max. (nm) max. (nm) | (nm) in vzbujevalni ion
Fluorokromi za oznadevanje proteinov
FITC
(fluorescin izotiacianat) 495 >20
PE
(R-fikoeritrin) 495, 564 376 488, Argon
PerCP
(peridinin klorofil proteinski 490 677
kompleks)
APC 630, Helij-Neon
(alofikocianin) 650 660 647, Kripton
Fluorokromi za oznacevanje nukleinskih Kislin
PI
(propidijev jodid) 342,533 617
BB 320,518 605
(etidijev bromid) 488, Argon
AO 503 530 (DNA) - T8
(akridinoranzno) 640 (RNA)
7-AAD
(7-aminoaktinomicin) >46 647
Hoechstovo barvilo 395 450 uv
DAPI Argon
(4,6-diamidino-2-fenilindol) 372 476 Kripton

Slika 6: Preto¢ni citometer FACSCalibur™ Becton Dickinson (FACSCalibur, 2011).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 LABORATORIISKA OPREMA, MATERIAL, KEMIKALIJE IN GOJISCA

w
-
[

Laboratorijska oprema

Brezprasna komora (Iskra Pio, Slovenija)

Celi¢ni analizator Vi-CELL XR (Beckman Coulter, ZDA)

Centrifuga, model 5840R (Eppendorf, Nemcija)

CO; inkubator, model HeraCell 150 (Termo Scientific, ZDA)

Flourescencni mikroskop, model Observer 1 (Zeiss, ZDA)

Hladilnik (+4 °C) (Elektrolux, Svedska)

Invertni mikroskop, model Eclipse TE300 (Nikon, Japonska)

Mikropipete (Eppendorf, Nemcija)

MrFrosty (posoda za pocasno zamrzovanje celic) (Nalgene, ZDA)

Pipetor (angl. Pipetboy) (Integra Biosciences, Svica)

Preto¢ni citometer, model FACSCalibur™ (Becton Dickinson, ZDA)
Racunalniska oprema MacBiophotonics ImageJ (National Institute of Health, ZDA)
Racunalniski program AxioVision Release 4.7.2 (Zeiss, ZDA)

Racunalniski program CellQuest 3.0.1 in CellQuest Pro 6.0 (BD Bioscience, ZDA)
Racunalniski program NIS Elements D (Nikon, Japonska)

Stojalo za centrifugirke

Stresalnik (angl. vortex) (IKA Laboratory Equipment, Nemcija),

Termoblok (Biometra, Nemcija)

Zamrzovalnik (-20 °C) (Elektrolux, Svedska)

Zamrzovalnik (-80 °C) (HetoHolten, Danska)

1.4)
—
[\°]

Material

Centrifugirke (15 in 50 ml) (Corning, ZDA)

Epruvete z antikoagulantom, 10 ml (BD Vacutainer) (Becton Dickinson, ZDA)
Epruvete za pretocni citometer, 5 ml (BD Falcon) (Becton Dickinson, ZDA)
FastRead 102 - Stevna komora za enkratno uporabo (ISL, Velika Britanija)
Gojilne posodice, 6 luknjic (povrsina 9,6 cm*/luknjico) (Nunc, Danska)
Gojilne posodice, 24 luknjic (povrsina 2,0 cm?/luknjico) (Nunc, Danska)
Gojilne posodice, 25 cm” (TPP, Svica)

Krioviale (Corning, ZDA)

Krovna stekelca, 1,3 mm (ISOLAB, Nemcija)

Magnetni nosilec MiniMACS (Miltenyi Biotec, Nemcija)
Mikrocentrifugirke (Costar, ZDA)

MS kolone (Miltenyi Biotec, Nemcija)

Objektna stekelca (Termo Scientific, ZDA)

Okrogla krovna stekelca, 13 mm (Asistent, Nemcija)

Pasteurjeva pipeta (3,5 ml) (Ratiolab, Nemcija)

Pipetni nastavki (10 pl, 100 pl in 1000 ul) (Eppendorf, Nemcija)

Rokavice (Kimberly-Clark, ZDA)

Seroloske pipete (5, 10, 25 in 50 ml) (Sterilin Limited, Velika Britanija
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Sterilen filter Minisart 0,2 um (Sartorius, Nemcija)
Stojalo za magnetni nosilec MultiStand (Miltenyi Biotec, Nemcija)
Skatla za krioviale

Kemikalije
0,1 % Triton (Sigma-Aldrich, Nem¢ija)
10 % Kozji serum (Invitrogen, ZDA)
2 % Srebrov nitrat (Sigma-Aldrich, Nemcija)
25 % BSA, goveji serumski albumin (angl. Bovine Serum Albumin) (Gibco, ZDA)
3,7 % Formaldehid (Merck, Nemcija)
70 % Alkohol (Shield Medicare, Velika Britanija)
Accustain (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Biocid (Shield Medicare, Velika Britanija)
DAPI, 4,6-diamidino-2-fenilindol (angl. 4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma-
Aldrich, Nemcija)
DMEM/F12, Dulbeccovo modificirano gojisce: hranilna meSanica F12 (angl.
Dulbecco's Modiffied Eagle's Medium: nutrient mixture F12) (Gibco, ZDA)
DMSO, dimetil sulfoksid (angl. Dimethyl Sulfoxide) (Sigma, ZDA)
DPBS, fosfatni pufer brez Ca”" in Mg®" (angl. Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline) (Gibco, ZDA)
EDTA, etilendiaminotetraocetna kislina (angl. Ethylenediaminetetraacetic acid)
(Gibco, ZDA)
FBS, fetalni goveji serum (angl. Fetal Bovine Serum) (Gibco, ZDA)
Glicerol (Sigma-Aldrich, Nemcija)
hMSC Osteogenic BulletKit (Lonza, ZDA):
Osnovno osteogeno gojisce
Penicilin/Streptomicin
Askorbinska kislina
Deksametazon
Beta glicerolfosfat
FBS
Izopropanol (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Lak za nohte, prozoren
Lympholyte®-H (Cedarlane, Kanada)
MSCBM BulletKit (Lonza, ZDA):
v MSCBM - osnovno gojisée za MMC (angl. Mesenchymal Stem Cell Basal
Madium)
v" MSCGM SingleQuots:
= MCGS - rastni dodatek za MMC (angl. Mesenchymal Cell Growth
Supplement)
* L-Glutamine — L-glutamin
MSC Research Tool Box - CD271 human (PE) (Miltenyi Biotec, Nemc¢ija):
v' CD271 MicroBead Kit human (PE):
= (CD271 (LNGFR)-PE, human
* Anti-PE MicroBeads
* FcR Blocking Reagent

ANANE NN
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v

CytoMix-MSC — meSanica citokinov za MMC

v" NHEM - gojis¢e za MMC (NH Expansion Medium)

Penicilin/Streptomicin (Invitrogen, ZDA)

Tripansko modrilo (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Tripsin-EDTA (Gibco, ZDA)

Zelatina (angl. gelatine) (Sigma-Aldrich, Velika Britanija)

e Uporabljena protitelesa za pretocno citometrijo:
v Misje protitelo razreda IgM proti humanemu Stro-1, oznageno s FITC (Santa

v

Cruz Biotechnology, ZDA)

Misje protitelo razreda IgG;, k proti humanemu CD73, oznaceno s PE (BD
Pharmingen, ZDA)

Misje protitelo razreda I1gG;, k proti humanemu CD10S5, oznaceno s FITC
(BioLegend, ZDA)

Misje protitelo razreda IgG;, k proti humanemu CD166, oznaceno s PE (BD
Pharmingen, ZDA)

Misje protitelo razreda IgGy, k proti humanemu CD45, oznaceno s FITC (BD
Pharmingen, ZDA)

Misje protitelo razreda IgG;, proti humanemu CD271, oznaceno s PE
(Miltenyi Biotec, Nemcija)

Misje protitelo razreda IgG;, x izotipska kontrola, oznaeno s FITC (BD
Pharmingen, ZDA)

Misje protitelo razreda IgG;, « izotipska kontrola, oznateno s PE (BD
Pharmingen, ZDA)

e Uporabljena protitelesa za imunobarvanje:

v

AN

AN

Misje protitelo razreda IgG;, proti humanemu CD105 (Santa Cruz
Biotechnology, ZDA)

Mi§je protitelo razreda IgG;, proti humanemu CD90 (Santa Cruz
Biotechnology, ZDA)

Kozje protitelo proti mi§jemu IgG;, oznaceno s FITC (Invitrogen, ZDA)

Misje protitelo razreda IgM, proti humanemu vimentin (Abcam, Velika
Britanija)

Kozje protitelo proti mi§jemu IgM, ozneceno s Tx (Invitrogen, ZDA)

Misje protitelo razreda IgG, k¥ proti humanemu CD73, oznaceno s PE (BD
Pharmingen, ZDA)

Misje protitelo razreda IgG;, k proti humanemu CD166, oznaceno s PE (BD
Pharmingen, ZDA)

Misje protitelo razreda IgG;, k proti humanemu CD45, oznaceno s FITC (BD
Pharmingen, ZDA)

Mi§je protitelo razreda IgG,, « izotipska kontrola, ozna¢eno s FITC (BD
Pharmingen, ZDA)

Mi§je protitelo razreda IgG;, x izotipska kontrola, oznaceno s PE (BD
Pharmingen, ZDA)
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3.1.4 Gojisca in raztopine

cev v

gojisca in raztopine niso bili sterilni, smo jih prefiltrirali skozi sterilen filter Minisart 0,20
um.

MSCGM (angl. Mesenchymal Stem Cell Growth Medium) gojis¢e za MMC (narejeno po
navodilih proizvajalca):

e MSCBM

e MSCGM SingleQuots (MCGS in L-Glutamine)

NHEM Plus gojisc¢e za MMC (narejeno po navodilih proizvajalca):
e NHEM
e CytoMix-MSC

CytoMix je meSanica citokinov za visoko proliferacijo MMC iz razli¢nih virov. Skupaj z
NHEM celicam zagotavljata optimalne pogoje za proliferacijo (Miltenyi Biotec, 2008c¢).

Gojisce, ki podpira osteogeno diferenciacijo (narejeno po navodilih proizvajalca s hMSC
Osteogenic BulletKit-om):
e Osnovno osteogeno gojisce
Penicilin/Streptomicin
Askorbinska kislina
Deksametazon
Beta glicerolfosfat
2,5 % 0z. 5 % FBS

Kontrolno gojisce za osteodiferenciacijo:
e NHEM Plus za celice gojene v gojis¢e NHEM Plus ali
e MSCGM za celice gojene v gojis¢éu MSCGM
e Penicilin/Streptomicin

Medij za inaktivacijo tripsina:
e DMEM/F-12
e 10% FBS

Zamrzovalni medij:
e FBS
e 10 % DMSO

Pufer za spiranje:
e DPBS
e 2mMEDTA
e 0,5%BSA
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3.2 METODE

Vse poskuse smo skrbno nacrtovali in jih izvajali v asepti¢nih pogojih. Zato smo si za lazje
delo izdelali shemo postopka dela (Slika 7).

Vzorec kostnega
mozga

Osamitev cnojedernib eelic 7 logevalnim medijem
Lympholyte®-H

(Jsamitev 7 . ; (Jsamitev 7
. . linnjederne celice
imunomagnetnim adherenco na

. MNC .
To¢evanjem (MNC) plastiko

N )

*/ Analiza s pretoéno citometrijo

CD271 pozitivie
cclice

14 dnevno gojenje

14 dnevno gojenje

Iopulacija MAG v gojiséu PPopulacija ADH v gojistu
MHEM IMlus MSCGM
Gojenje v gojiséu Gojenje v gojiséu NHEM Plus Gojenje v gojiscu Gojenje v gojiséu NHEM Plus
MSCGM do pasaze 12 do pasaze 12 MSCGM do pasaze 12 do pasaze 12

T [

Leris rastoe krivulje T

Analiza s pretoéno citometrijo
Qsleodilerencacija

3.2.1 Pridobivanje vzorcev kostnega mozga

Slika 7: Shema poteka dela.

Vzorce KM, iz katerih smo osamili enojedrne celice (MNC, angl. mononuclear cell), smo
pridobili na Univerzitetnem klinicnem centru v Ljubljani, na Klinicnem oddelku za
hematologijo. Punkcijo 4 — 7 ml punktata KM iz kriznice je opravil odgovorni zdravnik/ca
Klini¢nega oddelka za hematologijo Univerzitetnega klinicnega centra v Ljubljani.
Punktati KM so bili odvzeti v epruvete z 18,0 mg antikoagulanta KszEDTA. Vzorci so bili
odvzeti pacientom, ki so bili v diagnosticnem postopku in so se strinjali z darovanjem
vzorca v raziskovalne namene. To so potrdili s podpisom pristanka (Priloga A) »lzjava o
poucenosti in pisni privolitvi v postopek«. Za delo z vzorci smo dne 13. 7. 2010 pridobili
soglasje Komisije za medicinsko etiko Stevilka 128/07/10 za Studijo »Uporaba humane
maticne celice za zdravljenje«.
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3.2.2 Osamitev enojedrnih celic

KM vsebuje poleg MC Se druge celice: mas¢obne celice, celice podporne strome,
eritrocite, limfocite T in B, granulocite (bazofilce, eozinofilce in nevtrofilce), monocite,
makrofage, trombocite in megakariocite.

Da bi locili MC, ki se nahajajo med MNC, od ostalih celic, smo uporabili osamitev z
gradientnim centrifugiranjem s lo¢evalnim medijem Lympholyte®-H. Lympholyte®-H je
poseben logevalni medij z gostoto 1,0770 + 0,001 g/em® pri temperaturi 22°C. Je vodna
raztopina s pH 6,9 £ 0,3 in vsebuje 5,64% polisaharoze 400 in 9,65% natrijevega
diatrizonata. Lympholyte®™-H se uporablja za specifiéno loGevanje viabilnih limfocitov in
monocitov. Omogoca odstranitev eritrocitov, mrtvih celic in ve€ine granulocitov (tudi
nevtrofilce) iz vzorca. Tako po osamitvi dobimo suspenzijo celic, ki vsebuje > 70% zivih
limfocitov (Stevila lahko odstopa med vzorci) in < 10% eritrocitov. To lahko dosezemo, ce
upostevamo, da je potrebno Lympholyte®-H pred uporabo ogreti na sobno temperaturo
(gostota se mocno spreminja s temperaturo), dobro premesati in razpliniti (pustimo stati 2-
3 minute, da izginejo zra¢ni mehurcki). Kon¢ni rezultat lo¢evanja so plastovito loceni
razli¢ni tipi celic iz KM (Cedarlane, 2007).

Z uporabo gradientnega centrifugiranja izkoris¢amo razlike v gostoti med MNC in drugimi
komponentami KM. Med centrifugiranjem potujejo celice glede na svojo gostoto razli¢no
dale¢ vzdolZ vertikalne osi. Lympholyte®-H pri sobni temperaturi povzrota agregacijo
eritrocitov in s tem hitrejSo sedimentacijo na dno centrifugirke. Tik nad eritrociti se
nahajajo tudi granulociti. Limfociti, monociti in trombociti zaradi svoje majhne gostote ne
morejo penetrirati v plast Lympholyte®-H. Zato obstanejo na meji med plazmo in
Lympholyte®-H ter so vidni kot moten bel obrogek (Slika 8). S spiranjem se nato znebimo
trombocitov, ostanka plazme in Lympholyte®-H (GE Healthcare, 2010).

