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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 

Bp bazni par 
CBE embrionalni matični celici podobna celica iz popkovnične krvi (angl. 

Cord-blood-derived Embryonic-like Stem Cell)  
 

CD označevalec pripadosti (angl. Cluster of Differentiation) 
cDNA komplementarna DNA (cDNA) 

Celice EC embrionalna karcinomska celica 

Ct pražni cikel (angl. Cycle treshold) 

EMC embionalna matična celica 

EPC endotelijske predniške celice (angl. Endothelial Progenitor Cells) 

ESC-A embrionalne matične celice odraslega (angl. Embryonic-like Stem Cell of 
the Adult) 
 

hMASC humana multipotentna matična celica odraslega (angl. Human Multipotent 
Adult Stem Cell) 
 

ICM notranja celična masa (angl. Inner Cell Mass) 

KM kostni mozeg 

KMC krvotvorna matična celica 
MAPC  Multipotentna prednica odraslega (angl. Multipotent Adult Progenitor 

Cell) 
 

MC matična celica 

MIAMI angl. Marrow-isolated Adult Multilineage Inducible Cells 
 

MMC mezenhimska matična celica (angl. Mesenchymal Stem Cell) 

MNC mononuklearne celice 
Oct-4 Oktamer-4 

PBS fosfatni pufer (angl. Phosphate Buffered Saline) 

PCR verižna reakcija s polimerazo 

PK periferna kri 

RT-PCR obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo 

qPCR Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo, verižna reakcija s polimerazo v 
realnem času 

Sox-2 angl. Sex Determining Region Y-box 2 

SSEA-1 angl. Stage-specific Embryonic Antigen 1 

SSEA-4 angl. Stage-specific Embryonic Antigen 4 
VSEL zelo majhne celice podobne embrionalnim matičnim celicam (angl. Very 

Small Embyonic-like Stem Cells) 
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SLOVARČEK 

Pojem Razlaga 
 

Angiogeneza Fiziološki proces rasti novih žil iz že obstoječih žil s pomočjo 
angiogenih faktorjiv, ki jih lahko izločajo tudi tumorske celice. 
 

A260/A280 A260 in A280 so meritve absorbance optičnega spektrofotometra pri 
valovni dolžini 260 nm in 280 nm. A260 se uporablja za merjenje 
koncentracij nukleinskih kislin (DNA/RNA), A280 pa se uporablja za 
merjenje koncentracije proteinov. Razmerje A260/A280 pove, kakšna 
je čistost vzorca oz. koliko je v vzorcu proteinov glede na RNA. Če je 
razmerje >1.8, to pomeni, da je v vzorcu malo proteinov. Baze v DNA 
ali RNA absorbirajo UV svetlobo z maksimalno absorbanco pri valovni 
dolžini 260 nm. Večina proteinov ima maksimum absorbcije UV 
svetlobe pri valovni dolžini 280 nm, predvsem zaradi aromatskih 
aminokislin. 
 

CBE Embrionalnim matičnim celicam podobne celice iz popkovnične krvi 
(angl. Cord-blood-derived Embryonic-like Stem Cells), ki so jih leta 
2005 odkrili angleški raziskovalci. Celice CBE izražajo embrionalne 
označevalce Oct-4, SSEA-4 in SSEA-3 ter TRA-1-60 in TRA-1-81 in 
so negativne za nehumani označevalec SSEA-1. 
 

Embrionalne karcinomske 
celice 

Pluripotentne maligno sprememnjene celice, ki jih vsebujejo 
teratokarcinomi.  
 

Embrionalna matična celica Pluripotentna linija matičnih celic, ki izhajajo iz zgodnjega zarodka 
(~5 dan), preden se tvorijo zarodne plasti. 
 

Embrionalnim matičnim 
celicam podobne celice 

Matične celice, ki ne izhajajo iz notranje celične mase blastociste, 
ampak iz npr. tkiv odraslega človeka, imajo pa lastnosti embrionalnih 
matičnih celic (pluripotentnost). 
 

EPC Endotelijske predniške celice (angl. Endothelial Progenitor Cells) 
izhajajo iz KM in sodelujejo pri nastajanju novih krvnih žil. Njihovo 
odkritje je pripeljalo do koncepta, da vaskularizacija in angiogeneza 
lahko potekata simultano v postnatalnem obdobju, saj se lahko celice 
EPC diferencirajo v vaskularni endotelij. 
 

ESC-A Embrionalne matične celice odraslega (angl. Embryonic-like Stem cell 
of the Adult), ki so jih prvič izolirali iz površinskega epitelija jajčnika 
pri ženskah brez naravno prisotnih foliklov in jajčnih celic. ESC-A so 
pozitivne za označevalce embrionalnih matičnih celic (Oct-4, Sox-2, 
Nanog in za površinski antigen SSEA-4), v pogojih in vitro se lahko 
razvijejo v jajčnim podobne celice in druge tipe celic. 
 

Hematopoeza Tvorba in razvoj raznih tipov krvnih celic. 
 

hMASC Humane multipotentne matične celice odraslega (angl. Human 
Multipotent Adult Stem Cells) so izolirali iz različnih tkiv, vse so 
izražale gene značilne za pluripotentne celice Oct-4, Nanog in Rex1, 
kazale pa so tudi telomerazno aktivnost. Celice hMASC imajo tudi 
širok diferenciacijski potencial, kar so pokazali tako na morfološki kot 
tudi na funkcioni ravni. 
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Kemoatraktant Anorganska ali organska substanca, ki ima učinek spodbujanja 
kemotakse v gibajočih celicah. Učinki kemoatraktantov so posredovani 
preko kemotaktičnih receptorjev, ligand kemoatraktanta pa je 
specifičen za tarčne celice in odvisen od koncentracije. Najpogosteje se 
preiskuje kemoatraktante formil peptide in kemokine.  
 

Krvotvorna matična celica Matična celica iz katere lahko nastanejo levkociti, eritrociti ali 
trombociti. 
 

Matična celica Vse celice, ki lahko stalno producirajo nespremenjne hčerinske celice 
hkrati pa imajo tudi sposobnost, da tvorijo hčerinske celice, ki so v 
svojem razvojnem potencialu bolj omejene (manjša potentnost). 
 

Matičnost Sposobnost vzdrževanja pluripotentnosti navkljub delitvam. Matične 
celice vzdržujejo matičnost s pomočjo aktivnega izražanja določenih 
genov in z različnimi drugimi mehanizmi.  
 

MIAMI Celice MIAMI (angl. Marrow-isolated Adult Multilineage Inducible 
cells) so velike od 7-10 µm, imajo malo citoplazme in se hitro delijo. 
Morfologija celic ostaja enaka tudi po 52 podvojitvah. In vitro se celice 
MIAMI lahko diferencirajo v vse tri embrionalne plasti. 
 

MMC Mezenhimska matična celica (angl. Mesenchymal Stem cell). MMC 
spadajo med stromalne celice KM in imajo dvojno vlogo:  
a) predstavljajo izvorne celice za ne-hematopoetska tkiva in b) so hkrati 
hranilne celice za podporo rasti in diferenciacije krvnih celic in ostalih 
tkiv, saj sintetizirajo različne komponente zunajceličnega matriksa in 
različne rastne faktorje. 

Multipotentna matična celica Celica, sposobna tvoriti več linij celic, ki tvorijo celotno tkivo ali tkiva. 
Primer:  krvotvorna matična celica. 
 

Multipotentna prednica 
odraslega (MAPC) 

Celice izolirane iz kostnega mozga in krvi. Lahko jih diferenciramo v 
hondrocite, adipocite in kostne celice (angl. Multipotent Adult 
Progenitor Cell). 
 

Notranja celična masa Notranja skupina celic v blastocisti, ki v kulturi in vitro tvori 
embrioidna telesca, iz katerih osamimo embrionalne matične celice. 
 

Ontogeneza Ontogeneza, tudi ontogenija ali morfogeneza, je razvoj in spreminjanje 
organizma od oplojene jajčne celice do odrasle oblike in nato smrti. 
 

Označevalci (pluripotentni, 
tkivno specifični) 

Genotipski (geni) ali fenotipski (proteini) označevalci, ki so značilni za 
določen tip celic. Z njimi lahko identificiramo celice. 
 

Plastičnost Nedokazano opažanje, da tkivne matične celice lahko razširijo svojo 
potentnost kot odgovor na fiziološke potrebe ali dražljaje. 
 

Pluripotentna matična celica Celica, sposobna tvoriti vse telesne celice, vključno z germinalnimi 
celicami in nekaj ali vsa ekstraembrionalna tkiva. Primer so 
embrionalne matične celice. 
 

Potentnost Obseg možnosti za končno diferenciacijo celic. 
 

Predniška celica, tudi 
usmerjena matična celica 
 

Potomska celica matične celice v direktni liniji. 
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Rakava (tumorska) matična 
celica 

Samoobnavljajoča celica, ki je odgovorna za ohranjanje tumorja, ker 
producira diferencirane progenitorska celice, ki tvorijo tumor. Prav 
tumorske matične celice, ki jih je možno identificirati pri nekaterih 
levkemijah in solidnih tumorjih, so potencialne/kritične terapevtske 
tarče. 
 

Regenerativna medicina Veja medicine, ki se ukvarja z obnovo fizioloških funkcij organov in 
tkiv in pri tem lahko uporablja tudi celice. 
 

Reproduktivno kloniranje Cilj reproduktivnega kloniranja je ustvariti osebek, ki je genetsko 
identičen osebku, ki je bil donor somatskega jedra. Klonirani zarodek 
se nato implantira v maternico, kjer se razvije v osebek.  
 

Samoobnavljanje, 
Samopomnoževanje 

Celične delitve, ki v vsakem ciklu generirajo vsaj eno hčerinsko celico, 
ki je popolnoma enaka materinski in ima latentno sposobnost 
diferenciacije. Lastnost samoobnavljanja definira matične celice. 
 

Simetrična celična delitev Celična delitev, kjer nastaneta dve enaki hčerinski celici. 
 

Somatska celica Vsaka celica v telesu razen gamet (jajčece in spremiji). 
 

Teratokarcinom Teratokarcinom je epitelijski malignom, ki je nastal iz prirojene 
nepravilnosti razvoja kakega organa ali tkiva. Teratomi spadajo med 
teratokarcinome. 
 

Teratom Tumor, sestavljen in skupka različnih tkiv. Ti tumorji vsebujejo celice, 
ki pripadajo vsem trem zarodnim plastem. 
 

Totipotentna matična celica Celica, sposobna tvoriti celoten organizem, vključno s trofoblastom. 
Totipotentna je zigota, pri rastlinah pa meristemske celice. 
Totipotentnost ni bila pokazana pri nobeni matični celici vretenčarjev. 
 

Trofoblast Del blastociste, ki ne pripada embriu in se ugnezdi v maternično steno 
ter kasneje razvije v fetalni del placente. 
 

Unipotentna celica Tvori le eno celično linijo. 
 

Usmerjenost Vstop v program, ki vodi v diferenciacijo. Za matično celico to pomeni, 
da izstopi iz samoobnavljanja. 
 