Plazma in trombociti

Razredéen kostni mozeg

E Enojederne celice

LympholyieE-H

Lympholyte®-H B
Eritrociti

Slika 8: Osamitev enojedrnih celic s lo¢evalnim medijem Lympholyte®H (GE Healthcare, 2010). Levo
je prikazana plast vzorca razredéenega KM nad lo¢evalnim medijem Lympholyte®”-H pred centrifugiranjem.
Desno so prikazane locene plasti razli¢nih celi¢nih tipov po centrifugiranju.
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4 -7 ml vzorca KM smo najprej red¢ili z DPBS do skupnega volumna 24 ml in ogreli na
sobno temperaturo. V $tiri 15ml-centrifugirke smo nanesli 3 ml na sobno temperaturo
ogretega Lympholyte®-H ter nanj previdno nanesli 6 ml vzorca razreddenega KM. Med
nanaSanjem smo pazili, da se nam sloja nista pomesala. Tako pripravljene centrifugirke
smo centrifugirali 30 minut pri 400 x g na sobni temperaturi z minimalnim pospesevanjem
in brez zaviranja. Po centrifugiranju smo s Pasteurjevo pipeto previdno odstranili plast
MNC in jih prenesli v novo 50ml-centrifugirko. Dodali smo DPBS do skupnega volumna
50 ml in centrifugirali 10 minut pri 300 x g na sobni temperaturi, tako smo sprali celice. Po
centrifugiranju smo odstranili supernatant in MNC resuspendirali v 1 ml pufra za spiranje
ter dolocili Stevilo celic, ki smo jih osamili (glej poglavje: Dolo¢anje Stevila celic). Z
dobljeno suspenzijo MNC smo nadaljevali s primerjavo metod osamitve (glej poglavje:
Primerjava metod osamitve).

3.2.3 Dolocanje Stevila celic

Za dolocanje Stevila celic smo uporabili dve razliéni metodi opisani v nadaljevanju.
Uporabili smo ju odvisno od koli¢ine vzorca in eksperimenta, ki smo ga izvajali.

Za vzorce, ki so vsebovali zadostno Stevilo celic, smo za doloCanje Stevila celic uporabili
napravo Vi-Cell XR. Ta naprava omogoca samodejno Stetje celic ter izvede oceno njihove
viabilnosti na podlagi barvanja s tripanskim modrilom. Ker se tipi celic med seboj
razlikujejo, smo prilagodili parametre, potrebne za ucinkovito doloCevanje Stevila celic in
oceno njihove viabilnosti. Za dolocanje Stevila celic v vzorcu KM smo ustvarili nov profil
(Preglednica 7).

Preglednica 7: Uporabljeni parametri za dolo¢anje Stevila celic na napravi Vi-Cell XR.

Parameter Velikost parametra
Minimalni premer celice [pm] 4
Maksimalni premer celice [um] 10
Svetlost celice [%] 85
Ostrina celice [%] 100
Svetlost viabilne celice [%] 65
Povrsina svetle tocke viabilne celice [%] 5

Za vzorec, ki so vsebovali majhno Stevilo celic, smo za dolocanje Stevila celic uporabili
Stevne komore za enkratno uporabo FastRead 102. Ploscica je sestavljena iz desetih enakih
komor. V vsaki komori je vgravirana mreZica, sestavljena iz 10 velikih kvadratov, vsak
kvadrat pa je razdeljen na 16 manjSih kvadratov. Volumen vzorca, ki ga sprejme komora je
9 uL. Stevilo celic dolo¢imo z izradunom po spodnji formuli.

resSteto St. celic v
P x 10* X redéitev vzorca  ...(1)

S§t. celic/ml = — — —
Stevilo presStetih velikih kvadratov

Vzorec, kateremu smo dolocali Stevilo celic, smo predhodno po potrebi red¢ili. Razredcen
vzorec pa smo nato v razmerju 1:1 redcili Se s tripanskim modrilom ter ga dobro premesali.
10 pul vzorca smo prenesli v komoro, kjer je viSek volumna odtekel v stranske kanale. Tako
pripravljen vzorec smo nato presteli na mikroskopu pri 100 x povecavi. Presteli smo samo
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zive celice, torej neobarvane celice. Tripansko modrilo mrtve celice obarva modro. Tako
jih lahko lo¢imo od Zivih celic, ki ostanejo neobarvane.

3.2.4 Primerjava metod osamitve

Za ulinkovito primerjavo osamitve populacij MMC z imunomagnetnim lo¢evanjem in
klasi¢no osamitvijo z adherenco na plastiko, moramo imeti dobro standardizirane pogoje
za primerjavo. Da smo se izognili nepotrebnim neznankam in neenakovrednim pogojem,
smo primerjali obe metodi osamitve na nivoju posameznega vzorca KM. Zato smo
potrebovali zadostno koli¢ino zacetnega vzorca KM, da smo pridobili zadostno Stevilo
MNC.

Za vsako metodo osamitve smo (imunomagnetno locevanje in adherenco na plastiko) iz
homogenizirane suspenzije MNC istega KM vzeli 3 x 10’ MNC. To $tevilo nam omogoca,
da lahko po imunomagnetnem lo¢evanju nasadimo celice v zadostnem Stevilu za nadaljnjo
gojenje.

Populacije MMC, ki smo jih osamili, smo gojili 14 dni in jim na 7 dni menjali gojisce. Po
14 dnevnem gojenju smo primerjali rezultat obeh metod osamitve.

Primerjavo metod osamitve smo izvedli na veC razli¢nih bioloSkih ponovitvah oz. vzorcih
KM. Tako so dobljeni podatki dobili tudi statisti¢éno vrednost.

3.2.4.1 Imunomagnetno lo¢evanje

Za imunomagnetno locevanje smo uporabili komercialni komplet reagentov CD271
MicroBead, human (PE). Uporablja se za pozitivno selekcijo imunomagnetno oznacenih
humanih celic iz suspenzije MNC, ki imajo na povrsini prisoten celi¢ni oznacevalec
CD271 (Slika 9). Viri MNC so lahko kostni mozeg, lipoaspirat, periferna krvi, limfocitni
pripravek in popkovni¢na kri. Princip lo¢evanja temelji na predhodno opisanih treh
korakih. V prvem tako imenovanem koraku imunomagnetnega oznacevanja posredno
ozna¢imo CD271 pozitivne celice. To naredimo v dveh stopnjah. V prvi stopnji ozna¢imo
celice s protitelesi CD271-PE, ki so visoko specifi¢na proti celicnemu oznacevalcu CD271
in imajo vezan fluorokrom PE. Na fluorokrom nato v drugi stopnji vezemo protitelesa
Anti-PE MicroBeads, ki so visoko specifi¢na proti PE z vezanimi magnetni delci. Ti
magnetni delci pa so odgovorni za loCevanje. Pri obeh stopnjah oznaevanja celic
uporabljano tudi reagent za blokado FcR iz zgoraj opisanih razlogov. Tako
imunomagnetno oznacene celice nanesemo na predhodno pripravljeno MS kolono (kolono
navlazimo s pufrom za spiranje), ki je postavljena v magnetni nosilec MiniMACS.
Neoznacene celice se iz kolone sperejo. Zaradi magnetnih delcev CD271 pozitivne celice
po magnetni selekciji ostanejo v koloni, ki jih izven magnetnega polja z batom in pufrom
za spiranje potisnemo iz nje. Po tej stopnji dobimo dobro prec¢iS¢eno populacijo CD271
pozitivnih celic (Miltenyi Biotec, 2007a, b).

Najprej smo si pripravili pufer za spiranje in ga ohladili na 4 °C. Na enaki temperaturi
imamo tudi shranjene komponente kompleta reagentov CD271 MicroBead, human (PE):
CD271-PE, Anti-PE in reagent za blokado FcR.
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S celicami delamo hitro, jih ohranjamo hladne in uporabljamo predhodno ohlajene
reagente. S tem prepre¢imo nespecificne vezave protiteles na celice in med protitelesi.
Pazimo, da vzorci MNC ne vsebujejo skupkov, ki bi zamasili kolono in s tem zmanjsali
u¢inkovitost loGevanja. Protokol smo prilagodili za 3 x 10’ MNC tako, da smo prilagodili
volumen reagentov in velikost kolone.

_.specifino protitelo proti PE z vezanimi magnetnimi delci

N visoko specifi¢no protitelo oznaceno z PE

|
celiéni ornacevalec CD271

Slika 9: Posredno imunomagnetno oznacena celica za celi¢ni oznacevalec CD271 (Miltenyi Biotec,
2008D).

3.2.4.1.1 Imunomagnetno oznacevanje celic

Iz suspenzije MNC smo odvzeli ustrezen volumen celi¢ne suspenzije tako, da smo v novo
15-ml centrifugirko prenesli 3 x 10’ MNC. To smo centrifugirali 10 minut pri 300 x g na 4
°C. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 240 pl
pufra za spiranje. Celi¢ni suspenziji smo dodali 30 pl reagenta za blokado FcR in 30 pl
protitelesa CD271-PE. Vse skupaj smo dobro premesali in inkubirali 10 minut na 4 °C. Po
inkubaciji smo v centrifugirko dodali 10 ml pufra za spiranje in centrifugirali 10 minut pri
300 x g na 4 °C. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet
resuspendirali v 210 pl pufra za spiranje. Celi¢ni suspenziji smo dodali 30 pl reagenta za
blokado FcR in 60 pl protiteles z vezanimi magnetnih delcev Anti-PE MicroBead. Vse
skupaj smo dobro premesali in inkubirali 15 minut na 4 °C. Po inkubaciji smo v
centrifugirko dodali 10 ml pufra za spiranje in centrifugirali 10 minut pri 300 x gna 4 °C.
Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 500 ul pufra
za spiranje (Miltenyi Biotec, 2007a).

3.2.4.1.2 Magnetna separacija celic

Za magnetno separacijo smo izbrali MS kolono (Slika 10), ki je primerna za pozitivno
selekcijo redkih imunomagnetno oznacenih celic iz heterogene suspenzije. Zasnovana je
tako, da sprejme do 107 oznacenih celic in 2 x 10* vseh celic. Pri delu s kolono moramo
paziti, da jo postavimo v magnetni nosilec, pod njo pa namestimo zbirno 15-ml
centrifugirko tako, da se konec kolone in vrh centrifugirke ne dotikata, saj mora tekocina
prosto kapljati iz kolone v zbirno centrifugirko. Pri dodajanju nove tekocCe faze oziroma
suspenzije celic moramo paziti, da v tekoc€ini ni mehurckov, saj le ti motijo locevanje in
tok tekocine skozi kolono ter pocakati, da tekocina neha kapljati iz kolone. Pri tem ne
smemo uporabljati sile (Miltenyi Biotec, 2007a).
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Slika 10: MS kolona v magnetnem nosilcu MiniMACS pritrjen na MultiStand stojalu za magnetni
nosilec (Miltenyi Biotec, 2008a).

Pravilno postavljeno MS kolono smo najprej pripravili tako, da smo jo sprali s 500 pul pufra
za spiranje in nanjo nanesli pripravljeno suspenzijo MNC. Kolono smo nato Se trikrat
sprali s 500 pul pufra za spiranje. Iz kolone smo tako odstranili neoznaceno frakcijo MNC.
Kolono smo vzeli iz magneta in jo postavili v novo zbirno centrifugirko. Sprali smo jo z 1
ml ogretega gojis¢a NH Expansion Medium (NHEM). Ponovno smo dodali 1 ml ogretega
gojis¢a NHEM in z batom pocasi po kapljicah potisnili CD271 pozitivne celice iz kolone
(Miltenyi Biotec, 2007a).

Za dolocanje Stevila celic s Stevno komoro za enkratno uporabo FastRead 102 smo porabili
10 ul suspenzije (glej poglavje: Dolocanje Stevila celic). Dobljenih 2 ml suspenzije CD271
pozitivnih celic smo nasadili v eno luknjico gojilne posodice s 6 luknjicami (povrsin 9,6
cm?). Celicam smo po 7 dneh zamenjali gojis&e in jih po 14 dneh tripsinizirali ter presteli z
uporabo Stevne komore za enkratno uporabo FastRead 102. S pridobljenim podatkom smo
lahko primerjali metodi osamitve.

Dobljeno populacijo MMC, ki smo jo osamili z imunomagnetnim lo¢evanjem (populacija
MAG), smo uporabili za primerjavo rasti populacij, ki smo jih osamili (glej poglavje:
Primerjava rasti razli¢nih populacij MMC).

3.2.4.1.3 Izracun izkoristka imunomagnetnega loCevanja

Pri delu nas je zanimal tudi izkoristek imunomagnetneha lo¢evanja, ki smo ga izracunali za
vzorce KM67, KM68, KM 69, KM72 in KM77 po naslednji formuli:

(delez CD271 pozitivnih celic po izolaciji x §t. celic po izolaciji)

izkoristek (%) =

100 ..(3)

(delez CD271 pozitivnih celic pred izolacijo X $t. celic pred izolaciji)

3.2.4.2 Klasi¢na osamitev z adherenco na plastiko

Metoda temelji na adherentnem potencialu MMC, saj se MMC pritrdijo na plastiko v ¢asu
24-72 h (Nardi in Meirelles, 2006).

Iz suspenzije MNC smo odvzeli ustrezen volumen celi¢ne suspenzije tako, da smo v novo
15ml-centrifugirko prenesli 3 x 10’ MNC. To smo centrifugirali 10 minut pri 300 x g na 4
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°C. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet resuspendirali v 12 ml
ogretega gojis¢a MSCGM (angl. Mesenchymal Stem Cell Growth Medium). Suspenzijo
celic smo dobro premesali in nasadili v 6 luknjic v gojilno posodico s 6 luknjicami
(povrsina luknjice: 9,6 cm®) po 2 ml celi¢ne suspenzije na luknjico, saj je nasaditvena
gostota 500.000 celic/cm?.

Ker so nas zanimale samo adherentne celice, ki predstavljajo populacijo MMC, smo se
neadherentnih celic znebili z menjavo gojis€a po 48 urah gojenja. Celicam smo po 7 dneh
zamenjali gojiSce in jih po 14 dneh tripsinizirali ter presSteli z uporabo Stevne komore za
enkratno uporabo FastRead 102. S pridobljenim podatkom smo lahko primerjali metodi
osamitve.

Dobljeno populacijo MMC, ki smo jo osamili z adherenco na plastiko (populacija ADH),
smo uporabili za primerjavo rasti izoliranih populacij (glej poglavje: Primerjava rasti
razli¢nih populacij MMC).

3.2.5 Dohranjevanje celicne kulture

Rast celicne kulture smo spremljali vsak dan in jim glede za poskus, ki smo ga izvajali,
zamenjali ustrezno gojisée (glej poglavje: Gojis¢a in raztopine). Ce smo celice samo gojili,
smo jim ustrezno gojis¢e menjali 1-krat tedensko. Menjavo gojis¢a smo izvedli tako, da
smo izrabljenega zamenjali z ustreznim volumnom svezega. Volumen svezega gojisca je
bil odvisen od velikosti gojilne posodice, ki smo jo uporabili za gojenje celic. Gojisca
MSCGM, NHEM in NHEM Plus smo pripravljali po navodilih proizvajalca (glej poglavje:
Gojisca in raztopine). Vsako gojis€e smo po pripravi alikvotirali v manjSe volumne in jih
shranili v zamrzovalniku na -20 °C. Delovne volumne smo sproti odtajali in jih shranili v
hladilniku na 4 °C. Tako gojisce je uporabno 1 teden.

3.2.6 Tripsinizacija

Tripsinizacija je postopek s katerim odlepimo enoslojno celi¢no kulturo iz dna gojilne
posodice z encimom tripsin, ki razgrajuje peptidne vezi med proteini, ki pritrjujejo celice
na podlago. Celic ne smemo pustiti izpostavljenih tripsinu dlje kot 10 minut. Pri vi§jem
casu izpostavitve, tripsin spreminja proteine na povrsini celic in razgrajuje celice.

MMC presajamo v novo gojilno posodico, ko le te dosezejo 70 - 90% konfluenco oz.
preraS¢enost gojilne posodice.

Tripsin smo najprej ogreli na 37 °C, saj je ta temperatura optimalna za njegovo delovanje.
Iz gojilne posodice smo odstranili izrabljeno gojiS¢e. Celice smo nato 3-krat zaporedno
sprali z na sobno temperaturo ogretim D-PBS ob po¢asnem vrtenju gojilne posodice. S tem
smo s celic dobro sprali komponente gojis€a, saj serum inhibira delovanje tripsina. Po
zadnjem spiranju z D-PBS smo dodali ustrezen volumen tripsina (Preglednica 8) ter
gojilno posodico za 5 minut postavili v inkubator na 37 °C. Po inkubaciji smo pod
mikroskopom preverili ali je bila tripsinizacija uspesna, torej ali so se vse celice odlepile s
podlage. Ce se celice niso povsem odlepile, smo postavili gojilno posodico za kratek ¢as na
stresalnik. Ko so se vse celice odlepile s podlage in smo dobili suspenzijo posami¢nih
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celic, smo jim dodali 2-kratni volumen ogretega medija za inaktivacijo tripsina (glej
poglavje: Gojis€a in raztopine) s katerim smo ustavili delovanje tripsina ter sprali gojilno
posodico. Suspenzijo smo prenesli v 15-ml centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 400 X
g na sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet
resuspendirali v ustreznem gojiscu ali raztopini, odvisno od nadaljevanja poskusa.

Preglednica 8: Uporabljeni volumni kemikalij glede na velikost gojilne posodice.

GOj ilna pOSOdica (GP) N Vtripsin Vmedii za inaktivacijo tripsina

GP, 25 cm’ 4 ml 3ml 6 ml

GPs 6 luknjzlcaml, > ml 1,5 ml 3ml
9,6 cm

3.2.7 Shranjevanje celic

Celice, ki jih nismo potrebovali za nadaljnje poskuse, smo zamrznili in shranili v
zamrzovalniku na -80 °C. Volumen zamrzovalnega medija je bil odvisen od Stevila celic,
ki smo jih namenili za shranjevanje (Preglednica 9).

Preglednica 9: Volumen zamrzovalnega medija v odvisnosti od $tevila celic

Stevilo celic Vzamrzovalni medij
100.000 — 500.000 0,5 ml
500.000 — 1.000.000 1,0 ml
1.000.000 — 3.000.000 2,0ml

Predhodno smo si pripravili polovico predvidenega volumna zamrzovalnega medija v
razmerju 20% DMSO in 80% FBS ter preostalo polovico FBS ter ju skupaj s posodo za
zamrzovanje (Mr. Frosty) ohladili v hladilniku na 4 °C. Nato smo dolocili skupno Stevilo
celic, ki jih nismo potrebovali in se odlocili, koliko in v kolik§nem volumnu jih Zelimo
zamrzniti v posamezni krioviali. Volumen suspenzije celic, ki smo jo namenili za
shranjevanje smo prestavili v 15-ml centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 400 x g na 4
°C. Pri zamrzovanju je zelo pomembno, da imamo vse kemikalije, ki jih uporabljamo in
suspenzijo celic ¢im bolj ohlajene, saj s tem prepre¢imo toksi¢no delovanje DMSO na
celice. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet previdno
resuspendirali v predvidenem volumnu FBS. Ko smo dobili homogeno suspenzijo celic,
smo previdno dodali Se predvideni volumen pripravljenega zamrzovalnega medija. Tako
smo pridobili suspenzijo celic v zamrzovalnem mediju v razmerju 10% DMSO in 90%
FBS (glej poglavje: Gojis¢a in raztopine). Dobljeno suspenzijo celic smo prenesli v
ohlajene krioviale, jih dali v ohlajeno posodo za zamrzovanje ter vse skupaj ez no€ pustili
v zamrzovalniku pri -80 °C. Po 24 h smo prestavili krioviale v skatlo za krioviale in pustili
v zamrzovalniku pri -80 °C. Za dolgoro¢no shranjevanje smo celice prenesli v tekoci dusik
na -196 °C.

3.2.8 Primerjava rasti razli¢nih populacij MMC

Nas namen je bil poiskati najprimernejSo kombinacijo populacij ADH in MAG ter gojisca
MSCGM in NHEM Plus.
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Rast izoliranih populacij ADH in MAG smo pripravljali tako, da smo izrisali njihove
rastne krivulje. Uporabili smo gojenje v gojilnih posodicah s 6 luknjicami, tripsiniziranje in
Stetje s uporabo Stevne komore za enkratno uporabo FastRead 102 (glej poglavje:
Dolocanje Stevila celic).

3.2.8.1 Gojenje populacij

Populaciji ADH in MAG, ki smo ju pridobili po 14 dnevnem gojenju, smo razdelili na dva
dela. En del populacije smo uporabili za gojenje v gojisS¢u MSCGM. Drugi del za gojenje v
g0jis¢u NHEM Plus. Celice smo gojili v 3 tehni¢nih ponovitvah za vsako kombinacijo
populacije in gojiSca posebej. Nasaditvena gostota celic je bila med 4.000 in 5.000
celic/em’. Da smo lahko primerjali vse §tiri kombinacije med seboj, je morala biti
nasaditvena gostota v tekoci pasazi enaka med vsemi kombinacijami. Prav tako smo zaradi
primerjave kombinacij celiéne kulture tripsinizirali in presteli, ko je prva izmed
kombinacije dosegla 70 - 90% konfluenco. Vsako luknjico vseh kombinacij smo
tripsinizirali posebej in iz vsake centrifugirke vzeli po tri vzorce za Stetje ter za vsak vzorec
izvedli 2 ponovitvi Stetja z uporabo Stevne komore za enkratno uporabo FastRead 102.
Tako smo odstranili moZzne napake pri jemanju vzorcev in Stetju (Preglednica 10).

Po Stetju smo zdruzili vse 3 tehni¢ne ponovitve vsake kombinacije in ponovno nasadili
celice v 3 tehni¢nih ponovitvah v nasaditveni gostoti 4000 - 5000 celic/cm?. Zopet pazimo
da je nasaditvena gostota med vsemi kombinacijami tekoCe pasaze enaka. Celi¢ne kulture
smo tripsinizirali in presteli, ko je prva izmed kombinacije dosegla 70 - 90% konfluenco.
Vsako luknjico vseh kombinacij smo tripsinizirali posebej in iz vsake centrifugirke vzeli
po tri vzorce za Stetje ter za vsak vzorec izvedli 2 ponovitvi Stetja z uporabo Stevne komore
za enkratno uporabo FastRead 102 ter izrac¢unali njuno povprecje. Tako smo za vsako
kombinacijo tekoCe pasaze dobili Stevilo celic, zraslih v posamezni luknjici za vse tri
tehni¢ne ponovitve. Celice, ki jih nismo potrebovali za nadaljnje poskuse, smo zamrznili in
shranili v zamrzovalniku na -80 °C (glej poglavje: Shranjevanje celic). Ta korak smo
ponavljali do poljubne pasaze, do katere smo gledali primerjavo med kombinacijami (med
7 in 13 pasaz).

Preglednica 10: Shema gojenja populacije ADH in MAG v gojilni posodici s 6 luknjicami.

Populacija ADH po 14 dneh gojenja v
gojis¢u MSCGM

Populacija MAG po 14 dneh gojenja v
gojiS¢u NHEM Plus

potrebujemo 288.000 celic
(6 x 48 000 celic/luknjico)

potrebujemo 288.000 celic
(6 x 48.000 celic/luknjico)

MSCGM NHEM Plus MSCGM NHEM Plus
3 x 48.000 3 x 48.000 3 x 48.000 3 x 48.000
celic/luknjico celic/luknjico celic/luknjico celic/luknjico

Celice tripsiniziramo in prestejemo, ko je prva luknjica med kombinacijami dosegla 70 -
90% konfluenco. Celice nasadimo naprej in viSek celic zamrznemo.

3.2.8.2 Izris rastne krivulje

Med presajanjem celic smo si za vsako kombinacijo za vse 3 tehni¢ne ponovitve zapisovali
izracunano S$tevilo celic, zraslih v posamezni luknjici. Tako smo dobili za vsako pasazo
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vsake kombinacije tri podatke o Stevilu celic. Med gojenjem smo si tudi zapisovali Cas med
pasaZami.

Najprej smo za pasaZe, za katere smo nasadili manj kot 5.000 celic/cm® , po sklepnem
raunu preracunali. koliko celic bi zraslo, & bi nasadili 5.000 celic/cm’. Iz tehni¢nih
ponovitev smo izlo¢ili podatke o Stevilu zraslih celic, ki so odstopali od ostalih dveh in
izracunali njihovo povprecje. Tako smo si pripravili podatke za izracun teoreticnega Stevila
zraslih celic v doloceni pasazi. Torej racunali smo, kot da bi nasadili v naslednjo pasazo
vse celice, zrasle v doloCeni pasazi; od pasaze 1 do zadnje uporabljene pasaze za izris
rastne krivulje. Teoreti¢no Stevilo zraslih celic na posamezno pasazo smo izracunali po
naslednji formuli:
__ povprst.zraslih celic v pasaliy X teor.St.zraslih celic v pasaZiy_,

teor. $t. zraslih celic v pasaZi, = Stnasajenih celic ...(2)
St.

Iz dobljenih teoreti¢nih dobitkov celic za posamezno pasazo in ¢asa v dnevih, ki so pretekli
med pasazami, smo v programu Microsoft Office Excel 2007 izrisali grafe Stevilo celic v
odvisnosti od ¢asa v dnevih.

3.2.9 Osteodiferenciacija

Osteodiferenciacijo smo preverjali pri vzorci KM72 in KM73 med gojenjem MMC.
Preverjali smo jo v pasazah 3, 7, 10 za KM72 in 3, 7, 11 in 14 za KM73 za vsako
kombinacijo izolirane populacije ADH in MAG ter gojis¢a MSCGM in NHEM Plus. Za
osteodiferenciacijo smo uporabili celice, ki jih nismo porabili za nadaljnjo nasajevanje pri
poskusu rastnih krivulj.

3.2.9.1 Gojenje celic razli¢nih kombinacij

Celice smo nasadili v nasaditveni gostoti 5.000 celic/cm’. Zaradi pomanjkanja $tevila celic
smo namesto zazelenih 3 tehni¢nih ponovitev naredili le 1 tehni¢no ponovitev. Za vsako
kombinacijo smo potrebovali dve luknjici v gojilni posodici s 24 luknjicami (Preglednica
11). Ena luknjica je sluzila za test osteodiferenciacije, druga je bila negativna kontrola.
Ustrezen volumen suspenzije celic, ki vsebuje 20.000 celic (za vsako kombinacijo smo
potrebovali 10.000 celic), smo prestavili v 15-ml centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri
400 x g na sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in
pelet previdno resuspendirali v enakem gojiscu, kot je bila gojena kombinacija. Celice smo
gojili 1 — 2 dni, da so se dobro pritrdile in luknjicam, ki so bile namenjene
osteodiferenciaciji zamenjali gojis¢e z gojis¢em, ki podpira osteogeno diferenciacijo (glej
poglavje: Gojisca in raztopine). Gojis€e, ki podpira osteogeno diferenciacijo in ustrezno
gojisce za negativno kontrolo smo vsem kombinacijam menjali 2-krat tedensko. Za prvi
dve menjavi smo uporabili gojis¢e, ki podpira osteogeno diferenciacijo s 5% seruma, pri
naslednjih menjavah pa smo zmanjsali delez seruma na 2,5%. Celice smo gojili 21 dni in
jih pobarvali.
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Preglednica 11: Shematski prikaz razporeditve vseh Stirih kombinacij za osteodiferenciacijo.

Kombinacija populacije ADH in MAG ter gojis¢a MSCGM in NHEM Plus
ADH-MscGM | APHNHEM 6 mscam | MAGNHEM
Plus Plus
Osteodiferenciacija Gojisce, ki podpira osteogeno diferenciacijo
Neeativna kontrola Gojisce Gojis¢e NHEM Gojisce Gojis¢e NHEM
& MSCGM Plus MSCGM Plus

3.2.9.2 Barvanje von Kossa

MMC se diferencirajo v osteocite oz. zrele kostne celice. Te celice izlo¢ajo v matriks poleg
kolagena I in drugih proteinov tudi veliko kalcijevega fosfata. Ta se v matriksu nahaja v
obliki kristalov hidroksiapatita, ki daje kosti trdnost in togost. Za dolocanje prisotnosti
kalcijevega fosfata in karbonata uporabljamo von Kossa barvanje. Pri tem barvanju srebro
v srebrovem nitratu zamenja kalcij v kalcijevih soleh. Nastala srebrova sol se pod vplivom
mocne svetlobe reducira in izlo¢i se elementarno srebro, ki je temne barve.

Odstranili smo gojiS¢e in 2-krat previdno sprali celice s hladnim DPBS. Celice smo najpre;j
15 minut fiksirali s fiksirnim sredstvom Accustain ter jih 2-krat sprali z destilirano vodo.
Destilirano vodo uporabimo zato, ker ne vsebuje ionov. DPBS pa vsebuje dvovalentne
ione, ki enako kot kalcijeve soli reagirajo s srebrovim nitratom. Dodali smo 2% raztopino
srebrovega nitrata in inkubirali 10 minut v temi. Po odstranitvi srebrovega nitrata smo
celice Se 3-krat sprali z destilirano vodo in jih pustili v vodi tretjega spiranja ter jih za 30
minut izpostavili mocni svetlobi (sonce, lahko tudi UV lucka). Tako pripravljen preparat
smo pregledali pod mikroskopom in fotografirali. Vidimo ¢rne depozite elementarnega
srebra.

3.2.10 Analiza s pretocno citometrijo

Z metodo pretocne citometrije smo preverjali u€inkovitost in ¢istost populacije celic po
lo¢evanju z imunomagnetnim locevanjem ter dolocali istovetnost dveh populacij MMC

.....

citometer FACSCalibur™ Becton Dickinson (Slika 6).