VSEL Zelo majhne celice podobne embrionalnim matičnim celicam (Angl. 
Very Small Embyonic-like Stem Cells). Odkrili so jih v kostnem 
mozgu odraslih miši, v humani popkovnični in periferni krvi. Celice 
VSEL kažejo embrionalne lastnosti, in vitro so jih tudi diferencirali v 
tkiva, ki pripadajo vsem trem embrionalnim plastem. 
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1  UVOD 

1.1 DEFINICIJA 

V človeškem telesu se nahajajo celice, ki se ohranjajo v telesu vse življenje in omogočajo, 
da se tkiva in organi obnavljajo. Te celice se imenujejo matične celice (MC, angl. stem 
cells) in so nediferencirane celice, ki imajo sposobnost dolgotrajnega deljenja in tvorbe 
sebi identičnih kopij – samoobnavljanja – ter diferenciacije v bolj usmerjene tkivne celice. 
Najdemo jih v vseh tkivih odraslega človeka, npr. epiteliju, prebavilih, skeletnih mišicah, 
očeh, jetrih, dojki, zobni pulpi, koži, lasnih mešičkih, periferni krvi, maščobnem tkivu,  
testisih, prostati, v ovarijih. Odgovorne so za nadomeščanje odmrlih celic ali popravljanje 
tkivnih poškodb. Z njimi lahko tudi zdravimo določene degenerativne, presnovne, 
prirojene in rakaste bolezni, predvsem pa mehanske poškodbe tkiv in organov (Strbad in 
Rožman, 2005). 
 
Matične celice so nediferencirane, po obliki podobne majhnim limfocitom in sposobne 
dolgotrajnega asimetričnega deljenja. Pri tem tvorijo v procesu samoobnavljanja identične 
kopije celic, ali pa nove linije bolj diferenciranih celic. Najprej nastanejo celice prednice 
(prekurzorji) specializiranih tkivnih celic, iz njih pa funkcionalne celice tkiv. Pomembna 
lastnost MC je tudi plastičnost, to je sposobnost odraslih MC, da se kot odgovor na 
fiziološke dražljaje diferencirajo tudi v celice drugih tkiv, ne le v celice tkiva, iz katerega 
izhajajo. MC se obnavljajo z asimetrično delitvijo celic, pri kateri nastaneta dve hčerinski 
celici, ena ohrani lastnosti MC, druga pa se lahko diferencira v različne celične tipe. Ena 
izmed pomembnih lastnosti MC je potentnost, sposobnost diferenciacije v različne vrste 
celic (Strbad in Rožman, 2005;  Zipori, 2005). 
 
Po prevladujoči teoriji vsako tkivo vsebuje majhno populacijo MC, ki imajo sposobnost 
samoobnavljanja in diferenciacije (Ratajczak in sod., 2004). Razvoj MC je enosmeren. Z 
diferenciacijo v zrele celice se zmanjšuje pluripotentnost celice (slika 1). Mnoge študije so 
pokazale, da imajo odrasle MC sposobnost diferenciacije tudi v celice drugih tkiv in ne 
samo v celice tkiva, iz katerega izhajajo (Zipori, 2005). 
 

 
 
Slika 1: V različnih razvojnih stopnjah v razvoju osebka se nahajajo MC z različnim razvojnim potencialom. 
Po trenutno prevladujoči teoriji se s staranjem osebka zmanjšuje potentnost MC (Zipori, 2005). 
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1.2 LASTNOSTI  MATIČNIH CELIC 

MC lahko razdelimo v dve skupini: embrionalne matične celice, ki se nahajajo v blastocisti 
(zarodku) in matične celice odraslega, ki se nahajajo v tkivih odraslega osebka. Nekateri 
avtorji navajajo še tretjo obliko MC, in sicer fetalne MC, med katere sodijo tudi MC iz 
popkovnice in placente. Potentnost embrionalnih celic je velika, saj se lahko razvijejo v 
vseh 200 različnih tipov celic človeškega telesa, medtem ko so MC odraslega v svojem 
razvoju bolj omejene (Meng in sod., 2007). 
 
Edine resnično pluripotentne MC izhajajo iz notranje celične mase blastociste in se 
imenujejo EMC. Iz njih izhajajo vse somatske matične celice (matične celice odraslega), ki 
se naprej diferencirajo v multipotentne tkivno specifične MC. Iz multipotentnih tkivno 
specifičnih MC se razvijejo predniške celice, ki se delijo in končno diferencirajo v zrele 
somatske celice organov (preglednica 1) (Oertel in Shafritz, 2008).  
 
Preglednica 1: MC imajo lahko različno stopnjo potentnosti (Jež, 2008) 
 

Totipotentne matične celice 

 

Nastanejo pri združitvi spermija in jajčeca. Zigota in zgodnje blastomere 
(do stopnje blastociste) so totipotentne, saj se lahko diferencirajo v 
embrionalna in ekstraembrionalna tkiva. Iz vsake celice torej lahko 
nastane celoten zarodek (trofoblast in notranja celična masa). 
 

Pluripotentne matične celice 

 

Lahko se diferencirajo v tkiva, ki pripadajo vsem trem embrionalnim 
plastem (endoderm, mezoderm, ektoderm) ne pa v trofoblast, to je v del 
blastociste, ki se vgnezdi v steno maternice in se kasneje razvije v 
posteljico. Celične linije pluripotentnih celic lahko vzpostavimo iz celic 
znotrajcelične mase blastociste ali iz primordialnih germinalnih celic. 
 

Multipotentne matične celice 

 

Iz njih se lahko razvijejo celice, ki pripadajo le eni embrionalni plasti. 
Multipotentne celice se nahajajo v tkivih odraslega osebka, njihova 
naloga pa je obnavljati celice v tkivu in sodelovati v regeneraciji ob 
poškodbi. Primer multipotentnih MC so KMC pri katerih so opazili 
fenomen plastičnosti – zmožnost razvoja tudi v kardiomiocite. 
 

Unipotentne matične celice 

 

So tkivno specifične in se lahko razvijejo v samo eno celično linijo. 
Imajo pa sposobnost samoobnavljanja in le-ta jih loči od somatskih celic 
(npr. mišične matične celice). 
 

 
Med odraslimi MC in EMC obstajajo številne razlike (Bongso in Richards, 2004):  

a) MC odraslega so multipotentne. V organih se nahajajo v zelo majhnem številu in 
jih je težko izolirati. Celične linije odraslih MC ne obstajajo, tudi ni znano, ali se in 
vitro ohranja normalen genetski profil celic. Ker imajo nizko stopnjo telomerazne 
aktivnosti, se jim s staranjem krajšajo telomere in v kulturi dokaj hitro zapadejo v 
senescenco ter odmrejo. Po transplantaciji ne predstavljajo nevarnosti za nastanek 
teratomov. Za pridobivanje celic z želenim genotipom metoda prenosa jedra pri 
somatskih MC ni možna. Zaradi svojega izvora iz tkiv odraslega človeka njihova 
uporaba ni etično sporna. Uporabljajo se v terapijah s transplantacijami.  

b) EMC so pluripotentne, nahajajo se v notranji celični masi blastociste, od koder jih 
lahko izoliramo in nato namnožimo v kulturi v velikem številu. V kulturi lahko 
preživijo zelo dolgo časa in ohranjajo normalen kariotip, na voljo so tudi različne 
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celične linije. Imajo visoko telomerazno aktivnost, kar omogoči, da ohranjajo 
dolžino telomer. V terapevtske namene se še ne uporabljajo, ker lahko po 
transplantaciji povzročijo nastanek tumorjev, poleg tega pa je zaradi uničenja 
blastociste pri izolaciji EMC njihova uporaba sporna. EMC se lahko uporabljajo za 
testiranje farmacevtskih substanc, za razvojne študije, za študij kongenitalnih 
anomalij in raka pri otrocih ter za produkcijo gamet in embrijev. Pri EMC lahko za 
pridobitev celic z želenim genotipom uporabimo metodo prenosa jedra.  

 
MC lahko gojimo in vitro in jih s pomočjo rastnih dejavnikov usmerimo v diferenciacijo v 
različne specializirane tipe celic, npr. mišične, jetrne ali živčne celice. Moderna medicina 
si zato veliko obeta od uporabe MC za zdravljenje v regenerativne namene. Najbolj so 
uporabne avtologne celice, ki jih lahko pridobimo iz popkovnične krvi, KM ali s 
terapevtskim kloniranjem. Pri tem s prenosom somatskega jedra v oocito, ki ji odstranijo 
jedro, ustvarijo blastocisto, ki je genetsko identična osebku, nato pa iz nje izolirajo EMC 
za zdravljenje. Ker se zarodke uniči, je ta način etično sporen, zato raziskovalci iščejo 
alternativne načine za pridobivanje ustreznih MC za zdravljenje. 
 
V zadnjih letih se pojavlja vedno več objav, v katerih avtorji dokazujejo, da so v različnih 
tkivih odraslega človeka našli še tretjo skupino MC – populacijo MC z embrionalnim 
značajem (McGuckin in sod., 2005; Ratajczak in sod., 2008a; Ratajczak in sod., 2008b; 
Virant-Klun in sod., 2008). Te celice bi lahko predstavljale odlično alternativo EMC za 
uporabo v regenerativni medicini, saj njihovo pridobivanje ni etično sporno. Vendar jih je 
v odraslih tkivih izjemno malo, zato je njihovo pridobivanje in razmnoževanje tehnično 
zelo zahtevno. 
 
V našem delu se nameravamo posvetiti tej skupini matičnih celic pri človeku, saj bi dokaz 
njihovega dejanskega obstoja omogočil nadaljne raziskave, s katerimi bi te celice lahko 
postale široko uporabne v medicini brez etičnih ali drugačnih težav pri njihovem 
pridobivanju in uporabi. 
 

1.3 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU 

Verižna reakcija s polimerazo (PCR) v realnem času (kvantitativna PCR v realnem času 
(qPCR)), je laboratorijska tehnika, ki temelji na verižni reakciji s polimerazo. Uporablja se 
za istočasno pomnoževanje in kvantificiranje tarčne molekule (DNA, cDNA ali RNA) 
(Valasek in Repa, 2005).  
 
PCR v realnem času temelji na metodi PCR, ki jo je v osemdesetih letih 20. stoletja razvil 
Kary Mullis, in omogoča podvojevanje specifičnih delov DNA. Za pomnoževanje 
specifičnih delov DNA se uporablja DNA-polimerazo. Najpogosteje se uporablja DNA-
polimeraza Taq (iz organizma Thermus aquaticus), lahko pa tudi DNA-polimeraza Pfu (iz 
organizma Pyrococcus furiosus). Obe polimerazi imata imata skupni dve zelo pomembni 
lastnosti: nove verige DNA ustvarjata z uporabo matrice DNA in začetnih 
oligonukleotidov ter sta odporni na visoke temperature. To je pomembno zato, ker je 
potrebno po vsakem ciklu DNA pomnoževanja dvoverižno DNA pri visokih temperaturah 
»raztopiti« v enoverižno obliko. Denaturaciji DNA sledi vezava začetnih oligonukleotidov 
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(kratkih, sekvenčno specifičnih oligonukleotidov) na nove enoverižne matrice DNA. 
DNA-polimeraza nato podaljšuje verigo z dodajanjem posameznih komplementarnih 
nukleotidov in tako ustvarja novo verigo DNA, ki se uporabi v novem ciklu 
pomnoževanja. 
 
Kljub mnogim prednostim ima »klasična« metoda PCR tudi nekaj omejitev. Največja je 
relativno nizka občutljivost, saj za analizo potrebujemo veliko izhodiščnega materiala, ki 
nam ni vedno na voljo. Prav tako ne drži popolnoma, da lahko DNA namnožujemo v 
nedogled, saj lahko v rekacijski mešanici zmanjka npr. oligonukleotidov. Zato so se razvile 
nove metode, ki so bolj občutljive in pri katerih potrebujemo manj vzorca, ki ga želimo 
analizirati (Valasek in Repa, 2005). Ena od teh metod je PCR v realnem času, ki so jo kot 
nadgradnjo »klasične« metode PCR leta 1992 prvi objavili Higuchi in sod. (1992) pri 
Roche Molecular Systems in Chiron. V reakcijsko mešanico za PCR so dodali etidijev 
bromid (EtBr), ki se je vrinil v DNA. Reakcija je tekla pod UV svetlobo, ki je povzročila 
fluoresciranje EtBr. Fluorescenco EtBr so posneli z video kamero. Na ta način so razvili 
kinetični pristop analize PCR za občutljivo, selektivno kvantifikacijo DNA v širokem 
dinamičnem območju (Higuchi in sod., 1992). 
 
Verjetno najpomembnejša prednost PCR v realnem času je zmožnost kvantificiranja 
nukleinskih kislin v izjemno širokem dinamičnem razponu (vsaj 5 logaritemskih enot). To 
je združljivo z izjemno občutljivostjo, saj lahko zaznamo manj kot 5 kopij tarčne sekvence. 
PCR v realnem času je tudi relativno hitra metoda, ki se jo da delno avtomatizirati. 
Reakcije PCR v realnem času tečejo v zaprtih luknjicah mikrotitrskih plošč. Po končani 
reakciji nadaljna manipulacija vzorcev ni potrebna, kar zmanjša možnost navzkrižne 
kontaminacije v laboratoriju. Kljub mnogim prednostim pa ima PCR v realnem času nekaj 
slabosti. Reakcija PCR v realnem času je lahko inhibirana s komponentami, ki so prisotne 
v določenih bioloških vzorcih (npr. hemoglobin, sečna kislina), ali raznimi organskimi ali 
fenolnimi inhibitorji. Tovrstni inhibiciji se lahko izognemo z uporabo odporne DNA 
polimeraze (npr. Tfl, Pwo, Tth,…). Velika omejitev reakcije je tudi človeški faktor, sej se 
mnogokrat odločimo za napačno izbiro sond, začetnih oligonukleotidov ali ostalih 
reagentov. Človeški faktor je prisoten tudi pri analizi podatkov in posledično pri nepravilni 
interpretaciji (Valasek in Repa, 2005).  

1.3.1 Obratno prepisovanje 

Ena večjih omejitev metode PCR je uporaba DNA kot matrice za pomnoževanje (DNA-
polimeraze ne podvojujejo RNA). To pomanjkljivost lahko rešimo z uporabo encima 
reverzna transkriptaza, ki RNA prepiše v stabilnejšo, komplementarno cDNA, ki jo nato 
kot matrico uporabimo v reakciji PCR. Reverzna transkriptaza je od RNA odvisna DNA-
polimeraza, ki enoverižno RNA prepisuje v enoverižno DNA. Encim ima dvojno aktivnost, 
in sicer DNA-polimerazno aktivnost ter ribonukleazno aktivnost (razgradnja RNA po 
prepisu v cDNA). Obratno prepisovanje lahko poteka z naključnimi začetnimi 
oligonukleotidi, oligo (dT) začetniki ali gensko specifičnimi začetnimi oligonukleotidi. 
Izolirani mRNA se doda poliT začetni oligonukleotid ter reverzna transkriptaza in ostali 
začetni oligonukleotidi, ki jih reverzna transkriptaza pripenja na novo sintetizirano cDNA. 
PCR v realnem času, združen z obratnim prepisovanjem, se imenuje RT-PCR in je 
trenutno najbolj občutljiva tehnika za detekcijo in kvantifikacijo mRNA (Valasek in Repa, 
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2005). V zadnjih nekaj letih je razvoj novih sond in opreme, ki omogoča detekcijo PCR 
produktov v realnem času, privedel do sprejetja metode RT-PCR kot metode za 
kvantificiranje sprememb izražanja genov. RT-PCR v realnem času je postala preferenčna 
metoda za vrednotenje rezultatov, pridobljenih na podlagi analize mrež in drugih tehnik, ki 
ocenjujejo spremembe izražanja genov na globalni ravni (Prediger in sod.,  2008). 

1.3.2 Sonde za PCR v realnem času 

Sonde so enoverižne molekule DNA ali RNA, ki so označene radioaktivno, z encimi ali s 
fluorescenčnimi značkami. Omogočajo detekcijo komplementarnih sekvenc v mešanici 
ostalih DNA ali RNA molekul. Obstaja mnogo različnih tipov sond, npr. DNA-vezne 
značke (angl. DNA-binding dyes) (EtBr, SYBR Green I), hidrolizne (5´-nukleazne) sonde, 
hibridizacijske sonde, molekularna svetila (angl. molecular beacons), sonde Sunrise in 
Scorpion ter sonde PNA (angl. peptide nucleic acid light-up).  
 
Vsak tip sond ima svoje edinstvene značilnosti. DNA-vezne značke se vežejo na mali žleb 
dvoverižne DNA, kar poveča njihovo fluorescenco v primerjavi z DNA-vezno značko, ki 
se nahaja prosto v raztopini (npr. na DNA vezan SYBR Green I oddaja 1000x večjo 
fluorescenco, kot če je prosto v raztopini). Z višanjem količine dvoverižne DNA v 
reakcijski tubici se viša fluorescenčni signal. Ostale, za dvoverižno DNA specifične sonde, 
so BEBO, YOYO-1, TOTO-1,… Slaba stran uporabe teh sond je slaba specifičnost, saj je 
vezava sonde na DNA nespecifična in lahko zaznavamo nespecifične produkte in dimere 
začetnih oligonukleotidov (Wong in Medrano, 2005). 
 
Specifičnost metode lahko izboljšamo z uporabo hidroliznih ali 5´-nukleaznih sond (tako 
se imenujejo zaradi aktivnosti 5´-eksonukleaze DNA-polimeraze, ki cepi sondo). 
Hidrolizne sonde so sekvenčno specifični oligonukleotidi, ki imajo na svojem 5´- koncu 
vezano reportersko značko, na 3´- koncu pa dušilno značko. Ko sta reporter in dušilec blizu 
skupaj (oba vezana na isti kratek oligonukleotid), dušilec absorbira signal reporterja 
(prenos energije FRET, angl. Förster type of energy transfer). Ko pride po denaturaciji 
DNA do vezave sonde na DNA ter njenega podvojevanja, DNA-polimeraza zaradi svoje 
5'-eksonukleazne aktivnosti z oligonukleotida odcepi najprej dušilec, v nadaljevanju 
reakcije se razgradi celoten oligonukleotid, na koncu pa se z DNA sprosti še reporterska 
značka. Posledica tega je naraščanje fluorescence reporterskega barvila, ki odraža 
specifično podvojevanje DNA. Primeri reporterskih sond so TAMRA, DABCYL, BHQ, 
dušilnih sond pa FAM, VIC, NED, itd. (Valasek in Repa, 2005). 
  
Obstajajo še druge variacije sond z reporterjem in dušilcem, kot so molekularna svetila, 
sonde Sunrise in Scorpion. Njihovo delovanje temelji na enakem principu kot hidrolizne 
sonde, torej da sta reporter in dušilec združena in se ločita le med amplifikacijo, ko 
reporter odda fluorescenčni signal (Ma in sod, 2006). 

1.3.3 Metode za obdelavo rezultatov 

S PCR v realnem času v vzorcu podvojujemo specifično tarčno sekvenco DNA, kopičenje 
DNA pa spremljamo z merjenjem fluorescence. Ko fluorescenčni signal barvila doseže 
pražno stopnjo, to lahko povežemo s količino tarčne sekvence, kar omogoči kvantifikacijo 
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DNA. Pražni cikel oz. stopnja (angl. treshold cycle) je cikel, pri katerem ΔRn (intenziteta 
fluorescenčnega sevanja barvil) preseže nastavljeni prag (slika 2). Vrednost Ct je obratno 
sorazmerna začetni količini tarčne cDNA in jo lahko uporabimo za izračun absolutne 
(dejansko število kopij cDNA v vzorcu – absolutna kvantifikacija) ali relativne količine 
(razliko v izražanju gena med dvema vzorcema, t.i. fold difference – relativna 
kvantifikacija) cDNA določenega pomnožka (Baebler, 2006). 
 

 
Slika 2: Grafično predstavljen rezultat verižnega pomnoževanja DNA v realnem času. Na osi x so prikazani 
zaporedni cikli pomnoževanja, na osi y pa intenziteta fluorescenčnega sevanja barvil (ΔRn). S Ct je označen 
pražni cikel (Dušanić, 2007). 
 
Najpogosteje uporabljani metodi za relativno kvantifikacijo sta metoda standardne krivulje 
ter primerjalna (komparativna) Ct metoda, uporabljajo pa se še metode Pfaffl, Q-Gene, 
Gentle, Liu in Saint ter DART-PCR (angl. Data Analysis for Real-time PCR) (Wong in 
Medrano, 2005). Pri metodi standardne krivulje dobimo z redčenjem DNA znanih 
koncentracij umeritveno krivuljo, ki jo uporabimo kot referenco za določitev koncentracij 
DNA v vzorcu. Model Pfaffl združuje kvantifikacijo gena in normalizacijo v enem 
izračunu. Metoda Q-Gene izračuna povprečje normaliziranega izražanja genov s 
standardno napako, z uporabo dveh različnih matematičnih modelov. Liu in Saint sta 
razvila sigmoidni matematični model za kvantifikacijo in normalizacijo izražanja genov. 
Podobno kot metoda Gentle, tudi ta metoda izračuna učinkovitost pomnoževanja iz 
dejanskega naklona pomnoževalne krivulje in ne standardne krivulje. DART-PCR 
uporablja preprost algoritem za izračun učinkovitosti pomnoževanja za vsak vzorec 
posebej. Ti podatki se nato uporabijo za izračun kvantifikacije izražanja. DART je 
program, ki hitro iz neobdelanih podatkov izračunava rezultate (Wong in Medrano, 2005; 
Applied Biosystems, 2008). 

1.3.3.1 Primerjalna Ct metoda 
S primerjalno Ct metodo primerjamo vrednosti Ct vzorcev, ki nas zanimajo, z vrednostmi  
Ct v kontrolnem ali kalibratorskem vzorcu (npr. neobdelani vzorci, normalno tkivo). 
Primerjalna Ct metoda se imenuje tudi metoda [Δ][Δ]Ct (Livak in Schmittgen, 2001). 
 
Razliko v izražanju določenega gena v testiranem glede na kalibratorski vzorec (t.i. fold 
difference) izrazimo tako, kot to prikazuje enačba 1.  
 

Razlika v izražanju gena = 2-ΔΔCt                                                                        … (1) 
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Izračun vrednosti [Δ][Δ]Ct prikazuje enačba 2. 
 

[Δ][Δ]Ct = [Δ]Ct,vzorec - [Δ]Ct,kalibrator                                                                                        … (2) 

 
[Δ]Ct vzorca je Ct vrednost za kateri koli vzorec, normaliziran na endogeni gospodinjski 
gen, in [Δ]Ct kalibratorskega vzorca je Ct vrednost za kalibrator, prav tako normaliziran na 
endogeni gospodinjski gen. [Δ]Ct  izračunamo tako, kot prikazuje enačba 3. 
 

[Δ]Ct= povprečje Ctvzorec/kalibrator -  povprečje Ctendogena kontrola                             … (3) 

1.4 OCENA INTEGRITETE RNA Z APARATOM Agilent 2100 Bioanalyzer 

Ocena integritete RNA je pomemben korak pri pridobivanju podatkov genskega izražanja, 
saj delo z nizkokakovostno RNA močno vpliva na vrednotenje rezultatov, pridobljenih s 
PCR v realnem času ali mikromrežami. RNA je v primerjavi z DNA zelo nestabilna in se 
hitro razgradi z RNazami. Še posebej so na razgradnjo občutljivi 10 kb dolgi mRNA 
fragmenti (Fleige in Pfaffl, 2006). 
  
Kvaliteto očiščene RNA ocenjujemo z več parametri.  