Pri oznacevanju celic smo tezili k temu, da smo vzorce obarvali z enakimi koncentracijami
protiteles med razlicnimi celicnimi oznacevalci in med pripadajoimi izotipskimi
kontrolami. Izotipska kontrola nam omogoca preverjanje nespecifi¢nih vezav protiteles na
celice. To so protitelesa enakega razreda kot protitelesa s katerim oznacujemo celicne
oznacevalce, vendar ne prepoznava humanih antigenov. Podatek, dobljen za izotipske
kontrole, upostevamo tako, da odstejemo vrednost od vrednosti pridobljene pri protitelesu,
s katerim smo oznacili celi¢ne oznaCevalce. Po potrebi smo korigirali koncentracije
protiteles z dodajanem ustreznega volumna DPBS ter s tem izenacili koncentracije
protiteles.
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3.2.10.1 Preverjanje ucinkovitosti in ¢istosti populacije celic po imunomagnetnem
lo¢evanju

Za ocenitev ucinkovitosti in Cistosti populacije celic po imunomagnetnem lo¢evanju smo
potrebovali tri vzorce celic treh korakov imunomagnetnega loCevanja (glej poglavje:
Imunomagnetno loc¢evanje). Ker so bile celice Ze predhodno zaradi loCevanja na celicni
oznacevalec CD271 oznacene s protitelesi proti CD271-PE smo za ta poskus vzorc¢ili
suspenzijo MNC pred oznacevanjem (s tem smo celice oznacili z ustreznimi izotipskimi
kontrolami, da smo preverjali nespecificne vezave protiteles na celice) in pred nanosom na
kolono (s tem smo dobili podatek, kolikSen je delez CD271 pozitivnih celic, ki se nahaja v
osnovni suspenziji) in suspenzijo CD271 pozitivnih celic po koncanem imunomagnetnem
locevanju (s tem smo dobili podatek kolikSen delez CD271 pozitivnih celic je prisotnih po
selekciji oz. koliko CD271 negativnih celic smo se znebili). Za oznacevanje celic smo
uporabili protitelo za pretocno citometrijo proti CD45 in ustrezne izotipske kontrole
(Preglednica 12).

V epruvetah za preto¢no citometrijo smo vzorce pripravili tako, da Stevilo celic v 50 pl
pufra za spiranje ni presegalo 5 x 10° celic. Nato smo celicam dodali ustrezen volumen
protiteles (Preglednica 12) za posamezen vzorec celic, ki smo jih uporabili za 70 pl
mesSanice.

Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 30 minut v temi na sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo vsaki epruveti dodali 3 ml DPBS in centrifugirali 10 minut pri 300 X g na
sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet
resuspendirali v nekaj kapljicah DPBS. Pazili smo, da smo imeli homogeno suspenzijo
celic. Tako pripravljene vzorce smo analizirali na pretoénem citometru FACSCalibur™
Becton Dickinson (Slika 6). Za merjenje FSC in SSC ter detekcijo fluorokromov FITC in
PE smo uporabili laser z valovno dolzino 488 nm. Dobljene podatke smo analizirali z
racunalniskim programom Cell Quest 3.0.1 in Cell Quest Pro 6.0.

Preglednica 12: Sestava 70 pl meSanic za dolo¢anje ucinkovitosti in ¢istosti populacije celic po
imunomagnetnem locevanju.

vZorec Suspenzija MNC pred oznacevanjem — Izotipska kontrola
. misje protitelo razreda IgGy, « izotipska misje protitelo razreda IgGy, « izotipska

protitelo kontrola, oznac¢eno s FITC (konc. 50 pg/ml) kontrola, oznaceno s PE (konc. 25 pg/ml)
Vprotitelesa 1,25 ],Ll 2,5 u]

Vorss 16,25 pl

szorca 50 j,tl

Vkonéni 70 Hl

vzorec Suspenzija MNC pred nanosom na kolono
protitelo | misje protitelo razreda IgG, k proti humanemu CD45, oznageno s FITC (konc. 6,25 pg/ml)
Vprotitelesa 10 Ml

Vbeas /

Vyzorca 50 Hl

Vkonéni 70 Hl
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vzorec Suspenzija CD271 pozitivnih celic
protitelo | misje protitelo razreda IgG,, k proti humanemu CD45, oznaceno s FITC (konc. 6,25 pg/ml)
Vprotitelesa 10 Hl

Vppss /

szorca 50 j,tl

Vioneni 70 ul

3.2.10.2 Dolocanje istovetnosti MMC

Poglavitnega pomena je istovetnosti MMC med gojenjem. Namre¢ pomembno je, da se
celice med gojenjem ne spreminjajo po svojih lastnostih (morfologija, sposobnost
diferenciacije). Da bi preverili istovetnosti celic med gojenjem, nam poleg sposobnosti
osteodiferenciacije (glej poglavje: Osteodiferenciacija) to omogoca tudi preverjanje
izrazanja celi¢nih oznacevalcev na celi¢ni povrSini.

Vzorce pasaze 3 in 7 za vzorce KM64 in KM66 ter pasaz 3, 7, 10 in 13 za vzorec KM73
smo vzorcili med gojenjem populacij MMC pri poskusu, kjer smo primerjali rast izoliranih
populacij MMC (glej poglavje: Primerjava rasti razlicnih populacij MMC). Za oznacevanje
celic smo uporabili protitelo za pretocno citometrijo proti- Stro-1, CD73, CD105, CD166,
CD271, CDA45 in ustrezne izotipske kontrole (Preglednica 13).

Da smo pridobili dovolj veliko S$tevilo MMC za preverjanje prisotnosti celicnih
oznacevalcev, smo morali del celic, ki jih nismo uporabili za nadaljnje poskuse, nasaditi v
gojilno posodico z povr§ino 25 cm? v nasaditveni gostoti 5.000 celic/cm?, torej 125.000
celic. Celice smo tripsinizirali in presteli s Stevno komoro za enkratno uporabo FastRead
102, ko so dosegle 70 - 90% konfluenco. Po tripsinizaciji smo celice centrifugirali 5 minut
pri 400 x g na sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in
pelet resuspendirali v 200 pul DPBS. Nato smo prenesli 50 pl suspenzije celic v 4 epruvete
za pretotno citometrijo. Tako smo v posamezni epruveti dobili okoli 5 x 10° celic. Nato
smo celicam dodali ustrezen volumen protiteles (Preglednica 13) za posamezen
kombinacije celi¢nih oznacevalcev, ki smo jih uporabili za 70 pl meSanice.

Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 30 minut v temi na sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo vsaki epruveti dodali 3 ml DPBS in centrifugirali 10 minut pri 300 X g na
sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet
resuspendirali v nekaj kapljicah DPBS. Pazimo da imamo homogeno suspenzijo
posameznic celic. Tako pripravljene vzorce smo analizirali na pretoCnem citometru
FACSCalibur™ Becton Dickinson (Slika 6). Za merjenje FSC in SSC ter detekcijo
fluorokromov FITC in PE smo uporabili laser z valovno dolzino 488 nm. Dobljene podatke
smo analizirali z raCunalniskim programom Cell Quest 3.0.1 in Cell Quest Pro 6.0.
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Preglednica 13: Sestava 70 pL. meSanic za razli¢ne kombinacije celi¢nih oznacevalcev.

VZorec Izotipska kontrola
. misje protitelo razreda IgG,, « izotipska misje protitelo razreda IgGy, «k izotipska
protitelo kontrola, ozna¢eno s FITC (konc. 50 pg/ml) kontrola, oznaceno s PE (konc. 25 pg/ml)
Vprotitelesa 1,25 ul 2’5 “1
VbrBs 16,25 pl
Vyzorca 50 P-l
Vkonéni 70 l-ll
VvZorec Stro-1 in CD73
o . . miSje protitelo razreda IgG;, k proti
protitelo r‘rslg) © IP rgtltd? razreda [gM proti humanemu humanerjnupCD73, oznaceno % PiE (kponc. 6,25
-1, oznaceno s FITC (konc. ni podatka) wg/ml)
Vprotitelesa 10 Hl 10 ul
Vppas /
Vyzorca 50 P-l
Vioncni 70 pl
vzorec CD105 in CD166
misje protitelo razreda IgGy, k proti misje protitelo razreda IgGy, k proti
protitelo humanemu CD105, oznaceno s FITC (konc. humanemu CD166, oznaceno s PE (konc.
ni podatka) 12,5 ng/ml)
Vprotitelesa 10 Hl 5 ].11
Vbees / 5ul
Vyzorca 50 P-l
Vioncni 70 pl
vzorec CD45 in CD271

misje protitelo razreda IgGy, « proti
protitelo | humanemu CD45, oznageno s FITC (konc.
6,25 ng/ml)

misje protitelo razreda IgG, proti humanemu
CD271, oznaceno s PE (5,5 pg/ml)

Vprotitelesa 10 Hl 10 ],ll
Vppas /
szorca 50 |J.1
Vkonéni 70 ul

3.2.11 Imunobarvanje

Metoda imunobarvanja (angl. ICC, Imunocythochemistry) temelji na imunoloskih metodah
proucevanja zgradbe celic in uporablja specificna protitelesa, oznacena s fluorokromom ali
encimom, ki da obarvan reakcijski produkt. Produkt vidimo pod fluorescentnim
mikroskopom. Z metodo imunobarvanja smo podobno kot s preto¢no citometrijo dolocali
istovetnost populacij MMC izoliranih z imunomagnetnim lo¢evanjem gojenih v gojiscu
NHEM Plus ter izoliranih z adherenco na plastiko gojenih v gojis¢u MSCGM. Edina
razlika med metodama je v tem, da lahko z imunobarvanjem dolo¢imo tudi lokacijo
celi¢nega oznacevalca (citoplazma, jedro ...).

Vzorce gojenih MMC iz pasaze 3 vzorca KM61 populacija ADH v gojis¢u MSCGM in
KM62 populacija MAG v gojis¢u NHEM Plus smo uporabili za to metodo. Za oznacCevanje
celic smo uporabili protitelesa za imunobarvanje proti-vimentin, CD73, CD90, CD105,
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CD166, CD45 in ustrezna sekundarna protitelesa ali izotipske kontrole odvisno od tega ali
je bilo protitelo oznaceno ali ne. S to metodo smo pobarvali vse kombinacije populacij in
g0jiS¢ v pasazah 3 in 7, ki smo jih uporabili za dolocanje istovetnosti MMC s pretocno
citometrijo. NeoznaCena protitelesa postanejo vidna z uporabo oznacenih ustreznih
sekundarnih protiteles. S kontrolo preverjamo morebitne nespecificne vezave ustreznega
oznacenega sekundarnega protitelesa. Da to preverimo, nanesemo ustrezno oznaceno
sekundarno protitelo na s protitelesi oznacene in neoznacene celice. Oznaceno protitelo ne
potrebuje oznacenega sekundarnega protitelesa. Tukaj smo enako kot pri pretocni
citometriji za preverjanje nespecificne vezave protitelesa uporabili ustrezno izotipsko
kontrolo, ki smo jo enako kot protitelo nanesli na neoznacene celice. Obarvanje za celi¢ni
oznacevalec vimentin nam predstavlja pozitiven rezultat barvanja, barvanje za celi¢ni
oznadevalec CD45 pa negativen rezultat. Ce sta ta celiéna oznadevalca obarvana po
pri¢akovanjih, pomeni, da smo barvanje izvedli pravilno.

Predhodno smo si pripravili dve gojilni posodici s 24 luknjicami za vsako populacijo
MMC. Za vsa protitelesa in ustrezne kontrole ter izotipske kontrole smo potrebovali 11
luknjic. V te luknjice smo dali sterilizirana okrogla krovna stekelca in jih prekrili z 0,5 ml
0,1% zelatine ter inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. Zelatina nam omogo&i
pritrditev celic na stekelca. Po inkubaciji smo odstranili zelatino in v vsako luknjico dali
0,5 ml pripravljene suspenzije MMC. Celice v pasazi 3 smo tripsinizirali in presteli s
Stevno komoro za enkratno uporabo FastRead 102, ko so dosegle 70 - 90% konfluenco. Po
tripsinizaciji smo celice centrifugirali 5 minut pri 400 x g na sobni temperaturi. Po
centrifugiranju smo povsem odstranili supernatant in pelet resuspendirali 1 ml DPBS.
Odvzeli smo ustrezen volumen suspenzije z 110.000 celicami. S tem Stevilom smo
zagotovili nasaditveno gostoto 5.000 celic/cm” oz. 10.000 celic na luknjico s povr§ino 2
cm’. Ta volumen smo dali v 5,5 ml ogretega ustreznega sveZega gojii¢a, v katerem smo
predhodno gojili celice.

Celice smo v gojilni posodici gojili do 70 - 90% konfluence. Pred imunobarvanjem smo
odstranili gojisce ter celice 1-krat sprali z DPBS. Celice smo nato 15 minut fiksirali. Iz
preteklih izkuSenj smo za vse celi¢ne oznacevalce uporabili fiksirno sredstvo Accustain,
razen za CD90. Zanj smo uporabili 3,7% formaldehid. Celice smo nato 3-krat sprali z
DPBS ter jih permeabilizirali z dodatkom 0,1% Tritona in inkubirali 15 minut. Celice smo
1-krat sprali z DPBS. Sledila je 30 minutna blokada s 250 pl 10% kozjega seruma. Za tem
smo dodali 250 pl ustrezno redcenih protiteles (oznacenih protiteles in neoznacenih
protiteles) (Preglednica 14). V luknjice, ki so sluzile za kontrole neoznacCenim
protitelesom in izotipske kontrole oznacenim, smo dali enako koli¢ino DPBS. To smo
inkubirali 1 h v temi na sobni temperaturi. Po kon¢ani inkubaciji smo odstranili raztopino s
protitelesi in celice 3-krat sprali z DPBS. Nato smo dodali 250 pl ustreznih sekundarnih
protiteles in izotipskih kontrol (Preglednica 14) in inkubirali 1 h v temi na sobni
temperaturi. Zopet smo odstranili raztopino s protitelesi in 3-krat sprali s DPBS. Pri
zadnjem spiranju smo celicam za 1-2 minuti dodali raztopino DAPI, ki obarva jedra
modro, in Se enkrat sprali s DPBS. Okrogla krovna stekelca z obarvanimi celicami smo
vzeli iz luknjic in pripravili preparate za mikroskopiranje. Stekelce smo polozZili v kapljico
glicerola in ga prekrili s krovnim steklom. Robove smo zamazali s prozornim lakom za
nohte ter s tem preprecili izhlapevanje tekocine iz preparata. Preparate smo slikali s
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fluorescentnim mikroskopom. Dobljene slike smo obdelali z racunalnisko opremo
AxioVision Release 4.7.2. in MacBiophotonics Imagel.

Preglednica 14: Oznacena in neoznacena protitelesa in njihove ustrezne negativne kontrole.

. " . " negativna
protitelo redcéitev | sekundarno protitelo | redcitev g
kontrola
Misje protitelo razreda
IgG,, proti humanemu 1:250
CD90 Kozje protitelo proti miSjemu 1:500
Misje protitelo razreda IgGy, oznaceno s FITC ’ DPBS +
IgG,, proti humanemu 1:250 sekundarno
CD105 protitelo
Migje protitelo razreda Kozje protitelo proti mi§jemu
IgM, proti humanemu 1:250 Jep P J 1:500
. . IBM, oznaceno s Tx
vimentin
. ' o . v negativna
protitelo redcitev izotipska kontrola redcitev g
kontrola
Misje protitelo razreda
Iggﬁ’% F:;;I;?;E?ggu 1:30 Misje protitelo razreda IgG, k
- izotipska kontrola, oznaceno s 1:50
Misje protitelo razreda o
. PE izotipska
IgGy, € proti humanemu 1:50 Kontrola
CD166, oznaceno s PE
Misje protitelo razreda Misje protitelo razreda IgGy,
IgG,, x proti humanemu 1:50 izotipska kontrola, oznaéeno s 1:50
CD45, oznaceno s FITC FITC

3.2.12 Statistika

Uporabljali smo osnovne parametricne metode statisticne obdelave podatkov, in sicer
povprecje in standardni odklon. Za to smo uporabili programsko opremo Microsoft Office
Excel 2007.
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4 REZULTATI

4.1 OSAMITEV ENOJEDRNIH CELIC

Za osamitev  MNC smo uporabili gradientno centrifugiranje z uporabo pripravka
Lymphlyte-H. To smo izvedli na ve¢ razlicnih vzorcih KM in njihovo Stevilo presteli z
napravo Vi-Cell XR. Iz vzorcev KM smo osamili med 3,1 x107 in 54,5 x 107 MNC/ml.
Njihova viabilnost je bila med 86,4 in 98,9%.

4.2 PRIMERJAVA METOD OSAMITVE

L

CD271 pozittvna celica

Slika 11: CD271 pozitivne celice, ki smo jih osamili s kompletom reagentov CD271 MicroBead (fazni
kontrast, 100-kratna povecava).
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Dlan osamitve po odpriju kompleta reagentov

Slika 12: Stevilo celic po osamitvi z imunomagnetnim lo¢evanjem v odvisnosti od dneva osamitve po
odprtju kompleta reagentov. Tocke predstavljajo Stevilo celic, ki smo jih osamili z imunomagnetnim
loCevanjem za posamezen vzorec KM.

Z imunomagnetnim lo¢evanjem smo po osamitvi pridobili med 69.000 in 262.000 celic, ki
smo jih gojili naprej za primerjavo metod osamitve (Preglednica 15). 1z dobljenega Stevila
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izoliranih celic, preStetih po osamitvi, smo ugotovili, da se ucinkovitost kompleta
reagentov skupaj z daljSim ¢asom po njegovem odprtju zmanjSuje, zato ima Stevilo celic,
ki smo jih osamili, padajo¢ trend (Slika 12).

Za vsako metodo osamitve smo, tako z imunomagnetnim lo¢evanjem in adherenco na
plastiko, iz suspenzije MNC istega KM vzeli po 3 x 107 MNC. S tem $tevilom smo
zagotovili zadostno Stevilo celic po osamitvi za nadaljnjo gojenje, potrebno za primerjavo
metod.

Preglednica 15: Primerjava izplena celic, ki smo jih osamili, med imunomagnetnim lo¢evanjem (MAG)
in klasi¢no osamitvijo z adherenco na plastiko (ADH) iz istega zacetnega Stevila celic MNC.

y . §t. celic po 14-dnevnem
" . y y . §t. celic po .
Vzorec | nadin osamitve | zacetno $t. celic o gojenju v ustreznem
osamitvi v
gojiscu

ADH ; / 384.000
KM64 MAG 310 256.000 148.000

ADH ; / 368.000
KM65 MAG 310 86.000 0

ADH ; / 574.000
KM66 MAG 310 262.000 146.000

ADH ; / 298.000
KM68 MAG 310 106.000 24.000

ADH ; / 366.000
KM69 MAG 310 146.000 31.000

ADH ; / 204.000
KM72 MAG 310 69.000 85.500

ADH ) / 452.000
KM73 MAG 3% 10 75.300 168.500

ADH ; / 214.000
KM76 MAG 310 78.000 4.000

ADH ; / 178000
KM77 MAG 310 74.000 0

povp. st. celic po ADH 337.556 + 128.949
/ - ni podatka 14-dnevnem MAG 86.714 + 68.117
gojenju

Celice, ki smo jih osamili z opisanima metodama, smo gojili 14 dni, da smo metodi lahko
primerjali. Po 14 dneh gojenja smo pridobili populacijo MAG iz celice, ki smo jih osamili
z imunomagnetnim lo¢evanjem in gojenih v gojis¢u NHEM. Njihovo $tevilo je bilo med
4.000 in 168.500 celic, pri dveh vzorcih se celice niso pomnozile. Populacijo ADH smo
dobili z odstranitvijo neadherentnih celic po 48 h gojenje in adherentne gojili v isti posodi
naprej v gojiséu MSCGM. Njihovo Stevilo je bilo med 178.000 in 574.000 celic.
Primerjavo osamitev pa smo naredili na ve¢ razli¢nih bioloSkih ponovitvah oz. vzorcih
KM. Povprec¢no stevilo populacije MAG je bilo 86.714 + 68.117 celic, brez upostevanja
vzorcev, kjer celice niso zrasle. Povprecno Stevilo populacije ADH pa je bilo 337.556 +
128.949 celic (Preglednica 15).



Klanéar G. Primerjava ... izolacije mezenhimskih ...celic ... mozga ... imunomagnetno selekcijo ...adherenco na plastiko. 43
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

Slika 13: Morfologija MMC in njihova rast v enoslojni kulturi. Prikaz vzorca KM72 za populacijo ADH
(A-C) in MAG (D-G) za dan 0 (A,D) (dan nasaditve), 2 (B,E) (dan, kot odstranimo neadherentne celice), 7
(C,F) (dan, ko prvi¢ zamenjamo gojis¢e) in 14 (C,G) (dan, ko celice tripsiniziramo in prestejemo dobitek
celic po vsaki metodi) (fazni kontrast, 100-kratna povecava).

43 PRIMERJAVA RASTI RAZLICNIH POPULACI) MMC

Pri tem poskusu je bil na§ namen poiskati najprimernejSo kombinacijo metode osamitve in
gojis¢a. Tu smo kombinirali izolirane populacije ADH in MAG z dvema gojiS¢ema
(MSCGM in NHEM Plus).

Za primerjavo rasti izoliranih populacij smo uporabili rastne krivulje.

Populaciji ADH in MAG pridobljene po 14 dnevnem gojenju smo razdelili na dva dela. En
del populacije smo uporabili za gojenje v gojis¢u MSCGM. Drugi del za gojenje v gojis¢u
NHEM Plus. Da smo lahko primerjali vse §tiri kombinacije med seboj, je morala biti
nasaditvena gostota v tekoCi pasazi enaka med vsemi kombinacijami. Teoreti¢ni prirast
Stevila celic na posamezno pasazo smo izraunali po formuli (2) in izrisali grafe.

Dva vzorca kostnega mozga KM64 in KM66 smo gojili do pasaze 7 (Slika 14A in 14B).
Pri obeh se je izkazala za najboljSo moznost kombinacija populacije ADH in gojisca
MSCGM. Ker krivulje pri vzorcih KM64 in KM66 niso dosegle platoja pri pasazi 7, nas je
zanimalo, ali se celice enako obnasajo tudi v kasnejSih pasazah. Za ta namen smo en
vzorec kostnega mozga KM68 gojili do pasaze 10 (Slika 14C). Tudi tukaj je prevladovala
kombinacija populacije ADH in gojis¢a MSCGM. Opazili smo, da se zacne Stevilo celic v
gojis¢u NHEM Plus zmanjSevati po pasazi 8 (Slika 14C). Edino pri vzorcu KM68 smo
imeli primer, da je bila boljsa populacija ADH ne glede na gojis¢e. Da bi razresili, ali je to
zgolj izjema, in ugotovili ali se v kasnejSih pasazah krivulji v gojis¢u MSCGM obrneta
navzdol, smo potrebovali dva vzorca kostnega mozga KM69 in KM73. Pri obeh vzorcih
kostnega mozga KM69 in KM73 (Slika 14C in 14D) smo ugotovili, da je bila kombinacija
populacije MAG in gojis¢a MSCGM vzorca KM68 izjemoma podobna rastnim krivuljam
v gojis¢u NHEM Plus. Zopet se zacne zmanjSevati Stevilo celic pri pasazi 9 za celice
gojene v gojiséu NHEM Plus. Celicam gojenim v gojis¢u MSCGM pa se Stevilo ni
zmanjSalo do pasaze 12. Pri teji pasazi smo zakljucili z gojenjem, ker so celice v gojiscu
NHEM Plus zelo slabo rasle in primerjava ne bi bila ve¢ mogoca.
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Najboljsa moznost je kombinacija populacije ADH in gojis¢a MSCGM, sledi kombinacija
populacije MAG v enakem gojiscu.
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Slika 14: Primerjava rasti populacij celic, ki smo jih osamili z imunomagnetnim lo¢evanjem (MAG) in
z adherenco na plastiko (ADH) v kombinaciji z gojis¢em MSCGM in NHEM Plus za A: KM64, B:
KM66, C: KM68, C: KM 69 in D: KM73.

4.4 OSTEODIFERENCIACIJA

Osteodiferenciacijo smo preverjali pri vzorcih KM72, katerega rezultati so prikazani v
nadaljevanju (Slike 15-18) in KM73 med gojenjem celic. Preverjali smo jo v pasazah 3, 7,
10 za KM72 in 3, 7, 11 in 14 za KM73 za vsako kombinacijo izolirane populacije ADH in
MAG ter gojis¢a MSCGM in NHEM Plus. Za osteodiferenciacijo smo uporabili celice, ki
jih nismo porabili za nadaljnjo nasajevanje pri poskusu rastnih krivulj.
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Celice smo gojili 21 dni v gojiscu, ki podpira osteogeno diferenciacijo. Paralelno smo
gojili tudi v ustreznem kontrolnem gojiscu. Po 21 dneh smo izvedli barvanje von Kossa.

Slika 15: Slike uspeSnosti osteodiferenciacije s pripadajo¢imi kontrolami za kombinacijo populacije
ADH v gojis¢éu MSCGM za vzorec KM72 po izvedbi barvanja von Kossa. A: pozitivno obarvanje celic v
pasazi 3, B: negativna kontrola celic v pasazi 3, C: pozitivno obarvanje celic v pasazi 7, C: negativna
kontrola celic v pasazi 7, D: pozitivno obarvanje celic v pasazi 10 in E: negativna kontrola celic v pasazi 10
(fazni kontrast, 100-kratna povecava).

7

Slika 16: Slike uspeSnosti osteodiferenciacije s pripadajo¢imi kontrolami za kombinacijo populacije
MAG v gojis¢u MSCGM za vzorec KM72 po izvedbi barvanja von Kossa. A: pozitivno obarvanje celic v
pasazi 3, B: negativna kontrola celic v pasazi 3, C: pozitivno obarvanje celic v pasazi 7, C: negativna
kontrola celic v pasazi 7, D: pozitivno obarvanje celic v pasazi 10 in E: negativna kontrola celic v pasazi 10
(fazni kontrast, 100-kratna povecava).
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Slika 17: Slike uspeSnosti osteodiferenciacije s pripadajo¢imi kontrolami za kombinacijo populacije
ADH v gojis¢u NHEM Plus za vzorec KM72 po izvedbi barvanja von Kossa. A: pozitivno obarvanje

celic v pasazi 3, B: negativna kontrola celic v pasazi 3, C: pozitivno obarvanje celic v pasazi 7 in C:
negativna kontrola celic v pasazi 7 (fazni kontrast, 100-kratna povecava).

Slika 18: Slike uspeSnosti osteodiferenciacije s pripadajo¢imi kontrolami za kombinacijo populacije
MAG v gojis¢éu NHEM Plus za vzorec KM72 po izvedbi barvanja von Kossa. A: pozitivno obarvanje
celic v pasazi 3, B: negativna kontrola celic v pasazi 3, C: pozitivno obarvanje celic v pasazi 7 in C:

negativna kontrola celic v pasazi 7 (fazni kontrast, 100-kratna povecava).
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Preglednica 16: Primerjava uspeSnosti osteodiferenciacije med pasazami (P) 3, 7, 10 oz. 11 in 14 za
KM72 in KM73.

‘ kombinaciia P3 P7 P10/P11 P14
vzoree ombinaciy kont. vz. | kont. | vz. | kont. | vz. | kont. | vz.
ADH MSCGM = A = ++ = ++ / /
- TS - ++ - ++
KMT2 MAG MSCGM / /
ADH NHEM Plus = +++ - ++ / / / /
MAG NHEM Plus - e + ++ / / / /
ADH MSCGM = +++ = ++ - + - +
MAG MSCGM - +++ - ++ - + - +
KM73 ADH NHEM Plus = +++ - ++ / / / /
MAG NHEM Plus - +++ ? ++ / / / /
/" ni podatka + delno diferencirano
- ni diferencirano ++ diferencirano

+++ dobro diferencirano

Podatkov za gojis¢e NHEM Plus za pasaze 10/11 in 14 nimamo, ker so se celice slabo
delile in ni zraslo dovolj celic za ta test. Pri tem poskusu smo dobili pricakovane rezultate.
Z vefanjem pasaz so celice izgubljaje sposobnost diferenciacije. Pri kontroli smo opazili,
da so celice pri pasazi 7 kombinacije populacije MAG in gojis¢a NHEM Plus spremenile
morfologijo v primerjavami z ostalimi kontrolami (oznaceno z ?).

4.5 ANALIZA S PRETOCNO CITOMETRIJO

4.5.1 Preverjanje udinkovitosti in Cistosti populacije celic po imunomagnetnem
lo¢evanju

S pretocno citometrijo smo z uporabo ustreznih misjih protiteles proti humanim celi¢nim
oznacevalcem in ustreznima izotipskima kontrolama dolo€ili prisotnost CD271 pozitivnih
celic. Izotipske kontrole so protitelesa enakega razreda kot protitelesa za celi¢ne
oznacevalce, vendar zanj niso specificne. Zato smo rezultate izotipskih kontrol odsteli od
rezultatov deleza celi¢nih oznacevalcev ter se s tem znebili nespecifi¢nih vezav. Prisotnost
smo dolocili v suspenziji MNC pred nanosom na kolono (delez CD271 pozitivnih celic v
KM) in suspenziji CD271 pozitivnih celic (€istost CD271 pozitivne populacije celic) po
imunomagnetniem lo¢evanju (Preglednica 13).

Za en vzorec kostnega mozga (KM77) pa smo izmerili tudi prisotnost v negativni frakciji,
ki naj ne bi vsebovala CD271 pozitivnih celic, rezultat je znasal 0,17%. DelezZ je visok, ker
je bil komplet reagentov pri tem vzorcu odprt Ze 77 dni (ni ve€ primeren za osamitev)
(Preglednica 13).

Iz toCkovnih diagramov smo dolocili iskano populacijo celic (Slika 19A), vrednost
izotipke kontrole (Slika 19B), delez CD271 pozitivnih celic v KM (Slika 19C) in Cistost
populacije CD271 pozitivnih celic (Slika 19C). Ugotovili smo, da se v suspenziji MNC
celic iz KM nahaja med 0,22% in 1,80% celic, torej v povprecju 0,92% + 0,77%
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(Preglednica 13). Z imunomagnetnim loevanjem smo pridobili €istost pozitivne frakcije
med 29,69% in 72,96% CD271 pozitivnih celic, torej v povprecju 50,89% = 16,09%
(Preglednica 17).