- odsotnost proteinov (njihovo prisotnost ovrednotimo tako, da izračunamo razmerje 
med absorbanco pri 260 nm in 280 nm) 

- odsotnost genomske DNA 
- nerazgrajenost RNA ocenimo iz razmerja med 28S mRNA ter 18S mRNA. Če je 

razmerje med 1.8 in 2.0 to pomeni, da je RNA nerazgrajena. 
- odsotnost snovi, ki so inhibitorji encimov za reakcije RT in PCR. K temu najbolj 

pripomorejo ustrezne metode izolacije RNA.  
- odsotnost substanc, ki bi lahko kompleksirale ko-faktorje, pomembne za reakcijo 

PCR (npr. Mg2+, Mn2+) 
- odsotnost nukleaz pri daljšem shranjevanju (Flege in Pfaffl, 2006) 

 
Kvaliteto očiščene RNA lahko določimo na več načinov: s klasičnim merjenjem 
absorbance pri 260 nm, z denaturirajočo agarozno gelsko elektroforezo ali preko 
inovativnih metod »lab-on-chip« kot sta Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, ZDA) in 
Experion (Bio-Rad Laboratories, ZDA).  
 
Aparat Agilent Bioanalyzer 2100 je bil leta 1999 predstavljen kot naprava za ločevanje 
vzorcev DNA, RNA in proteinov. Od takrat je vodilna tehnika za analizo RNA vzorcev. 
Osnovni princip temelji na ločevanju fragmentov RNA na osnovi velikosti, s pomočjo 
kapilarne elektroforeze. Analizator za vsak vzorec izriše elektroferogram, določi faktor, ki 
meri kvaliteto RNA, in izračuna delež molekul rRNA v vzorcih mRNA (Toplak, 2006). Z 
določitvijo RIN se olajša interpretacija rezultatov, omogočena je primerjava vzorcev in 
ponovljivost (Flege in Pfaffl, 2006). 
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 RAZLIČNI TIPI PLURIPOTENTNIH MATIČNIH CELIC V PERIFERNI KRVI 

2.1.1 Multipotentne prednice odraslega (MAPC)  

Multipotentne prednice odraslega ali MAPC (angl. Multipotent Adult Progenitor Cells) so 
MC, ki krožijo po PK in lahko tvorijo celice vseh zarodnih plasti.  
 
Odkrili so jih leta 2001, ko sta Reyes in Verfaillie poskušala izolirati mezenhimske MC iz 
človeškega KM. Celice MAPC je mogoče izolirati iz KM, pa tudi iz možgan in skeletnih 
mišic (Jiang in sod., 2002). Iz PK so bile izolirane po stimulaciji z GM-CSF. MAPC se pod 
posebej določenimi pogoji gojenja diferencirajo v živčne celice, glia celice, hepatocite, 
kardiomiocite, endotelijske celice in osteoblaste. Profil genskega izražanja MAPC se delno 
prekriva z genskim profilom živčnih in embrionalnih MC, kar dokazuje njihov primitiven, 
nedoločen fenotip. Človeške celice MAPC kažejo visoko telomerazno aktivnost ter se 
intenzivno delijo v pogojih gojenja in vitro. Izražajo za pluripotentno stanje značilne 
transkripcijske faktorje Nanog, Oct3/4, Sox-2, c-Myc in Klf4 ter številne antigene, ki so 
značilni za mezenhimske MC. Ne izražajo označevalcev hematopoetskih 
matičnih/predniških celic in celičnih linij KM (CD34-, c-kit- (CD117-), CD45-, MHC-I- in 
MHC-II-negativne in Flk1- (VEGFR2), Sca1-, CD44-, CD13- in Thy-1- (CD90-)-
pozitivne). Mišje MAPC izražajo tudi antigen SSEA1 (angl. Stage Specific Embrionic 
Antigen-1), ki ga ponavadi povezujemo z EMC (Reyes in sod., 2001, 2005; Schwartz in 
Verfaillie, 2005; Serafini in sod., 2007). Ravni mRNA za CXCR4 so pri MAPC znatno 
nižje kot pri ostalih celicah KM, ki se nahajajo v PK, kar poslabša sproščanje celic v PK 
pod vplivom G-CSF in dodajanjem antagonistov CXCR4. Celice MAPC nimajo 
receptorjev VEGF2 in se ne odzivajo na VEGF. Izražajo pa IGFBP5, ki v kombinaciji z 
inzulinu podobnim rastnim faktorjem 1 (IGF-1) in 2 (IGF-2) pospešuje migracijo 
nediferenciranih mezenhimskih celic. MAPC izražajo adhezijske molekule integrin-3, 
integrinu sorodni ITGBL1, VCAM, L1CAM in OBCAM, ki lahko te celice zadržujejo v 
nišah KM in otežijo izplavljanje v PK (Cesselli in sod., 2009).  
 
MAPC so potujoče ne-hematopoetske celice s širokim diferenciacijskim potencialom, ki so 
v osebku prisotne od embriogenze do odraslega stanja ter enako kot EMC izražajo gene, 
povezane s samoobnavljanjem in multipotentnostjo (Cesselli in sod., 2009). Celice MAPC 
po presaditvi in vivo potujejo do ciljanega mesta, se vključijo v parenhim in pridobijo 
strukturno in funkcionalno identiteto celic, potrebnih za regeneracijo (Reyes, 2005). 
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Slika 3: Celice MAPC v kulturi. Po 15-ih (A) in 53-ih (B) podvojitvah, gostota celic je bila med 2000 in 
8000 celic/cm2. Celice MAPC gojene v 10-odstotnem zarodnem telečjem serumu (FBS) (C) in pri gostoti, 
večji od 10 000 celic/cm2 (D) (Reyes in sod., 2001). 

2.1.2 Celice MIAMI  

Celice MIAMI (angl. Marrow-isolated Adult Multilineage Inducible Cells) so prvič 
izolirali leta 2004 iz človeškega KM. D´Ippolito v svojem članku omenja, da so celice 
MIAMI lahko izolirane tudi iz mobilizirane periferne krvi in medenične kosti. Celice 
MIAMI so adherentne, velike od 7-10 µm, imajo malo citoplazme in se hitro delijo. 
Morfologija celic ostaja enaka tudi po več kot 50 podvojitvah (slika 4). In vitro se celice 
MIAMI lahko diferencirajo v celice vseh treh zarodnih plasti – osteoblaste, adipocite, 
živčne celice in celice, ki izražaljo označevalce pankreatičnih otočkov. Celice MIAMI so 
izolirali s posebnimi pogoji gojenja iz različno starih prostovoljcev (3-72 let), uporabili so 
EMC substrat, nižji delni tlak kisika, dodatek rastnih faktorjev in vitaminov, upoštevali so 
ustrezno gostoto celic ter jih gojili v sokulturi z drugimi celicami. Z vsemi temi pogoji so 
poskušali čim bolj posnemati nišo mikrookolja, v kateri so pričakovali, da se primitivne 
celice nahajajo. Pred izolacijo niso izvedli nobene frakcionacije KM, ker so predpostavili, 
da bi s frakcionacijo uničili nišo, v kateri se MC nahajajo (D'Ippolito in sod., 2004). 
 
Nediferencirane celice imajo veliko potentnost in izražajo označevalce, značilne za EMC 
kot tudi za linije, ki izhajajo iz mezoderma, ektoderma in endoderma. Celice MIAMI so 
pozitivne za naslednje označevalce: CD29, CD49e, CD63, CD81, CD90, CD122, CD164, 
CNTFR, c-Met, NTRK3, BMP-receptor 1b, Oct-3/4 in SSEA-4, negativne pa so za: CD36, 
ICAM-1 (CD54), N-CAM (CD56), CD109, CD34, CD45, CD117 in HLA-I ter HLA-II. 
Vse kolonije celic MIAMI imajo visoko telomerazno aktivnost. Avtorji kot kombinacijo 
označevalcev za izolacijo celic MIAMI predlagajo vse zgoraj naštete pozitivne 
označevalce (D'Ippolito in sod., 2006).  
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Slika 4: Celice MIAMI. (B) Celice MIAMI so velike od 7-10 µm, imajo malo citoplazme in se hitro delijo. 
Celice MIAMI nasajene pri nizki gostoti (0.1-0.2 celic/cm2) (C) so pustili, da so se namnožile (D) in dosegle 
velikost 50-100 celic (E). Nato so kolonije izolirali in zopet nasadili pri nizki gostoti celic. Morfologija celic 
ostaja enaka po 5 podvojitvah (F) in po 52 podvojitvah (G). Velja opozoriti na obliko teh celic, ki ni okrogla!   
(B,F,G) 20×povečava; (C-E) 10 × povečava (D'Ippolito in sod., 2004). 

2.1.3 Celice VSEL 

KM vsebuje poleg populacije krvotvornih MC (KMC), iz katerih se razvijejo krvne celice, 
še heterogeno populacijo ne-krvotvornih MC, ki se enako kot KMC sproščajo v PK in 
sodelujejo pri samoobnavljanju MC v nišah na različnih lokacijah KM. Število krožečih 
ne-KMC se v PK lahko poveča ob dodatku G-CSF samostojno ali v kombinaciji s 
komponentami, ki blokirajo receptor CXCR4 (npr. T140 ali AMD3100) (Ratajczak in sod, 
2004; Shyu in sod., 2004). Kucia in sod. (2008c) so poročali, da so v mišjih odraslih tkivih, 
vključno s KM, odkrili populacijo zelo majhnih, EMC podobnih MC (celice VSEL, angl. 
Very Small Embryonic-like Stem Cells. Z raziskvami so pokazali, da v ravnotežnih 
pogojih te celice krožijo v zelo majhnem številu tudi po PK (~100-200 celic/ml), vanjo pa 
se še dodatno sprostijo ob stimulaciji z G-SCF ali s kemičnim stresom. VSEL so mobilni 
vir primitivnih MC, ki se lahko sprostijo iz niš MC v PK (Kucia in sod., 2008c). Celice 
VSEL so majhne (2-4 µm), imajo veliko jedro z neorganiziranim kromatinom, na površini 
izražajo specifični embrionalni antigen 1 (SSEA-1), v jedru zgodnja embrionalna 
transkripcijska faktorja Oct-4 in Nanog. Imajo tudi visoko telomerazno aktivnost in se v in 
vitro pogojih diferencirajo v celice vseh treh zarodnih plasti. Poleg KM in PK, so celice 
VSEL izolirali tudi iz človeške popkovnične krvi, predvidevajo pa, da so prisotne tudi v 
KM pri novorojenčkih in se sproščajo v kri kot posledica porodnega stresa (Kucia in sod, 
2007). Obstajajo domneve, da je prisotnost različnih populacij MC v KM posledica 
razvojne migracije MC med ontogenezo in prisotnosti mikrookolja, ki privlači te celice v 
KM. Celice VSEL imajo vlogo pri ohranjanju homeostaze, ob poškodbi tkiva ali stresu pa 
se sprostijo v PK in pomagajo pri obnovi poškodovanega tkiva oziroma organa (Kucia in 
sod., 2007). Poškodovano tkivo pospešeno izraža mnogo potencialnih kemoatraktantov, ki 
privlačijo MC v obtoku, kot so SDF-1, VEGF, HGH/SF, LIF ali FGF-2 (Ratajczak in sod., 
2007b). Sproščanje celic VSEL ob nepravem času in zasidranje na mesta, kjer niso 
potrebne, ima lahko za posledico nastajanje tumorjev (Kucia in sod., 2006b). 
 
Večina raziskav poteka na mišjih celicah VSEL, nekaj eksperimentov pa je bilo 
opravljenih tudi na človeških celicah VSEL iz popkovnične krvi (Ratajczak in sod., 2006, 
2007; Kucia in sod., 2006a, 2006b, 2007, 2007a, 2007b, 2008b, 2008c). V zadnjih letih so 
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različne raziskovalne skupine odkrile več vrst MC pri odraslih, ki imajo embrionalne 
lastnosti, vsaka skupina jih je poimenovala po svoje, mogoče pa je, da gre za iste celice. 