Preglednica 17: Izkoristek imunomagnetnega locevanja in delezi CD271 pozitivnih celic oziroma
Cistost frakcij med imunomagnetnim locevanjem iz enakega zacetnega Stevila celic MNC s pretocno
citometrijo na celi¢ni oznaevalec CD271. Legenda: ZAC - pred imunomagnetnim lo¢evanjem, POZ - po
imunomagnetnem locevanju in NEG — ostanek.

povp. delez CD271
KM67 | KM68 | KM69 | KM72 | KM77 | pozitivnih celic (%)
delez ZAC 1,80 0,52 1,70 0,34 0,22 0,92 +0,77
CD271 POZ 72,96 42,64 53,22 55,95 29,69 50,89 + 16,09
pOZ.ltIV(fllh Povprecni
celic (%) izkoristek (%)
Izkoristek osamitve 17,02 28,97 15,24 37,85 33,29 26,47 + 8,92
/ ni podatka
vD 031110038 'k'c 031110.038
i B
L =3 R3
£ &
£ 523
91:10 o .151 102 08 10t
FSC-Height ik CD45 FITC
-+ 031110040 = 031110.041
° = T
i C 1C
273 R3 ‘2;
o o 1 ;
2l o .
91 10! 102 103 104 21{}0 1ch1 I 11;2 e nt
CD45 FITC CD45 FITC

Slika 19: Primer to¢kovnih diagramov karakterizacije MMC s preto¢no citometrijo za KM67. A:
dolocitev iskane populacije glede na velikost in zrnatost celic po osamitvi, B: izotipska kontrola, C: delez
CD271 pozitivnih celic v MNC in C: ¢istost CD271 pozitivne populacije.
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4.5.2 Dolocanje istovetnosti MMC s celi¢nimi oznacevalci

Med gojenjem celic smo s pretocno citometrijo z uporabo ustreznih misjih protiteles proti
humanim celiénim oznadevalcem in proti ustreznima izotipskima kontrolama (glej
poglavje: Preverjanje ucinkovitosti in Cistosti populacije celic po imunomagnetnem
lo¢evanju) dolodili prisotnost celi¢nih oznacevalcev Stro-1, CD73, CD105, CD166, kot
negativno kontrolo pa smo uporabili CD45. Polega tega nas je zanimalo, kaj se dogaja s
celi¢nim oznacevalcem CD271 (Preglednica 12).

S pretocno citometrijo smo med gojenjem spremljali istovetnost MMC z izraZanjem
celi¢nih oznadevalcev v pasazah 3 in 7, kjer je bilo mogoc¢e smo pogledali Se pasazo 10 in
13 (na grafih oznaceno z bolj prosojno barvo). Pri vseh celicnih oznacevalcih smo iz
tockovnih grafov dolocili iskano populacijo celic (Slika 20) in na histogramih (Slike 21A-
G) dolocili prisotnost prej omenjenih celicnih oznacevalcev z upoStevanjem izotipske
kontrole.

-+ Data. 164

S5C-Height
'ILF‘2
paT

10
!

Slika 20: Primer to¢kovnega diagrama karakterizacije MMC s pretocno citometrijo za vzorec KM 64.
Iskano populacijo smo dolocili glede na velikost in zrnatost gojenih celic. Uporabljena kombinacija je bila
populacija ADH in gojis¢a MSCGM v pasazi 7. Legenda: SSC - stransko sipanje svetlobe in FSC - prednje
sipanje svetlobe.
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Slika 21: Primeri histogramov za karakterizacijo MMC s preto¢no citometrijo za vzorec KM 66.
Uporabljena kombinacija je bila populacija ADH in gojis¢a MSCGM v pasazi 7. Na A: FITC in B: PE sta
prikazani izotipski kontroli ter celiéni oznagevalci na: B: Stro-1, C: CD73, D: CD105, E: CD45, F: CD166 in
G: CD271. Legenda: IK: izotipska kontrola, FITC: fluorescin izotiacianat in PE: R-fikoeritrin.
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Slika 22: Vpliv gojenja na izraZanje celicnega oznacevalca Stro-1. Na grafih so prikazani s pretocno
citometrijo pridobljeni povprecni deleZi celic pozitivnih za celiéni oznacevalec Stro-1 v p3 in p7, za pl10 in
p13 pa je prikazan rezultat vzorca KM73 (uporabljeni rezultati vzorcev KM64, KM66 in KM73). Legenda: p:
pasaza, ADH: populacija izolirana z adherenco na plastiko, MAG: populacija izolirana z imunomagnetnim
lo¢evanjem, MSCGM: gojis¢e namenjeno gojenju MMC podjetja Lonza, NHEM Plus: gojis¢e namenjeno
gojenju MMC podjetja Miltenyi Biotec.

Analiza na preto¢nem citometru je pokazala, da je v vseh analiziranih vzorcih v povprecju
majhen delez Stro-1 pozitivnih celic, ki niha ne glede na pasazo in gojisée (Slika 22). Ce
primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7, je v gojis¢éu MSCGM v povprecju med 1,88% =+
1,59% in 3,91% + 2,70% Stro-1 pozitivnih celic. V gojis¢u NHEM Plus pa je v povprecju
med 0,32% =+ 0,44% in 5,00% =+ 2,96%. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13, vidimo da
se deleZ pozitivnih celic v povprecju konstantno znizuje v gojis¢u MSCGM, v NHEM Plus
pa delez najprej pade nato pa se malo poveca.
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Slika 23: Vpliv gojenja na izraZanje celinega oznacevalca CD73. Na grafih so prikazani s preto¢no
citometrijo pridobljeni povprecni delezi celic pozitivnih za celi¢ni oznacevalec CD73 v p3 in p7, za pl10 in
p13 pa je prikazan rezultat vzorca KM73 (uporabljeni rezultati vzorcev KM64, KM66 in KM73). Legenda: p:
pasaza, ADH: populacija izolirana z adherenco na plastiko, MAG: populacija izolirana z imunomagnetnim
lo¢evanjem, MSCGM: gojis¢e namenjeno gojenju MMC podjetja Lonza, NHEM Plus: gojis¢e namenjeno
gojenju MMC podjetja Miltenyi Biotec.

Analiza na preto¢nem citometru je pokazala, da je v vseh analiziranih vzorcih v povprecju
zelo velik delez CD73 pozitivnih celic in se med pasazami skoraj ne spreminja (Slika 23).
Ce primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7, je v gojiséu MSCGM v povpre&ju med 97,98%
+ 0,37% in 98,28% =+ 0,31% CD73 pozitivnih celic. V gojis¢u NHEM Plus pa je v
povpredju med 88,14% = 15,02% in 98,18% = 0,36%. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in
13, vidimo v povpre¢ju zmanjSevanje deleZza pozitivnih celic v pasazi 13 v gojiScu
MSCGM, v NHEM Plus pa se delez od pasaze 7 konstantno zmanjsuje.
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Slika 24: Vpliv gojenja na izraZanje celicnega oznacevalca CD105. Na grafih so prikazani s pretocno
citometrijo pridobljeni povprecni delezi celic pozitivnih za celi¢ni oznacevalec CD105 v p3 in p7, za pl0 in
p13 pa je prikazan rezultat vzorca KM73 (uporabljeni rezultati vzorcev KM64, KM66 in KM73). Legenda: p:
pasaza, ADH: populacija izolirana z adherenco na plastiko, MAG: populacija izolirana z imunomagnetnim
lo¢evanjem, MSCGM: gojis¢e namenjeno gojenju MMC podjetja Lonza, NHEM Plus: gojis¢e namenjeno
gojenju MMC podjetja Miltenyi Biotec.

Analiza na preto¢nem citometru je pokazala, da je v vseh analiziranih vzorcih v povprecju
po veéini majhen delez CD105 pozitivnih celic (Slika 24). Ce primerjamo vse vzorce v
pasazah 3 in 7, je v gojis¢u MSCGM v povpre€ju med 1,95% + 1,36% in 27,36% =+
43,83% CDI105 pozitivnih celic. V gojis¢u NHEM Plus pa je v povpre¢ju med 3,75% =+
3,05% in 10,38% + 7,40%. Odstopanje je le pri pasazi 7 v gojis¢u MSCGM, kjer je pri
KM73 verjetno prislo do tehni¢ne napake. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13, vidimo
da se v povprec¢ju delez pozitivnih celic ne glede na gojisce konstantno zmanjsuje.
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Slika 25: Vpliv gojenja na izraZanje celicnega oznacevalca CD166. Na grafih so prikazani s pretocno
citometrijo pridobljeni povpreéni delezi celic pozitivnih za celi¢ni oznacevalec CD166 v p3 in p7, za pl0 in
p13 pa je prikazan rezultat vzorca KM73 (uporabljeni rezultati vzorcev KM64, KM66 in KM73). Legenda: p:
pasaza, ADH: populacija izolirana z adherenco na plastiko, MAG: populacija izolirana z imunomagnetnim
lo¢evanjem, MSCGM: gojis¢e namenjeno gojenju MMC podjetja Lonza, NHEM Plus: gojis¢e namenjeno
gojenju MMC podjetja Miltenyi Biotec.

Analiza na preto¢nem citometru je pokazala, da je v vseh analiziranih vzorcih v povpre¢ju
zelo velik delez CD166 pozitivnih celic. Njegov delez se enako spreminja znotraj
posameznega gojisca (Slika 25). Ce primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7, je v gojiscu
MSCGM v povpre¢ju med 97,85% =+ 0,43% in 97,60% = 0,90% CD166 pozitivnih celic in
delez se ne spreminja. V gojis¢u NHEM Plus pa je v povprecju med 46,01% = 16,69% in
93,22% =+ 3,55%, njihov delez pade v pasazi 7. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13,
vidimo v povpre¢ju zmanjSevanje deleza pozitivnih celic v pasazi 13 v gojis¢cu MSCGM, v
NHEM Plus pa delez konstantno pada.
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Slika 26: Vpliv gojenja na izraZanje celi¢nega oznacevalca CD45. Na grafih so prikazani s pretocno
citometrijo pridobljeni povprecni delezi celic pozitivnih za celi¢ni oznacevalec CD45 v p3 in p7, za pl10 in
p13 pa je prikazan rezultat vzorca KM73 (uporabljeni rezultati vzorcev KM64, KM66 in KM73). Legenda: p:
pasaza, ADH: populacija izolirana z adherenco na plastiko, MAG: populacija izolirana z imunomagnetnim
lo¢evanjem, MSCGM: gojis¢e namenjeno gojenju MMC podjetja Lonza, NHEM Plus: gojis¢e namenjeno
gojenju MMC podjetja Miltenyi Biotec.

Analiza na preto¢nem citometru je pokazala, da je v vseh analiziranih vzorcih v povprecju
po vecini zanemarljiv delez CD45 pozitivnih celic. Delez teh celic nima povezave s pasazo
in gojisS¢em (Slika 26). Delez pozitivnih celic je visji od pricakovanja v gojis¢u NHEM
Plus pri pasazi 3 in 7. Ce primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7, je v gojiséu MSCGM v
povpre¢ju med 0,00% + 0,00% in 0,24% + 0,21% CD45 pozitivnih celic. V gojis¢éu NHEM
Plus pa v povpredju med 0,64% = 0,56% in 1,60% = 2,32%. Ce gledamo zraven tudi
pasazi 10 in 13 pri gojiséu MSCGM, je v povpredju deleZ pozitivnih celic zanemarljiv. Ce
gledamo v gojis¢u NHEM Plus tudi pasazo 10, pa v nekaterih pasazah delez odstopa od
pri¢akovanj.
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Slika 27: Vpliv gojenja na izraZanje celicnega oznacevalca CD271. Na grafih so prikazani s pretocno
citometrijo pridobljeni povpreéni delezi celic pozitivnih za celi¢ni oznacevalec CD271 v p3 in p7, za p10 in
p13 pa je prikazan rezultat vzorca KM73 (uporabljeni rezultati vzorcev KM64, KM66 in KM73). Legenda: p:
pasaza, ADH: populacija izolirana z adherenco na plastiko, MAG: populacija izolirana z imunomagnetnim
lo¢evanjem, MSCGM: gojis¢e namenjeno gojenju MMC podjetja Lonza, NHEM Plus: gojis¢e namenjeno
gojenju MMC podjetja Miltenyi Biotec.

Analiza na pretocnem citometru je pokazala, da se delez CD271 pozitivnih celic znotraj
posameznega goji¢a v povpre¢ju enako spreminja (Slika 27). Ce primerjamo vse vzorce v
pasazah 3 in 7, je v gojiséu MSCGM v povprecju med 10,86% + 17,03% in 24,19% =+
29,43% CD271 pozitivnih celic. V gojis¢u NHEM Plus pa v povprecju med 47,20% =+
42,73% in 62,38% = 54,03%. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13 pri gojiséu MSCGM,
delez pozitivnih celic v povprecju postopoma pada, enako velja za gojis¢e NHEM Plus.

4.6 IMUNOBARVANIJE

Gojene MMC iz pasaze 3 vzorca KM61 (populacija ADH) v gojis¢u MSCGM in KM62
(populacija MAG) v gojis¢u NHEM Plus smo oznacili s mi§jimi protitelesi proti humanim
celicnih oznacevalcem vimentin, CD73, CD90, CD105, CD166, CD45 in ustreznimi
kontrolami (Preglednica 14). Obarvanje za celi¢ni oznaCevalec vimentin predstavlja
pozitivno kontrolo, barvanje za celi¢ni oznacevalec CD45 pa negativno kontrolo.
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Slika 28: Populacija ADH gojena v gojis¢u MSCGM v pasaZi 3 pobarvana za celicne oznacevalce in
njihove kontrole (Preglednica 14) za KM61. A: rdece je oznaten vimentin, C: negativna kontrola za
vimentin, B: zeleno je oznacen CD90, D: negativna kontrola za CD90, C: zeleno je oznacen CD105, E:
negativna kontrola za CD105, F: rdece je oznaten CD73, G: rdece je oznacen CD166 in I: negativna kontrola
za CD73 in CD166, H: zeleno je oznacen CD45, K: negativna kontrola za CD45 in J: fazni kontrast (100-
kratna povecava). Modro so obarvana celi¢na jedra.
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Slika 29: Populacija MAG gojena v gojis¢u NHEM Plus v pasaZi 3 pobarvana za celi¢ne oznacevalce in
njihove kontrole (Preglednica 14) za KM62. A: rde¢e je oznaten vimentin, C: negativna kontrola za
vimentin, B: zeleno je oznaen CD90, D: negativna kontrola za CD90, C: zeleno je oznacen CD105, E:
negativna kontrola za CD105, F: rdece je oznacen CD73, G: rdece je oznacen CD166 in I: negativna kontrola
za CD73 in CD166, H: zeleno je oznaen CD45, K: negativna kontrola za CD45 in J: fazni kontrast (100-
kratna povecava). Modro so obarvana celi¢na jedra.

S postopkom imunobarvanja smo dobili pricakovane rezultate. Populacija ADH gojena v
g0jis¢u MSCGM (Slike 28A-K) in populacija MAG gojena v gojis¢u NHEM Plus (Slike
29A-K) sta pozitivni za celi¢ne oznacevalce vimentin, CD73, CD90, CD105 in CD166 ter
negativni za CD45.
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Med gojenjem celic smo enako kot s pretocno citometrijo preverjali prisotnost celi¢nega
oznacevalca CD90 pri vseh kombinacijah populacij ADH in MAG ter gojis¢u MSCGM in
NHEM Plus v pasazi 3 in 7 z uporabo ustreznega misjega protitelesa proti humanim
celicnim oznacevalcu CD90 in ustrezne kontrole (Preglednica 14). Vse kombinacije so
bile pozitivne na celicni oznacevalec CD90.