2.1.3.1 Mišje celice VSEL 
Lastnosti mišjih celic VSEL kot jih opisujejo avtorji so naslednje: celice so velike od 2-4 
µm, imajo veliko jedro, ki ga obdaja ozek pas citoplazme. V jedru se nahaja evkromatin, ki 
je značilen za EMC. Ugotovili so, da so celice VSEL v KM prisotne v majhnem številu, in 
da njihovo število upada s staranjem živali. To se ujema z ugotovitvijo, da je regeneracija v 
mladih živalih hitrejša. Celice VSEL so zelo mobilne in se odzivajo na gradient SDF-1 
(poškodovano tkivo izloča razne kemoatraktante – poleg SDF-1 tudi VEGF, HGF/SF, LIF 
in FGF-2): potujejo proti višji koncentraciji SDF-1, ter se pritrjajo na fibroblaste (slika 6), 
ki izhajajo iz KM. Fibroblasti izločajo SDF-1 in druge kemoatraktante, zato je možno, da 
ustvarjajo neke vrste nišo, v kateri se nahajajo celice VSEL. Zaradi povezave med 
fibroblasti iz KM in celicami VSEL so izolirane stromalne celice iz KM verjetno že od 
začetka kontaminirane s populacijo celic VSEL. Avtorji predpostavljajo, da se podobne 
celice nahajajo tudi v drugih tkivih. Celice VSEL imajo velik razvojni potencial in so se 
sposobne diferencirati v tkiva, ki pripadajo vsem trem embrionalnim plastem (ektoderm – 
nevroni, mezoderm – kardiomiociti, endoderm – celice otočkov trebušne slinavke) (Kucia 
in sod., 2006a; Jež, 2008). 
 

                                                           
Slika 5: Mišje Sca-1+lin−CD45− matične celice VSEL in mišje Sca-1+lin−CD45+ KMC (TEM) (Kucia in sod., 
2006b). 
 
Mišje celice VSEL izražajo naslednje označevalce: Oct-4, Rex1, Nanog, Dppa3, CXCR4 
in Telomerazni protein Rif1. Dokazali pa so tudi, da so pozitivne za nekatere označevalce 
pluripotentnosti tudi na ravni proteinov: SSEA-1, Oct-4 in Nanog, ne izražajo pa MHC-I in 
HLA-DR antigenov in so CD90, CD105 in CD29 negativne (Kucia in sod., 2006b, 2008a; 
Ratajczak in sod., 2007a). 
 
 
 

Celica VSEL 
         Krvotvorna MC 
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Slika 6: Celice VSEL so pritrjene na fibroblaste iz KM. Med celicami VSEL in fibroblasti prihaja do 
interakcij. Fotografije so posnete v razmakih 20 minut. (a) VSEL celica se približa/pritrdi na fibroblast 
(puščica). (b) Fibroblast z neke vrste podaljškom ujame celico VSEL (bela puščica). (c, d) Fibroblastni 
podaljšek povleče celico bližje in jo namesti pod fibroblast. Zaradi opazovanj, dokumentiranih na zgornji 
sliki avtorji svetujejo, da je pri eksperimentih s transdiferenciacijo potrebno izključiti možnost kontaminacije 
preučevane celične populacije s celicami VSEL (Kucia in sod., 2008b). 

2.1.3.2 Človeške celice VSEL 
 

 
Slika 7: Transmisijska elektronska mikroskopija: CXCR4+ lin- CD45- celice iz človeške popkovnične krvi. 
Premer celic je 3-5 µm, imajo veliko jedro in tanek obod citoplazme, ki vsebuje nekaj mitohondrijev, 
ribosomov, veziklov in endoplazemski retikulum. Kromatin je v obliki evkromatina (Kucia in sod., 2007a). 
 
Človeške celice VSEL so bile izolirane iz popkovnične krvi in so dobile ime CB-VSEL. 
Verjetno je prisotnost celic VSEL v popkovnični krvi tista, ki je odgovorna za pozitivne 
učinke na regeneracijo tkiv po infuziji celic iz popkovnične krvi. Lastnosti človeških celic 
VSEL so enake kot pri mišjih: so zelo majhne celice, velike od 3-5 µm, imajo veliko jedro 
z evkromatinom in ozek obod citoplazme. Izražajo Oct-4 in Nanog ter antigen SSEA-4, 
negativne pa so za označevalec SSEA-1 (Kucia in sod., 2007a). 
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2.2 MATIČNE CELICE Z VPRAŠLJIVO PLURIPOTENTNOSTJO V PERIFERNI 
KRVI 

2.2.1 Krvotvorne matične celice 

Krvotvorne matične celice so zelo redek vir nediferenciranih celic, ki se delijo in imajo 
sposobnost diferenciacije v predniške (progenitor) celice vseh limfoidnih in mieloidnih 
celičnih linij (Lu in sod., 1996). KMC so v KM redke, 1 celica na 10.000 v KM, v PK 1 na 
100.000 vseh krvnih celic (Soker in sod., 2008). Vir KMC so KM, popkovnična kri, jetra 
zarodka in PK odraslih. Hemangioblasti so embrionalni prekurzorji KMC, ki se 
diferencirajo v krvotvorne predniške celice. Mnoge študije so pokazale (Docheva in sod, 
2007; Smith, 2003, Thomas in Trancy, 2006), da celice iz KM stalno izplavljajo v PK, 
presaditve KM pa so pokazale, da je proces lahko tudi obraten in celice iz PK naseljujejo 
KM (Soker in sod., 2008). KMC so organizirane v kompleksno razvojno hierarhijo. Med 
seboj se ločijo po potentnosti in številnih površinskih označevalcih - CD (angl. Clusters of 
Differentiation). Najbolj primitivne KMC imajo tudi nekatere značilnosti pluripotentnosti. 
Zrelejše oblike so sicer sposobne tako samoobnavljanja kot tudi dozorevanja v usmerjene 
krvne celice, zmanjšana je le njihova sposobnost plastičnosti. Takšne celice se po več 
zaporednih delitvah in dozorevanju razvijejo v zrele krvne celice, ki izplavajo v kri 
(Strbad, 2004). 
 
KMC izražajo specifične površinske antigene. Dolgo časa so kot edini označevalec za 
obogatitev pluripotentnih KMC in njihovih bolj zrelih potomcev navajali CD34. V 
zadnjem času so pri miših in ljudeh našli med KMC poleg CD34-poz tudi celice CD34-
neg. Nobena od teh populacij ne izraža antigenov, prisotnih na zrelih krvnih celicah.  
Dokazano je bilo, da celice CD34-poz lahko prehajajo v CD34-neg in obratno. CD34-neg 
celice kulturi postanejo antigen CD34-poz, zato domnevajo, da so celice CD34-neg bolj 
primitivne od CD34-poz, označevalec CD34-poz pa je verjetno aktivacijski antigen, ki 
vodi v diferenciacijo KMC. Na človeških KMC so našli tudi antigen AC133 (CD133), ki je 
skupen obema prej omenjenima podsetoma celic CD34 in številne druge antigene. KMC so 
pozitivne tudi za c-kit, CD 38, CD33, CD133, CD135, CD162, CD164, CD184 (CXCR-4) 
in CD243 (Cumano in Godia, 2001; Kuçi in sod, 2003). 

2.2.2 Mezenhimske matične celice 

Mezenhimske matične celice so multipotentne celice, ki se lahko diferencirajo v različne 
mezenhimske celične linije (kostne, hrustančne, maščobne, mišične celice). MMC so bile 
prvič odkrite v odraslem KM (Friedenstein in sod., 1987; Caplan, 1991) in so bile 
opredeljene kot osteogenske prednice, zmožne tvorbe kosti podobnih struktur in vitro 
(Friedenstein, 1976; Owen, 1988). Caplan je opisal, da so MMC tudi prednice maščobnih 
celic. Nadaljne raziskave so pokazale, da je MMC možno najti v vsakem mezenhimskem 
tkivu, ki ima sposobnost obnavljanja. Poleg KM so bile MMC izolirane iz mišic, maščobe, 
kože, hrustanca, kosti in krvnih žil. 
 
MMC uvrščamo med stromalne celice KM in imajo dvojno vlogo: a) so izvorne celice za 
ne-hematopoetska tkiva in hkrati b) hranilne celice za podporo rasti in diferenciacije krvnih 
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celic in ostalih tkiv, saj sintetizirajo različne komponente zunajceličnega matriksa in 
različne rastne faktorje. So torej zelo pomembne pri ustvarjanju niše KMC, dokazali pa so 
tudi, da izboljšujejo preživetje KMC pri presaditvi (Locatelli in sod. 2007). MMC se poleg 
KM nahajajo tudi v drugih tkivih: popkovnični krvi, fetalnih jetrih, fetalnih pljučih, 
amnionski tekočini, periferni krvi, zobeh, kožnem tkivu in maščobnem tkivu (Jackson in 
sod., 2007). Pogostost teh celic pri ljudeh je 1-20 na 100.000 celic (Soker in sod., 2008). 
 
MMC imajo osnovne značilnosti MC, kot so samoobnavljanje, multilinijska diferenciacija, 
klonalnost (angl. clonality) ter obnavljanje tkiv in vitro (Verfaillie, 2002; Roufosse in sod., 
2004). Odrasle MMC in KM se delijo skozi mnogo pasaž, ne da bi prešle v senescenco. 
Analiza dolžin telomer v teh celicah je pokazala, da so bile le-te daljše kot pri nevtrofilcih 
in limfocitih, med mladimi in starejšimi darovalci pa se niso razlikovale (Reyes in 
Verfaillie, 2001). MMC so bile izolirane iz različnih tkiv, vendar pa le nekaj raziskovalcev 
omenja njihovo pristonost v PK. MMC so bile izolirane iz PK pri osebah, ki so prejemale 
G-CSF in GM-CSF. V kulturi so te celice kazale fibroblastom podoben fenotip (Fernandez 
in sod., 1997). MMC so bile izolirane iz PK tudi brez stimulacije z rastnimi faktorji 
(Zvaifler in sod., 2000).  
 
Pri izolaciji MMC lahko uporabimo več pristopov. Tradicionalno se izkorišča njihova 
sposobnost adherence na plastiko, s presajanjem celic v kulturi pa se nato zmanjšuje 
njihova heterogenost (Jackson in sod., 2007). Danes se za izolacijo vedno bolj uporablja 
označevalce, značilne za ta tip celic. Celice so negativne za krvotvorne označevalce CD14, 
CD34 in CD45 in pozitivne za številne adhezijske molekule, ki vključujejo CD73 (SH3, 
SH4), CD90 (Thy-1), CD105 (SH2), CD166 (ALCAM) (Locatelli in sod., 2007). Markerji, 
ki jih različne skupine raziskovalcev uporabljajo za izolacijo MMC frakcije iz človeškega 
kostnega mozga, vključujejo poleg zgoraj naštetih še: CD13, CD29, CD31, CD44, CD54, 
CD63, CD106, CD140b in Stro-1. MMC izražajo nizko stopnjo HLA molekul razreda I in 
ne izražajo HLA molekul razreda II. Primerjava markerjev, ki jih uporabljajo različne 
skupine, je pokazala, da večina izborov vključuje CD29 in/ali CD105, še vedno pa ni 
nekega spošnega soglasja o optimalni kombinaciji označevalcev MMC (Jackson in sod., 
2007). Kolf in sodelavci predlagajo uporabo Stro-1 označevalca v kombinaciji z drugimi 
npr. s CD73 in CD106 (Kolf in sod. 2007). Mednarodno društvo za celično terapijo (angl. 
International Society for Cellular Therapy, ISCT) predlaga tri kriterijie za izolacijo in 
karakterizacijo MMC: a) adherenca na plastiko, b) pozitivni označevalci CD105, CD73, 
CD90, negativni CD45, CD34 in označevalci za monocite, makrofage in B celice in c) 
celice morajo biti sposobne diferenciacije v vsaj osteoblaste, adipocite in hondroblaste pod 
standardnimi in vitro pogoji (Kolf in sod., 2007; Jež, 2008).  
 
MMC so v kulturi vretenaste oblike. Odvisno od tkiva, iz katerega izhajajo in pogojev v 
kulturi, lahko izražajo tudi: CD349, SSEA-4, Oct-4, nanog-3 in nestin (Buhring in sod., 
2007). 
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Slika 8: Mezenhimske matične celice v kulturi (Docheva in sod., 2007). 
 
Mnogi opozarjajo, da načini izolacije MMC niso idealni in da je v kulturi še vedno opaziti 
heterogeno populacijo celic, in sicer majhne okrogle celice med fibroblastnimi MMC. Zato 
se pojavljajo dvomi o diferenciacijski sposobnosti MMC in o njihovi domnevni 
plastičnosti (Jackson in sod., 2007).  
 
Človeške MMC tudi po daljšem gojenju v kulturi ohranijo svojo diferenciacijsko 
sposobnost, so enostavno dostopne in niso etično sporne, zato so primerne za mnoge 
aplikacije s področja regenerativne medicine.   

2.2.3 Endotelijske progenitorske celice 

Dokaze, da je endotelijske progenitroske celice (angl. Endothelial Progenitor Cells, EPC) 
mogoče najti v periferni krvi, sta predstavili dve skupini raziskovalcev na osnovi izražanja 
CD34 in drugih označevalcev endotelija na površini celic (Rafii in sod., 1995, Asahara in 
sod., 2004). Število EPC v PK se znatno poveča ob akutni poškodbi žil, angiogenetskih 
signalih iz poškodovanega tkiva ter zmanjša ob določenih kroničnih bolezenskih stanjih 
(npr. bolezen koronarnih arterij) (Gill in sod., 2001). Krožeče EPC izvirajo predvsem iz 
KM in jih lahko identificirano z diferencialno ekspresijo hematopoetskih in EC 
označevalcev (Hirschi in Goodell, 2001). Celice EPC sodelujejo pri nastajanju novih 
krvnih žil. Bolniki z rakom imajo v krvi višje število EPC kot zdravi prostovoljci, kar kaže, 
da imajo te celice vlogo pri neovaskularizaciji tumorjev (Mancuso in sod., 2001). 
Tumorske celice izločajo angiogene faktorje in citokine, ki spodbujajo sprostitev, 
diferenciacijo in integracijo iz KM pridobljenih EPC v krvne žile tumorja. Zrele 
endotelijske celice se lahko sprostijo iz krvnih žil tumorja v obtok, kjer so nato podvržene 
apoptozi (Schuch in sod., 2003; Beaudry in sod., 2005). 
 
Večina celic EPC se nahaja v KM, kjer so v tesnem stiku s KMC in stromalnimi celicami, 
ki tvorijo ustrezno mikrookolje. Celice EPC se lahko delijo, migrirajo in diferencirajo v 
celice endotelijske linije, nimajo pa še značilnosti zrelih endotelijskih celic. Urbich in 
Dimmeler (2004) sta celice EPC definirala kot neendotelijske celice, ki kažejo klonalno 
ekspresijo (sposobnost namnoževanja posamezne celice), imajo značilnosti matičnosti 
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(sposobnost podvojevanja in odpornost na stres) in se lahko diferencirajo v endotelijske 
celice. Celice EPC, ki se nahajajo v periferni krvi, verjetno izhajajo iz KM in se še niso 
vgradile v stene žil. V živalskih modelih se celice EPC nahajajo na mestih aktivne 
neovaskularizacije in diferencirajo v endotelijske celice. Odkritje EPC je pripeljalo do 
koncepta, da vaskularizacija in angiogeneza lahko potekata simultano v postnatalnem 
obdobju, saj se lahko celice EPC diferencirajo v vaskularni endotelij (Ribatti, 2007). 
 
Celice EPC izražajo označevalce CD34 in VEGFR-2 (angl. Vascular Endothelial Growth 
Factor Receptor-2). Tudi AC133, transmembranski glikoprotein z neznano funkcijo, so 
našli na celicah EPC, ne pa na zrelih endotelijskih celicah. AC133 naj bi bil trenutno tudi 
najboljši selekcijski označevalec za selekcijo celic EPC. Pred kratkim so ugotovili, da 
celice, ki so pozitivne za CD34 (in AC133 ali CD14) izražajo tudi Nanog in Oct-4, ki sta 
označevalca, značilna za EMC. Te populacije celic so se sposobne diferencirati v 
endotelijske celice, adipocite, osteoblaste in nevralne celice. Trenutno ni znanega 
označevalca, ki bi bil značilen samo za celice EPC (Ribatti, 2007). 

2.3 EMBRIONALNI OZNAČEVALCI 

2.3.1 Nanog 

Nanog sodi v družino ANTP homeo zaporedje (angl. homeobox) genov in ima pomembno 
vlogo pri samoobnavljanju in vzdrževanju pluripotentnosti EMC. Družina genov Nanog je 
sestavljena iz gena Nanog, podvojenega psevdogena NanogP1 in desetih procesiranih 
psevdogenov. Tako število psevdogenov je mogoče pripisati sorazmerno močnemu 
izražanju v zarodni liniji (Hyslop in sod., 2005).  
 
Gen za protein Nanog se nahaja na 12. kromosomu, na lokaciji 12p13.31. Gen Nanog se 
prepisuje pod nadzorom regulatorne regije, ki leži znotraj 332 bp navzgor od začetka 
transkripcije. Ta regija vsebuje Oktamer in SOX elemente, ki so zelo ohranjeni med 5'-
robnimi območji mišjih, opičjih in človeških Nanog genov (Booth in Holland, 2004). 
Protein se nahaja v jedru EMC in embrionalnih karcinomskih (EC) celic in je sestavljen iz 
305 aminokislin. Ima tri funkcionalne domene - s serinom bogato N-terminalno domeno, 
centralno homeodomeno in C-terminalno domeno. C-terminalna domena je naprej 
razčlenjena v ponovitve triptofanov (8x ponovitev W-X-X-X motiva, kjer W predstavlja 
triptofan, X pa katerakoli aminokislina) ter na regiji, ki se nahajata na zgornji (CD1) in 
spodnji (CD2) strani motiva. Triptofanska in kisla CD2 regija kažeta na to, da ima Nanog 
močno transaktivacijsko aktivnost (Jauch in sod., 2008). 
 
Nanog ima omejen vzorec izražanja. Pri razvoju embria se začne izražati v notranjih 
celicah morule, pred tvorbo blastociste, nato je njegovo izražanje omejeno na 
znotrajcelično maso blastociste (Booth in Holland, 2004). Po implantaciji embria izražanja 
gena Nanog ni več zaznati do 6. dneva embrionalnega razvoja, ko se začne Nanog ponovno 
izražati v proksimalnem epiblastu (Rodda in sod., 2005). Gen Nanog se močno izraža tudi 
v EMC, EC celicah ter tumorjih zarodnih celic. Izražanje gena Nanog se zmanjša med 
diferenciacijo, istočasno celice tudi izgubijo pluripotentnost. V celicah EC je zmanjšano 
izražanje posledica sekvenčne metilacije otočkov CpG v promotorski regiji genov Nanog 
in Oct-4 (Hyslop in sod., 2005).  
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Nanog je najpomembnejši regulator, potreben za vzpostavitev in vzdrževanje fenotipa 
EMC, čeprav mehanizem, preko katerega Nanog regulira pluripotentnost MC, ni 
popolnoma znan. Nanog regulira izražanje tarčnih genov z vezavo na TAAT(G/T)(G/T) 
motiv v promotorskih elementih tarčnih genov (Jauch in sod., 2008). Nanog regulira 
pluripotentnost MC kot represor transkripcije genov, ki so pomembni za diferenciacijo 
celic (Gata4, Gata6) (Liu in sod., 2004). V nediferenciranih človeških EM celicah je 
približno 352 genov, povezanih z Oct-4, Nanog in Sox-2 hkrati, njihovo izražanje pa je 
lahko spodbujeno ali zavrto (Hatano in sod., 2005; Mitsui in sod, 2003; Suzuki in sod, 
2006). Sposobnost proteina NANOG, da ohranja identiteto EMC brez navadno obveznih 
LIF in BMP/GdF (Growth Differentiation Factor) signalov, postavlja NANOG na vrh 
faktorjev, odgovornih za vzdrževanje lastnosti samoobnavljanja in pluripotentnosti. Visoke 
ravni proteina NANOG v celici so ključne za samoobnovo ES celic, vendar pa čezmerno 
izražanje Nanog povzroča njihovo diferenciacijo (Chambers in sod., 2003). 

 
Slika 9: Vloga Nanog pri vzdrževanju pluripotentnosti EMC (Nanog in Mammalian ESC Pluripotency, 
2009). 
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Slika 10: Kristalna struktura homeo zaporedja Nanog (Jauch in sod., 2008) 

2.3.2 Sex Determining Region Y-box 2 (SOX-2) 

Sox-2 je transkripcijski faktor, ki ima pomembno vlogo pri vzdrževanju samoobnavljanja 
nediferenciranih EMC. Sox-2 je član družine SRY-related HMG-box transkripcijskih 
faktorjev, ki sodelujejo pri regulaciji embrionalnega razvoja in določevanju celične usode. 
Vežejo se na DNA (motiv CATTGTT) in tvorijo trojni kompleks s proteinom Oct-4 in 
ojačevalnim elementom tarčnega gena ter regulirajo njegovo izražanje (Botquin in sod., 
1998). 
 
Sox-2 sodeluje pri vzdrževanju oz. ohranjanju razvojnega potenciala celic. Izraža se v 
nekaj celicah morule (2,5 dan po oploditvi), v znotrajcelični masi blastociste (3,5 dan po 
oploditvi), med razvojem zarodka pa tudi v epiblastu, izvenembrionalnem ektodermu, 
horionu ter anteriornem delu nevroektoderma (Avilon in sod., 2003). Izražanje Sox-2 je 
torej povezano z delečimi se celicami, katerih razvoj še ni »zapisan« določeni embrionalni 
plasti, ter prekurzorskimi celicami razvijajočega se centralnega živčnega sistema (Li in 
sod., 1998). 
 
Ekspresijski profil Sox-2 je zelo podoben Oct-4 (Liu in sod., 2007). V notranji celični masi 
blastociste se protein SOX-2 nahaja v jedru. Izraža se tudi v trofoektodermu, le da se tam 
nahaja v citoplazmi. Protein, prisoten v citoplazmi, je verjetno dolgoživeči maternalni 
protein (Avilon in sod., 2003). Sox-2 je potreben za vzdrževanje celic v epiblastu v 
nediferenciranem stanju, in sicer njegova odsotnost povzroči spremembo identitete, saj se 
celice diferencirajo v trofoektoderm in izvenembrionalni ektoderm (Avilon in sod., 2003). 
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Slika 11: Struktura kompleksa Oct1/Sox-2/FGF. Modra barva označuje Sox-2, zelena pa POU domeno Oct1 
(Reményi in sod., 2003). 

2.3.3 Oktamer-4 (Oct-4) 

Oct-4 je član družine transkripcijskih faktorjev POU in je eden ključnih regulatorjev 
pluripotentnosti. Transkipcijski faktorji z domeno POU lahko aktivirajo prepisovanje 
genov, ki znotraj promotorskih ali ojačevalnih regij vsebujejo oktamerna zaporedja 
ATGCAAAT (Zangrossi in sod., 2007). Oct-4 je kot člana mišjih oktamer-vezavnih 
proteinov, ki interagirajo z oktamernim motivom v promotorjih in ojačevalcih mnogih 
genov, prvi opisal Schöler (Schöler in sod., 1989). Ekspresija Oct-4 in njegovo cDNA 
zaporedje, je bila v odraslem tkivu človeka prvič opisana leta 1992 (Takeda in sod., 1992), 
kot označevalec pluripotentnosti pri različnih odraslih tkivih pa so ga opisali tudi Zangrossi 
s sodelavci ter Atlasi in sodelavci (Zangrossi in sod, 2007; Atlasi in sod., 2008). 
 