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomskem delu smo primerjali metodi osamitve MMC iz humanega KM z
imunomagnetnim lo¢evanjem in adherenco na plastiko. Dobljene populacije MMC smo
osamitve in uporabljenim gojis¢em. Celice smo tudi okarakterizirali s povrSinskimi
celicnimi oznacdevalci, znacilnimi za MMC in s tem dolocili njihovo istovetnost oz.
uniformnost med gojenjem. Prav tako smo za dva vzorca preverili osteodiferenciacijske
oznacevalcev in sposobnosti osteodiferenciacije populacij MMC smo dolo¢ili, do katere
pasaze lahko gojimo MMC, ne da bi se jim pri tem spremenile fenotipske, proliferacijske
in osteodiferenciacijske sposobnosti.

Punktate darovanih vzorcev KM smo pridobili na Klinicnem oddelku za hematologijo v
Univerzitetnem klinicnem centru v Ljubljani. Po osamitvi z gradientnim centrifugiranjem z
uporabo Lymphlyte-H smo s §tetjem z napravo Vi-Cell XR pridobili med 3,1 x 10’
MNC/ml in 54,5 x 10" MNC/ml. Njihova viabilnost je bila med 86,4% in 98,9%. Vzroki
za variabilno Stevilo izoliranih MNC so razli¢ni volumni vzorcev (4-7 ml), razli¢ne starosti
in splo$no zdravstveno stanje darovalcev. Starost darovalcev je bila med 21 in 84 let.

Temu koraku je sledila osamitev MMC na dva nacina. Prvi nacin je bilo imunomagnetno
locevanje z uporabo kompleta reagentov CD271 MicroBeads s pripadajo¢im gojis¢em
NHEM (uporabljamo ga po osamitvi do zacetka pasaziranja celic) in NHEM Plus
(uporabljamo ga za pasaziranje celic, saj vsebuje mesSanico citokinov, ki pospesujejo
proliferacijo MMC). Drugi nacin je adherenca celic na plastiko s pripadajo¢im gojis¢em
MSCGM (uporablja se ga za gojenje in dobro proliferacijo MMC in se je v preteklosti
izkazal kot najboljsi izbor gojenja MMC na Zavodu RS za transfuzijsko medicino).

Z imunomagnetnim locevanjem smo po osamitvi pridobili med 69.000 in 262.000 celic
(Slika 11, Preglednica 15). Glede na Stevilo celic po osamitvi opazimo, da s ¢asom
ucinkovitost kompleta reagentov pada. Vzrok bi lahko bil, da so reagenti z odprtjem postali
manj u¢inkoviti oziroma je med tem uporabnost kompleta reagentov zapadla (Slika 12 in
Preglednica 15). Tako lahko zaklju¢imo, da v naSem primeru komplet reagentov ni bil
najbolj primeren za uc¢inkovito osamitev MMC na celi¢ni oznacevalec CD271. Pri¢akovali
smo namre¢ okoli 250.000 celic, ki smo jih dobili Se v roku 5 dni po odprtju kompleta
reagentov, med 49. in 55. dnevom po odprtju smo pridobili med 106.000 in 146.000 celic,
med 63. in 77. dnevom pa smo pridobili med 69.000 in 78.000 celic. To smo za en primer
potrdili s preto¢no citometrijo, kjer smo analizirali vzorec KM77 in ugotovili, da je v
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negativni frakceiji prisotnih Se vedno 0,17% CD271 pozitivnih celic, medtem kot je zacetna
frakcija vsebovala 0,22% teh celic (Preglednica 17).

Ugotovili smo, da se v zacetni frakciji oz. suspenziji MNC, ki smo jih osamili iz KM
nahaja med 0,22% in 1,8% CD271 pozitivnih celic, torej v povprecju 0,92% + 0,77%. To
se sklada s podatki, ki jih navaja Miltenyi Biotec (2011), da je v KM med 0,5% in 3%
CD271 pozitivnih celic. Enako Kucia in sod. (2010) navajajo, da je v suspenziji MNC iz
KM 0,92% + 0,2% CD271 pozitivnih celic. Hkrati smo preverjali ¢istost pozitivne frakcije,
ki smo jo pridobili v roku 77 dni od odprtja kompleta reagentov, in ugotovili, da pridobimo
s to metodo od 29,69% do 72,96% CD271 pozitivnih celic torej v povprecju 50,89% =+
16,09%. S tem smo se dobro priblizali zagotovilu Miltenyi Biotec (2011), ki pravi, da
lahko z uporabo ene kolone, kot smo delali mi, pridobimo okoli 20% &istost frakcije. Ce pa
bi uporabili dve koloni, bi po zagotovilu Miltenyi Biotec (2011) lahko pricakovali > 85%
Cistost frakcije. To Cistost smo dosegli brez uporabe dveh kolon pri vzorcu KM67, kjer je
bila 72,96% Ccistost. Vrednost 29,69% za KM77 lepo ponazarja, da je komplet reagentov
po pretecenih 77 dneh od odprtja skoraj neuporaben. V zacetni frakciji KM77 smo imeli
0,22% CD271 pozitivnih celic, v negativni frakciji pa nam je ostalo Se 0,17% celic. Vzrok
bi lahko bil v tem, da so sekundarna protitelesa z magnetnimi delci specifi¢na proti
fluorokromu PE s ¢asom postala neucinkovita in so izpustila ve¢ji delez CD271 pozitivnih
celic, kljub temu, da so bila oznacena s specificnim protitelesom oznacenim s PE. Zato
smo te celice zaznali v negativni frakciji. Da bi to potrdili, bi morali pri vseh vzorcih
preverjati delez CD271 pozitivnih celic v negativni frakciji. Izkoristki imunomagnetnega
lo¢evanja so bili v povprecju 26% + 9% (Preglednica 17), ker je ve¢ kot navaja avtor
Quirici in sod. (2002), njihovi izkoristki so bili 12 £ 4%.

Glede na objave Quirici in sod. (2002), Jones in sod. (2006), Biihring in sod. (2007),
Jarocha in sod. (2008), Horn in sod. (2008), Battula in sod. (2009), Bieback in sod. (2009),
Biihring in sod. (2009), Poloni in sod. (2009) ter Sobiesiak in sod. (2010) je komplet
reagentov CD271 MicroBeads zanesljivo primeren za osamitev MMC na podlagi celi¢nega
oznacevalca CD271, Cesar pa mi nismo mogli popolnoma dokazati. Kljub visokim
izkoristkom smo pridobili manj celic, kot smo jih pri¢akovali.

Ker sta osnovna principa obeh metod osamitve razli¢na, je edini na€in njune primerjave
mozen na nivoju posameznega vzorca KM. Zato smo za vsako metodo osamitve, tako za
imunomagnetno lodevanje kot za adherenco na plastiko, uporabili po 3 x 10’ MNC istega
KM. S tem smo zagotovili zadostno Stevilo celic za nadaljnje gojenje. Celice, ki smo jih
osamili z imunomagnetnim lo¢evanjem, smo gojili v gojis¢u NHEM Plus. Celice, ki smo
jih osamili z adherenco na plastiko, pa v gojis¢éu MSCGM. Po 14 dneh gojenja so celice
dosegle 70 - 90% konfluenco (Slika 13), zato so bile primerne za tripsinizacijo in Stetje.
Sele na tem koraku smo pridobili podatke za primerjavo uspesnosti osamitve. Stevilo celic
v gojis¢u NHEM Plus po 14 dneh je bilo med 4.000 in 168.500, pri dveh vzorcih pa celice
v kulturi niso prezivele. Razlog za to bi lahko bil, da smo celice pregrobo iztisnili iz
kolone. Stevilo celic v gojis¢éu MSCGM pa je bilo med 178.000 in 574.000. Tako smo
primerjali Stevilo celic pri 9 vzorcih KM in iz dobljenih podatkov izracunali povpre¢no
Stevilo celic, ki smo jih osamili z vsako metodo. V povprecju smo z imunomagnetnim
lo¢evanjem osamili 86.714 celic, vendar njihovo S$tevilo variira za 68.117. Z metodo
adherence na plastiko pa v povprecju pridobimo 337.556 celic, njihovo $tevilo pa variira za
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128.949 celic (Preglednica 15). 1z podatkov lahko zaklju¢imo, da v primerjavi s klasi¢no
metodo adherence na plastiko, imunomagnetno locevanje na celi¢ni oznacevalec CD271 ni
boljse. Kar pa ni v skladu z ugotovitvami avtorjev Quirici in sod. (2002), Jarocha in sod.
(2008) ter Poloni in sod. (2009).

V drugem delu diplomske naloge nas je zanimalo, katera kombinacija osamitve in gojisca
je najboljsa. Za ta poskus smo kombinirali izolirane populacije z adherenco na plastiko in
imunomagnetnim locevanjem z dvema gojis¢ema MSCGM in NHEM Plus. Zanimalo nas
je, kako se izolirani populaciji obnasata v vsakem gojisS¢u. Rezultat tega poskusa so bile
Stiri rastne krivulje za vsak vzorec KM. Za dolocanje Stevila celic lahko uporabimo
najrazli¢nejSe metode. Nekatere temeljijo na spektrofotometriji in so odvisne od metabolne
aktivnosti celic. Problem teh metod je, da celice niso vedno enako aktivne, zato dolo¢anje
Stevila celic na ta nacCin ni vedno zanesljivo. Mi smo se odlocili za Stetje celic po
tripsinizaciji z uporabo Stevne komore.

Dva vzorca kostnega mozga, KM64 in KM66 smo gojili do pasaze 7. Pasaza 7 je Se vedno
dovolj zgodnja, da ne pride do senescence ali fenotipskih sprememb celic, hkrati pa nam
omogoca namnozitev celic v zadostnem Stevilu za uporabo v regenerativni medicini. Pri
obeh vzorcih se je izkazala za najboljSo kombinacijo metoda osamitve z adherenco na
plastiko in gojis¢e MSCGM (Slika 14A in 14 B). Ker krivulje pri pasazi 7 niso dosegle
platoja rasti, smo se odlocili, da bomo KM68 gojili do pasaze 10. Tudi tukaj je prevladala
kombinacija osamitve z adherenco na plastiko in gojis¢a MSCGM (Slika 14C). Opazili
smo tudi, da se zacne Stevilo celic gojenih v gojis¢u NHEM Plus zmanjSevati po pasazi 8.
To je bil edini primer, kjer smo pridobili najve¢ celic pri osamitvi z adherenco na plastiko
ne glede na gojisce. Da bi ugotovili, ali je to zgolj izjema ali se v kasnejSih pasazah krivulji
za gojis¢e MSCGM obrneta navzdol, smo vzorca KM69 in KM73 gojili do pasaze 12. Pri
obeh KM so se hitreje pomnozevale celice gojene v MSCGM (Slika 14C in 14D). Tudi pri
teh dveh vzorcih se je zac¢elo zmanjSevati Stevilo celic pri pasazi 9 za celice v NHEM Plus.
Pri tej pasazi smo z gojenjem zakljucili, ker so se celice v NHEM Plus zelo slabo
podvojevale in primerjava ni bi bila ve¢ smiselna. 1z tega lahko zakljuc¢imo, da je najboljSa
kombinacija populacija ADH in gojis¢e MSCGM, sledi ji populacija MAG v enakem
gojiscu.

Wagner in Ho (2007) navajata, da lahko MMC in vitro gojimo omejen ¢as, med 8 in 15
pasaz oziroma med 25 in 40 populacijskih podvojevanj. To smo opazovali na rastni krivulji
smo, da bi MMC ne glede na nacdin osamitve v gojis¢u MSCGM lahko gojili dlje kot do
pasaze 12, verjetno bi dobro rastne do pasaze 15. V gojis¢u NHEM Plus pa je bilo MMC
smiselno gojiti do pasaze 9. Tako smo z obema gojiS¢ema v obmocju, ki ga predlagata oba
avtorja. Za boljSe rezultate bi bilo potrebno poskus ponoviti na ve¢jem Stevilu vzorce KM
in jih opazovati do pasaze 15.

Iz vseh rastnih krivulj smo ugotovili, da je najboljsa kombinacija osamitve z adherenco na
plastiko in gojis¢e MSCGM, sledi ji osamitev z imunomagnetnim lo¢evanjem v enakem
gojiscu. To ni v skladu z ugotovitvijo Quirici in sod. (2002), ki trdijo, da imajo CD271
pozitivne celice od 10- do 1000-krat vi§jo sposobnost proliferacije kot MMC, ki jih
osamimo z adherenco na plastiko. Stevilo celic v gojis¢éu NHEM Plus za¢ne padati med
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pasazo 8 in 9. V gojis¢u NHEM Plus zac¢ne Stevilo celic izraziteje rasti (eksponentna faza
rasti) med pasazami | in 3, vendar jih celice gojene v gojis¢u MSCGM, kljub kasnejsi
eksponentni fazi med pasazami 3 in 5, prekasajo med pasazami 5 in 8.

Med gojenjem celic za analizo dinamike rasti smo preverjali tudi do katere pasaze MMC
ohranjajo znacilen fenotip in sposobnost diferenciacije. MMC smo s pretocno citometrijo
okarakterizirali na zanje znacilne celicne oznacevalce Stro-1, CD73, CD105, CD166 in
CD45. Z imunobarvanjem pa smo dolocili, da so vse celice v pasazi 3 in 7 v vseh
kombinacijah pozitivne za CD90. Sposobnost diferenciacije smo preverjali z njihovo
sposobnostjo osteodiferenciacije.

Analiza na preto¢nem citometru je pokazala, da je v vseh analiziranih vzorcih v povprecju
majhen deleZ Stro-1 pozitivnih celic, ki niha ne glede na pasaZo in gojis¢e. Ce primerjamo
vse vzorce v pasazah 3 in 7 je v gojis¢u MSCGM v povprecju med 1,88% + 1,59% in
3.91% + 2,70% Stro-1 pozitivnih celic. V gojis¢u NHEM Plus pa je v povprecju med
0,32% + 0,44% in 5,00% =+ 2,96%. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13, vidimo da se
delez pozitivnih celic v povprec¢ju pri gojis¢e MSCGM konstantno znizuje, v NHEM Plus
pa najprej pade nato pa se poveca (Slika 22).

Prav tako je v vseh analiziranih vzorcih v povprecju zelo velik delez CD73 pozitivnih
celic, ki je dokaj konstanten. Ce primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7 je v gojis¢u
MSCGM v povprecju med 97,98% + 0,37% in 98,28% + 0,31% CD73 pozitivnih celic. V
gojiséu NHEM Plus pa je v povpredju med 88,14% =+ 15,02% in 98,18% = 0,36%. Ce
gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13, vidimo v povprecju zmanjSevanje deleza pozitivnih
celic v pasazi 13 v gojis¢u MSCGM, v NHEM Plus pa se delez od pasaze 7 konstantno
zmanjSuje (Slika 23).

Skoraj v vseh analiziranih vzorcih je v povpre¢ju majhen delez CD105 pozitivnih celic. Ce
primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7, je v gojiséu MSCGM v povprec¢ju med 1,95% =+
1,36% in 27,36% =+ 43,83% CDI105 pozitivnih celic. V gojis¢u NHEM Plus pa je v
povpre€ju med 3,75% =+ 3,05% in 10,38% =+ 7,40%. Odstopanje je le pri pasazi 7 v gojiscu
MSCGM, kjer je pri KM73 verjetno prislo do tehni¢ne napake. To je razvidmo tudi iz
velikega standardnega odklona. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13, vidimo, da se v
povprecju delez pozitivnih celic ne glede na gojis¢e konstantno zmanjSuje (Slika 24).

V vseh analiziranih vzorcih je tudi v povprecju zelo velik delez CD166 pozitivnih celic.
Njegov deleZ se enako spreminja znotraj posameznega gojis¢a. Ce primerjamo vse vzorce
v pasazah 3 in 7, je v gojis¢u MSCGM v povprecju med 97,85% =+ 0,43% in 97,60% +
0,90% CD166 pozitivnih celic in delez se ne spreminja. V gojis¢u NHEM Plus pa je v
povpredju med 46,01% =+ 16,69% in 93,22% = 3,55%, njihov delez pade v pasazi 7. Ce
gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13, vidimo v povprecju zmanjSevanje deleza pozitivnih
celic v pasazi 13 v gojis¢u MSCGM, v NHEM Plus pa se delez tekom pasaz postopno
zmanjsuje (Slika 25).

Poleg tega smo ugotovili, da je v ve€ini analiziranih vzorcih v povprecju zanemarljiv delez
CD45 pozitivnih celic. Delez teh celic nima povezave s pasaZzo in gojis¢em. Delez
pozitivnih celic je v povprecju visji od pricakovanja v gojis¢éu NHEM Plus pri pasazi 3 in
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7. Ce primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7, je v gojiséu MSCGM v povpredju med
0,00% = 0,00% in 0,24% + 0,21% CD45 pozitivnih celic. V gojis¢u NHEM Plus pa je v
povpredju med 0,64% =+ 0,56% in 1,60% = 2,32%. Ce gledamo zraven tudi pasazi 10 in 13
pri gojis¢u MSCGM, je delez pozitivnih celic zanemarljiv. Ce gledamo v gojis¢u NHEM
Plus tudi pasazo 10, pa je v nekaterih pasazah odstopa od pricakovanj, kar se tudi vidi iz
standardnega odklona v pasazi 3 in 7 (Slika 26).

Zanimalo nas je, kaj se dogaja med gojenjem s celiénim oznacevalcem CD271. Ugotovili
smo, da se v vseh analiziranih vzorcih znotraj posameznega gojis¢a v povprecju enako
spreminja. Ce primerjamo vse vzorce v pasazah 3 in 7, je v gojiséu MSCGM v povpredju
med 10,86% = 17,03% in 24,19% + 29,43% CD271 pozitivnih celic. V gojis¢cu NHEM
Plus pa je v povpredju med 47,20% + 42,73% in 62,38% =+ 54,03%. Ce gledamo zraven
tudi pasazi 10 in 13 pri gojis¢u MSCGM, delez pozitivnih celic v povprecju postopoma
pada enako velja za gojis¢e NHEM Plus. Vendar ¢e gledamo posamezen vzorec KM delez
pozitivnih celic v gojis¢u NHEM Plus, enkrat naraste, pade ali se ohranja, kar vidimo iz
velikega intervala standardnega odklona (Slika 27).

Iz opazanj lahko zaklju¢imo, da je najprimernejSi gojis¢ée MSCGM, tako za populacijo
celic, ki smo jih osamili z adherenco na plastiko, kot z imunomagnetnim locevanjem. V
tem gojiscu imajo vse celice prisotne celicne oznacevalce znacilne za fenotip MMC, in
sicer so pozitivne za CD90, velik delez je mocno pozitivnih za CD73 in CD166, majhen
delez je pozitivnih na Stro-1 in CDI105, in so negativne za CD45. Celi¢ni oznacevalec
CD271 pa tekom pasaz izgine. Ugotovili smo, da celice do pasaze 10 izrazajo ustrezen
fenotip. To pa za gojis¢e NHEM Plus ne moremo trditi. Celice so pozitivne za CD90 in v
vecjem delezu za CD73 in CD166 ampak njun delez pade Ze v pasazi 7. Prav tako kot
MSCGM so tudi te celice v povprecju Sibko pozitivne za Stro-1 in CD105 ter so v
majhnem delezu v nekaterih pasazah pozitivne na CD45. Delez CD271 pozitivnih celic pa
se tekom pasaz med posameznimi vzorci KM moc¢no spreminja.

Pri vseh kombinacijah je potekla osteodiferenciacija v pasazi 3 in 7. Celice v gojisc¢u
MSCGM so se uspeSno diferencirale tudi v pasazi 10 oz. 11, teh podatkov za gojisce
NHEM Plus nimamo, ker nismo imeli zadostnega Stevila celic za izvedbo tega testa
(Preglednica 16). MMC gojene v gojis¢u MSCGM torej do pasaze 10 ohranjajo svojo
sposobnost osteodiferenciacije, za MMC gojene v gojis¢u NHEM Plus pa smo njihovo
sposobnost za diferenciacijo preverili le do pasaze 7, vendar menimo da se ohranil tudi v
pasazi 10. Tekom naSega poskusa nismo opazili razlik v osteodiferenciacijskem potencialu
med celicami, ki smo jih osamili z adherenco na plastiko ali z imunomagnetno selekcijo
znotraj enega gojiS€a. To je v nasprotju s porocanjem avtorjev Quirici in sod. (2002),
Jarocha in sod. (2008), ki pravijo, da imajo celice izolirane z imunomagnetno selekcijo,
boljSo sposobnost diferenciacije kot celice izolirane z adherenco na plastiko.

Povzamemo lahko, da je iz vidika karakterizacije na celi¢ne oznacevalce Stro-1, CD73,
CD90, CD105, CD166 in CD45 ter sposobnosti osteodiferenciacije najbolj smiselno gojiti
celice v gojis¢u MSCGM in ne v NHEM Plus. Torej smo z obema metodama osamitve
uspesno osamili MMC, vendar populacije med gojenem v gojis¢u NHEM Plus izgubljajo
fenotipske lastnosti MMC, zato jih lahko gojimo samo do pasaze 7. Za razliko od njih so
celice gojene v gojis¢u MSCGM dalj ¢asa fenotipsko podobne MMC, tako da jih lahko
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gojimo do pasaze 10. Seveda bi bilo za dodatno preverjanje trditve potrebno analizirati
vecje Stevilo zdravih vzorcev KM.

Ce upostevamo smernice Komiteja za mezenhimske in tkivne mati¢ne celice
mednarodnega zdruzenja za celi¢no terapijo (ISCT) za humane MMC (Dominici in sod.,
2006), je izmed uporabljenih metod osamitve in gojenja najprimernej$a metoda osamitve
MMC z adherenco na plastiko in gojenje v gojis¢u MSCGM do pasaze 10. Tako zadostimo
vsem merilom ISCT, do odstopanja pride le pri celicnem oznacevalcu CD105, ki naj bi se
izrazal na ve¢jem delezu MMC.

5.2 SKLEPI

e Ugotovili smo, da je osamitev z adherenco na plastiko primernej$a metoda za
pridobivanje MMC kot imunomagnetno lo¢evanje.

e 7 obema metodama smo uspe$no osamili MMC, pozitivne za celicne oznacevalce
Stro-1, CD73, CD90, CDIO5 in negativne za CD45 ter sposobne
osteodiferenciacije.

e Celice, ki smo jih osamili z imunomagnetnim lo¢evanjem in adherenco na plastiko,
najbolje rastejo in izrazajo znacilne celicne oznacevalce v gojis¢u MSCGM do
pasaze 10.

e Gojis¢e MSCGM je v primerjavi z NHEM Plus cenejse, celice bolje proliferirajo in
ohranjajo znacilen fenotip MMC s sposobnostjo osteodiferenciacije.

e Za boljSo primerjavo metod osamitve in opredelitev najboljSe kombinacije metode
osamitve in gojisca bi bilo potrebno pridobiti vzorce KM zdravih darovalcev ter
analizirati vecje Stevilo vzorcev.

e Delez CD271 pozitivnih celic se tekom pasaz v gojiséu MSCGM zmanjSuje ali
sploh ni prisoten, v gojis¢u NHEM Plus pa enkrat izginja, se pojavlja ali pa je
konstantno prisoten. S tem celicni oznacevalec ni primeren za karakterizacijo
CD271 celic.
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6 POVZETEK

V danas$njem casu vecino poskodb in bolezni zdravimo s kirurSkimi posegi in uporabo
zdravil. BiotehnoloSke in biomedicinske raziskave pa odkrivajo vedno vec¢ji pomen
novejsih na¢inov zdravljenja z uporabo maticnih celic.

Maticne celice (MC) so maloStevilna populacija nespecializiranih celic, ki jih najdemo v
tkivu zarodka, pa tudi v tkivih odraslih Zivali in ¢loveka. So nedefirencirane, po obliki
podobne majhnim limfocitom in sposobne dolgotrajnega asimetricnega deljenja, pri ¢emer
na eni strani tvorijo v procesu samoobnavljanja sebi identicne kopije, na drugi strani pa
nove linije bolj diferenciranih celic. Pri tem najprej nastanejo celice prednice (prekurzorji)
in iz njih nato funkcionalne celice tkiv. Najdemo jih v vseh tkivih odraslega ¢loveka
(epitelu, prebavilih, skeletnih miSicah, oceh, jetrih, dojkah, zobni pulpi, kozi, lasnih
mesickih, periferni krvi, masCobnem tkivu, testisih, prostati, ovarijih) in so odgovorne za
nadomescanje odmrlih celic ali popravljanje poskodb. Z njimi je mo¢ zdraviti dolo¢ene
degenerativne, presnovne, prirojene in rakaste bolezni, Se bolj pa mehanske poSkodbe tkiv
in organov.

Za uporabo celic v terapevtske namene je klju€nega pomena izbrati najprimernejSe celice.
Lastnosti takih celic so nezmoznost aktivacije imunskega odziva, netumorigenost, dokaj
velika sposobnost diferenciacije v razli¢ne celi¢ne tipe, velika sposobnost proliferacije ter
nesporen vir in nacin pridobivanja celic. Take celice so MMC, ki spadajo med stromalne
celice KM in predstavljajo izvor celic za ne-hematopoetska tkiva ter hkrati hranilne celice
za podporo rasti in diferenciacije krvnih celic in ostalih tkiv, saj sintetizirajo razlicne
sestavine zunajcelicnega matriksa in razlicne rastne dejavnike. So multipotentne celice, ta
lastnost jim omogoc¢a razvoj v celice mezodermalnega izvora (adipociti, osteoblasti,
hondrociti, mioblasti (npr. kardiomiociti)). MMC ne aktivirajo imunskega odziva, delujejo
celo imunosupresivno, kar nam omogoca alogensko uporabo celic. Pod posebnimi pogoji
se lahko transdiferencirajo v celice drugih kli¢nih plasti, npr. nevrone, s cemer postanejo
MMC $e bolj zanimive in uporabne.

Za uporabo MMC v terapevtske namene je pomembno, da imamo dobro definirane in
ponovljive metode osamitve, proliferacije in diferenciacije celic. Optimalen izbor teh
metod je kljucen tako za raziskovalno delo, kot tudi za potencialo klini¢no uporabo celic.
Zato smo v diplomskem delu primerjali metodi osamitev MMC iz humanega KM z
imunomagnetnim lo¢evanjem in adherenco na plastiko. Dobljene populacije MMC smo
osamitve in uporabljenim gojis¢em. Na ve¢ ¢asovnih intervalih gojenja MMC smo dolocili
fenotipski sestav za MMC znacilnih celi¢nih oznacevalcev Stro-1, CD73, CD90, CD105,
CDI166 in CD45, s ¢emer smo preverjali njihovo uniformnost. Preverili smo tudi
celi¢nih oznacevalcev in analize sposobnosti osteodiferenciacije smo dolo¢ili do katere
pasaze lahko gojimo MMC, ne da bi se jim pri tem spremenile fenotipske, proliferacijske
in osteodiferenciacijske sposobnosti.

Ugotovili smo, da je najprimernejsi gojis¢e MSCGM, ne glede ali smo MMC osamili z
adherenco na plastiko ali imunomagnetnim lo¢evanjem. V tem gojiScu so imele vse celice
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znacilen fenotipski sestav MMC — so moc¢no pozitivne za celicne oznacevalce CD90,
CD73 in CD166, majhen delez celic je bil pozitiven na Stro-1 in CD105 ter bile so
negativne za CD45. MMC so ohranile svoj znacilen fenotip in sposobnost
osteodiferenciacije do pasaze 10. V gojis¢u NHEM Plus pa celice izgubijo znalilen
fenotip, delez CD73 in CD105 pozitivnih celic se po pasazi 7 zmanjsuje. Zakljucili smo, da
je optimalna metoda pridobitve MMC adherenca na plastiko v kombinaciji z uporabo
gojis¢a MSCGM. S tem postopkom bi lahko pridobili dovolj celic ustreznega fenotipa in
diferenciacijskega potenciala, ki bi bile primerne za uporabo v regenerativni medicini.

Nase delo predstavlja prispevek k biologiji MMC in s tem k regenerativni medicini.
Upamo, da bo ta v naslednjem desetletju z uporabo MC postala najhitreje rasto¢a panoga
medicine, Se posebno, ko se bosta prikljucili tudi spremljajoca farmacevtska in
biotehnoloska industrija.
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IZJAVA O POUCENOSTI IN PISNA PRIVOLITEV V POSTOPEK

POdpisani/=a .......cceevieeiiiiiieeiee e
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sem bila seznanjen/-a in sem razumel/-a namen raziskave in soglasam, da se lahko odvzeti
vzorec mojega kostnega mozga, ki je sicer namenjen za analizo v diagnosti¢éne namene,
uporabi tudi za dodatne raziskave mati¢ne celice, ki jih v okviru nacionalnih raziskovalnih

projektov izvaja raziskovalna skupina »0311-002 Transfuzijska medicina«.

DL e me je seznanil/-a s postopki odvzema
vzorca, hkrati pa tudi odgovarja za mojo varnost pri tem dejanju.

Obvescen sem, da bodo moji osebni podatki anonimni, tako da bo zas¢itena moja pravica
do zasebnosti in omogoc¢eno popolno varovanje mojih osebnih podatkov.

Moje sodelovanje v raziskavi je popolnoma prostovoljno in vem, da ga lahko odklonim ali
kadarkoli odstopim iz raziskave. Obvestili so me, da bodo rezultati raziskave sluzili

napredku medicinskega znanja na podrocju celi¢ne terapije in regenerativne medicine.

Obvescen/-a sem tudi, da je raziskavo odobrila Republiska komisija za medicinsko-eti¢na
vprasanja.

S podpisom te izjave prostovoljno pristajam na sodelovanje v zgoraj omenjeni raziskavi.
Datum: .....ccooiiiiiiiii

Podpis preiskovanca/-ke: ........ccccoeiiiiiiniiiniiiies
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