Gen za Oct-4 se nahaja na 6. kromosomu, v regiji histokompatibilnega kompleksa. Velik je 
7 kb in sestavljen iz 5 eksonov (Takeda in sod., 1992).  Na različnih kromosomskih 
lokacijah je bilo identificiranih tudi šest psevdogenov za Oct-4. Njihova vloga še ni znana, 
verjetno pa je z epigenetskimi mehanizmi vpletena v regulacijo celično-specifičnga 
izražanja (Zangrossi in sod., 2007). 
 
Protein Oct-4 je sestavljen iz treh domen: N-terminalne domene, domene POU in C-
terminalne domene. Domena POU je sestavljena iz dveh strukturno neodvisnih poddomen; 
iz 75 aminokislin sestavljene amino-terminalne specifične regije POU in iz 60 aminokislin 
sestavljene karboksilne-terminalne homeodomene. Obe domeni ustvarjata posebne stike z 
DNA preko strukture vijačnica-obrat-vijačnica. Domeni sta povezani z gibljivo vezjo iz 15 
do 56 aminokislin. Regije zunaj domene POU niso odločilne za vezavo na DNA in so 
slabo ohranjene med različnimi organizmi. N-terminalna domena je bogata s prolinskimi 
ostanki, medtem ko je C-terminalna domena bogata s prolinskimi, serinskimi in 
treoninskimi ostanki. Dejavnost C-domene Oct-4 je celično specifična in je regulirana z 
oksidativno fosforilacijo, medtem ko N-domena ni. Domena POU Oct-4 služi kot 
interakcijsko območje za vrsto celično specifičnih regulatornih dejavnikov (Babaie in sod., 
2007). Izražanje Oct-4 je regulirano na stopnji transkripcije preko cis-aktivnih elementov, 
ki se nahajajo vzdolž gena Oct-4, in z metilacijo kromatina (Pan in sod., 2002). 
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Poznamo dve izoformni obliki molekule Oct-4. Oct-4A in Oct-4B imata enako POU DNA-
vezno in C- transaktivacijsko domeno ter različen N-terminalni del. Samoobnavljanje 
matičnih celic lahko vzdržuje le Oct-4A (daljša izoforma). Oct-4B verjetno ne deluje kot 
transkripcijski aktivator (Kotoula in sod., 2008). Oct-4A se močno izraža v 
predimplantacijskem obdobju človeka v vseh jedrih kompaktnega zarodka in v blastocisti, 
Oct-4B pa se v citoplazmi vseh celic izraža od 4-celičnega stadija naprej. Oct-4B v 
citoplazmi verjetno ne vpliva na aktivacijo transkripcije oz. ima drugačne biološke 
funkcije. Za matičnost (angl. stemness) EMC je pomemben samo Oct-4A (se izraža v 
človeških EMC), ne pa tudi Oct-4B. Ker se Oct-4A izraža tudi v netotipotentnem 
trofoektodermu, zigoti ter zgodnjih fazah zarodka, ki so najverjetneje totipotentne, Oct-4A 
ni primeren označevalec totipotentnosti (Atlasi in sod., 2008). 
 
Vzorec izražanja Oct-4A kaže, da Oct-4A sam ne more vzdrževati pluripotentnosti, lahko 
pa jo v sodelovanju z drugimi faktorji matičnosti. Najpogostejša regulatorja, ki sodelujeta z 
Oct-4 pri aktiviranju Oct-3/4 tarčnih genov, sta SOX-2 in Nanog. Oct-4 in SOX-2 se 
vežeta na nekaj tisoč različnih regulatornih območij v genomu EMC, ki vzajemno urejajo 
prepisovanje POU5F1 in SOX-2 prek Oct4-SOX2 kompleksa v EMC. Poleg tega Oct-4 in 
SOX2 pozitivno regulirata izražanje gena Nanog, kar kaže na to, da je za ohranjanje 
nediferenciranega stanja EMC odgovorna tesno povezana transkripcijska mreža (Boyer in 
sod., 2005). 
 
Skupna tarčna mesta v regulatornih elementih Oct-3/4, SOX-2 in Nanog so pokazala, da 
lahko Oct-3/4, SOX-2 in Nanog tvorijo regulatorne povratne mreže, ki ohranjajo 
pluripotentnost v človeških in mišjih EMC; v tem krogu vsi trije transkripcijski faktorji 
regulirajo sebe, kot tudi vsak drugega. Čeprav Oct-4 ohranja pluripotentnost v kombinaciji 
z Nanog in SOX-2, že rahlo preveliko izražanje Oct-3/4 sproži diferenciacijo. Prekomerno 
izražanje Oct-4 lahko zavira lastno izražanje kot tudi izražanje Sox-2 in Nanog. Oct-4 ima 
lahko vlogo tudi pri regulaciji ekspresije genov v tumorskih celicah (Pan in sod., 2002). 
Zato je razumevanje funkcij Oct-4 v biologiji matičnih celic zelo pomembno in lahko vodi 
tudi do novih metod zdravljenja nekaterih bolezni (Lee in sod., 2006). 
 
Oct-4 lahko transaktivira tarče proksimalno ali na daljavo, odvisno od lokacije vezavnega 
mesta na tarčnih promotorjih. Oct-4 se lahko veže tudi na oktamerni motiv ATGCAAAT  
FGF-4 (specifični rastni faktor za matične celice) in skupaj s Sox-2 sinergistično deluje na 
aktivacijo transkripcije (Pan in sod., 2002). 
 
Izražanje gena Oct-4 so izmerili v MC iz različnih tkiv odraslega, npr. v epidermisu (Dyce 
in sod., 2004: Yu in sod., 2006), bronhialnem epiteliju (Ling in sod., 2006), pankreasu 
(Kruse in sod., 2006), v MAPC (Zeng in sod., 2006), v subpopulaciji iz kostnega mozga 
pridobljenih mezenhimskih matičnih celic (Lamoury in sod., 2006), v celicah MIAMI 
(D´Ippolito in sod., 2004), CD133+ pluripotentnih progenitorjih iz popkovnične krvi 
(Carlin in sod., 2006) in v CB EMC-podobnih celicah (Kucia in sod., 2007a). Da bi določil 
zvezo med izražanjem Oct-4 in pluripotentnostjo matičnih celic, je Niwa s sodelavci 
izmeril stopnjo izražanja Oct-4 v različnih razvojnih stopnjah embrionalnih matičnih celic. 
Njegovi rezultati kažejo, da Oct-4A nadzoruje pluripotentnost MC na nivoju količine oz. 
koncentracije (Niwa in sod., 2000). Visoke koncentracije izražanja Oct-4A povzročijo 
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diferenciacijo EMC v endodermalne in mezodermalne celične linije, MC z nižjo stopnjo 
izražanja Oct-4 pa se diferencirajo v trofoektoderm (Pan in sod., 2002). 
 

 
Slika 12: Oct-4 pri uravnavanju pluripotentrnosti EMC (Oct4 in Mammalian ESC Pluripotency, 2009). 

2.4 SIGNALNE POTI, KI SODELUJEJO PRI VZDRŽEVANJU 
PLURUPOTENTNOSTI IN SAMOOBNAVLJANJA ČLOVEŠKIH 
EMBRIONALNIH MATIČNIH CELIC 

2.4.1 Signalna pot Wnt 

Signalna pot Wnt (wingless in INT) sodeluje pri vzdrževanju pluripotentnosti tako pri 
človeških kot mišjih EMC. Molekule Wnt sodelujejo kot rastni faktorji pri urejanju celične 
usode, proliferacije, migracije, polarnosti, smrti ter vzdrževanju homeostaze. Nepravilna 
aktivacija poti Wnt je povezana z različnimi tipi raka (Polakis, 2000). 
 
Vezava proteina Wnt na receptorje družine Frizzled na celični površini sproži aktivacijo 
proteinov družine Dishevelled ter v končni fazi spremembo količine transkripcijskega 
faktorja β-katenina, ki potuje v jedro. Dishevelled je ključna komponenta z membrano 
povezanega Wnt receptorskega kompleksa, ki ob vezavi proteina Wnt inhibira drug 
kompleks proteinov, ki vključuje aksin, GSK-3 in APC (Adenomatozni polipozis coli 
protein). Ko je kompleks aksin/GCK-3/APC inhibiran, se poveča količina β-katenina v 
citoplazmi. Nekaj ga vstopi tudi v jedro, kjer interagira z družino transkripcijskih faktorjev 
TCF/LEF, ki spodbujajo specifično izražanje genov. Vezava Wnt prav tako deluje preko β-
katenin–neodvisne, nekanonične poti ter ima vlogo pri organizaciji celične polarnosti 
(Okita in Yamanaka, 2006). 
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Slika 13: Signalna pot Wnt (WNT Signaling, 2009). 
 
V EMC je signalizacija preko signalne poti Wnt aktivirana endogeno in se zmanjšuje z 
diferenciacijo. Signalna pot Wnt/β-katenin, ki vodi v samoobnavljanje EMC, se ne 
razlikuje med mišjimi in človeškimi EMC. Aktivacija signalizacije Wnt lahko zviša raven 
izražanja STAT3, kar kaže na sinergistični učinek s signalizacijsko potjo LIF-STAT3 (Liu 
in sod., 2007). Aktivacija poti Wnt s 6-bromoindirubin-3-oksimom (BIO), specifičnim 
farmakološkim inhibitorjem glikogen sintaze kinaze-3 (GSK-3), lahko vzdržuje 
nediferencirani fenotip v EMC in ohranja izražanje za EMC specifičnih označevalcev (Liu 
in sod., 2007). Wnt tudi pospešuje proliferacijo MC v intestinalnem, epidermalnem in 
hematopoetskem sistemu. Wnt lahko olajša diferenciacijo EM celic v nevrone (Okita in 
Yamanaka, 2006). 

2.4.2 Signalna pot fibroblastnega rastnega faktorja 

Signalizacija s fibroblastnim rastnim faktorjem (FGF, angl. fibroblast growth factor) ima 
pomembno vlogo pri preprečevanju diferenciacije  človeških EMC. Opazili so tudi znižano 
izražanje avtokrinega faktorja človeških EMC, FGF2 in FGF12, ob utišanju Oct-4. 
Nasprotno pa je bilo izražanje FGF8 in FGFRL1 povečano, kar kaže, da lahko 
diferenciacija človeških EMC v linije trofoblasta vključuje zapletene modulacije 
signaliziranja FGF.  
 
Proteini FGF se vežejo na receptorje FGFR in aktivirajo mnoge poti signalne transdukcije. 
Aktivacija FGFR sproži fosforilacijo tirozina v proteinu FRS2, kar sproži aktivacijo 
GRB2, SOS, GAB1 in Shp2, to pa aktivira proteine v signalni poti Ras-Raf1-MEK-
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MAPK. Aktivacija te signalne poti je bistvena za pravilen razvoj mezoderma. FGF preko 
poti Shp2-Ras-ERK vpliva na širok spekter bioloških aktivnosti, kot so celična rast, 
diferenciacija in morfogeneza (Mansukhani in sod., 2000).   
 

 
Slika 14: Signalna pot FGF (FGF Pathway, 2009). 
 
Signalizacija s FGF je osrednjega pomena za samoobnavljanje človeških EMC, zato jih 
najpogosteje gojijo v prisotnosti osnovnega fibroblastnega rastnega faktorja (β-FGF), na 
hranilnih plasteh fibroblastov ali pa v fibroblastnem izrabljenem (angl. conditioned) 
mediju (Liu in sod., 2007). Študije, s katerimi so preučevali izražanje različnih elementov 
signalnih poti v človeških EMC, so pokazale, da pri tem sodelujejo elementi signalne poti 
FGF vključno z vsemi štirimi receptorji FGF in nekaterimi sestavnimi deli nadaljnje 
kaskade. Signaliziranje preko signalne poti FGF je bilo močnejše v nediferenciranih 
človeških EMC v primerjavi s celicami, v katere so se te celice diferencirale (Liu in sod., 
2007). Med štirimi receptorji FGFR je izražanje FGFR1 najbolj močno v nediferenciranih 
človeških EMC (Dvorak in Hampl, 2005). 
 
Ob utišanju Oct-4 z uporabo molekul siRNA so opazili znižano izražanje avtokrinega 
faktorja človeških EMC FGF2 in FGF12, medtem ko je bilo izražanje FGF8 in FGFRL1 
povečano. To pomeni, da diferenciacija človeških EMC v linije trofoblasta vključuje 
modulacije signaliziranja FGF. Pomembno je, da je potencialno vezno mesto za NANOG 
prisotno v promotorju FGF8 (Babaie in sod., 2007) 
 
V mediju brez seruma in dodatka β-FGF je prišlo do diferenciacije EMC, medtem ko je 
dodajanje β-FGF gojišču povzročilo, da so bile celice bolj kompaktne in omogočilo 
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vzdrževanje nediferencirane kulture (Amit in sod., 2000). Podroben mehanizem delovanja 
β-FGF pri vzdrževanju nediferenciranega stanja v EMC še ni znan (Liu in sod., 2007). 

2.4.3  Signalna pot TGFβ/BMP 

Transformirajoči rastni faktor beta (TGFβ, angl. transforming growth factor beta) je član 
superdružine rastnih in diferenciacijskih dejavnikov. Družina šteje več kot 40 molekul, 
vključno z TGFβ, Aktivini, Nodalom in kostnimi morfogenetski proteini (BMP). Aktivini 
so vpleteni v embriogenezo in osteogenezo ter regulirjajo mnogo hormonov. Stimulacija 
celic preko TGFβ vodi tako do pozitivne kot negativne regulacije izražanja stotine 
različnih genov. Aktivacija in zaviranje je regulirano preko istega seta proteinov Smad. 
Smad vpliva na tarčne gene preko različnih transkripcijskih ko-aktivatorjev in ko-
represorjev, ki povzoročijo želen odgovor na signal TGFβ (Wrana in sod., 1992).  
 
Signaliziranje se začne z oligomerizacijo, ki jo spodbudi vezava TGFβ na heteromerni 
kompleks serin/treonin kinaznih receptorjev TGFβ tipa I ali TGFβ tipa II ter fosforilacija 
citoplazmatskih signalnih molekul Smad2 in Smad3 signalne poti TGFβ/aktivin oz. 
Smad1/5/8 poti BMP. Fosforilacija karboksilnega konca Smad z aktivnim receptorjem, 
vodi do združevanja s Smad4 in translokacije kompleksa v jedro. Poti aktivina in BMP so 
inhibirane s signaliziranjem preko MAPK na mnogih stopnjah. Izražanje inhibitornih 
Smad6 in Smad7 je preko negativne povratne zanke regulirano s signaliziranjem 
aktivin/TGFβ/BMP. TGFβ lahko v nekaterih primerih vpliva na od Smad-neodvisne poti, 
kot so poti Erk, SAPK/JNK in p38 MAPK (Herpin in Cunningham, 2007). 
 

 
Slika 15: Signalna pot TGFβ/BMP (TGFβ Pathway, 2009). 
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Nedavne objave so pokazale, da je signaliziranje TGFβ/ACTIVIN/NODAL ključno za 
ohranjanje pluripotentnosti človeških MC. Izražanje liganda NODAL, njegovega 
koreceptorja TDGF1 in antagonistov LEFTY1 in LEFTY2 se po utišanju OCT-4 z uporabo 
siRNA zmanjša. Znižano izražanje genov LEFTY1, LEFTY2 in NODAL je lahko 
posledica tega, da so tarče SOX-2/Nanog, ali pa izgube avtokrinega signaliziranja 
NODAL, ko se človeške EMC diferencirajo. Utišanje Oct-4 tudi poveča izražanje BMP in 
njegovega tarčnega gena ID2 ter zmanjša izražanje njegovega antagonista CHORDIN. Te 
ugotovitve so skladne z opažanji, da BMP4 povzroča diferenciacijo v trofoblast v 
človeških EMC (Babaie in sod., 2007). V človeških EMC BMP4 povzroči diferenciacijo v 
mezoderm in ektoderm, medtem ko BMP2 spodbuja diferenciacijo v izvenembrionalni 
endoderm. Dodajanje antagonista BMP Noggin in visokih odmerkov β-FGF v kulturo 
človeških EMC, zmanjša signaliziranje preko BMP ter spodbuja samoobnavljanje EMC v 
odsotnosti seruma in hranilnih celic (Okita in Yamanaka, 2006). Promotor BMP4 ni 
opredeljen kot tarča OCT-4, SOX-2 ali NANOG, kar pomeni, da je njegova ekspresija 
najverjetneje regulirana posredno (Babaie in sod., 2007). 
 
BMP lahko aktivira progenitorske in MC na območju poškodbe kosti, stimulira 
angiogenezo in proliferacijo MC iz okoliškega mezenhimskega tkiva in spodbuja razvoj 
MC v smeri tvorbe hondocitov, osteoblastov in osteocitov. BMP sodeluje tudi pri regulaciji 
drugih bioloških procesov, ki niso povezani s tvorbo kosti: pri zgodnji embriogenezi 
vretenčarjev - pri indukciji mezoderma, razvoju udov, stimulaciji sinteze proteoglikanov, 
aktivnosti alkalne fosfataze, sintezi kolagena ter pri hematopoezi (Monzen in sod., 1999). 

2.4.4 Signalni poti NOTCH in Hedgehog 

Signaliziranje preko proteina NOTCH poteka preko kaskade proteina NOTCH, ligandov, 
ki se vežejo nanj, ter znotrajceličnih proteinov, ki prenašajo NOTCH signal do jedra. 
Protein NOTCH prebada celično membrano. Na njegovo zunajcelično domeno se vežejo 
ligandi, kar povzoči proteolitično cepitev in sprostitev znotrajcelične domene proteina 
NOTCH, ki vstopi v jedro in vpliva na izražanje genov (Oswald in sod., 2001). Ker je 
večina ligandov prav tako transmembranskih proteinov, je receptor aktiviran preko 
direktnega stika celice s celico (Singson in sod., 1998). 
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Slika 16: Signalna pot NOTCH (Notch Signaling, 2009). 
 
Analiza komponent poti NOTCH je pokazala, da se z utišanjem izražanja OCT-4 s siRNA 
zmanjša izražanje CBF2 in poveča regulacija NOTCH2, TLE2, DTX4 in HES1. Ekspresija 
transkripcijskega represorja TLE2 je regulirana preko NANOG in Sox-2 (Babaie in sod., 
2007). 
 
Signaliziranje preko signalne poti Hedgehog se prične ob vezavi liganda Hedgehog na 
transmembranski protein Patched (Ptc). Ptc deluje kot inhibitor transmembranskega 
proteina Smoothened (Smo). Navzdol od Smo je multiproteinski kompleks, znan kot 
Hedgehog signalizacijski kompleks (HSC), ki vključuje transkripcijski faktor Cubis 
interruptus, serin/treonin kinazo Fused (Fu), kinezinu podobno molekulo Costal 2 (Cos2) 
in supresor of fused (Sufu). Cos2 se veže tudi na protein kinazo A (PKA), protein kinazo 
CK1 in glikogen sintazo kinazo 3 (GSK3) (Cohen, 2003). 
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Slika 17: Signalna pot Hedgehog (Hedgehog Signaling in Mammals, 2009). 
 
Analiza signalizacijskih komponent poti Hedgehog (Hh) je pokazala, da prihaja do 
zniževanja ravni izražanja PTCH1, Hh receptorja, tarč SOX2 in NANOG ter Hh-
reguliranega transkripcijskega represorja GLI3 (Babaie in sod., 2007). 

2.4.5 Signalna pot fosfoinozitid 3 – kinaze (PI3K) 

Signalizacija preko fosfoinozitid 3-kinazne (PI3K) poti je pomembna za proliferacijo, 
preživetje in vzdrževanje pluripotentnosti EMC pri miših in človeku (Okita in Yamanaka, 
2006). Signalna pot PI3K/Akt  ima vlogo tudi pri zaviranju apoptoze v EMC (Liu in sod., 
2007). 
PI3K se delijo v 3 razrede. Preferenčni substrat PI3 kinaze razreda I je fosfoinozitid(4,5) 
bifosfat (PIP2). Fosforilacija PIP2 z PI3K generira PtdIns (3,4,5)P3. PtdIns (3,4,5) in 
njegovi 5´-defosforilirani produkti PtdIns (3,4)P2 so pomembni sekundarni sporočevalci, 
ki koordinirajo spodbujanje preživetje celic, rast, sintezo proteinov, mitozo in presnovo. 
PtdIns(3,4)P2 producirajo tudi PI3K razreda II iz PtdIns(4)P. PI3K-odvisno aktivacijo poti 
PDK/AKT(PKB) spodbudi preživetje celic, mitozo in sintezo proteinov. PI3K razreda II 
preferenčno fosforilirajo fosfoinozitol (PI) in PtdIns(4)P, s tem nastaneta Ptdlns(3)P in 
Ptdlns(3,4)P2. PI3K razred III preferenčno fosforilirajo fosfatidilinositol (PtdIns), nastane 
fosfoinositol-3-P (PtdIns(3)P). PtdIns(3)P ima pomembno vlogo pri potovanju vezikov in 
proteinov po celici. 
 
Signalno pot PI3K/Akt aktivirajo rastni faktorji, ki sodelujejo pri vzdrževanju 
pluripotentnosti celic EM (LIF, β-FGF) (Jirmanova in sod., 2002; Xu in sod., 2005).   
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Slika 18: Signalna pot PI3K (PI3K Signaling, 2009). 
 
Transkripcijski faktor Eras je posebej izražen v EMC in aktivira PI3K, to pa spodbudi 
proliferacijo EMC (Takahashi in sod., 2003). Aktivnost PI3K je ključnega pomena tudi za 
samoobnavljanje EMC (Takahashi in sod., 2005). Ugotovili so, da zmanjšanje signalizacije 
PI3K in Akt v prisotnosti LIF in hranilnih celic spodbudi diferenciacijo mišjih in človeških 
EMC (Paling in sod., 2004; Kim in sod., 2005). To pomeni, da je signaliazcija P13K/Akt 
potrebna za vzdrževanje pluripotentnosti EMC (Paling in sod., 2004). Watanabe in 
sodelavci so pokazali, da aktiviranje signaliziranja Akt lahko ohranja pluripotentnost 
mišjih EMC neodvisno od signaliziranja Wnt/β-katenin (Watanabe in sod., 2006). 
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3 MATERIAL IN METODE 

3.1 CILJI RAZISKAVE 

V PK odraslega se nahaja več vrst MC. Zadnje raziskave kažejo, da med njimi obstaja tudi  
subpopulacija MC z embrionalnimi lastnostmi. Namen dela je bil preveriti, ali lahko z 
metodo PCR v realnem času izmerimo izražanje embrionalnih označevalcev v vzorcih, 
pripravljenih iz PK. Vzporedno smo želeli ovrednotiti količino ter integriteto RNA v teh 
vzorcih, ter določiti, ali v procesu izolacije RNA iz vzorcev odstranimo genomsko DNA. 
Ovrednotiti smo želeli tudi, kako potencialna prisotnost gDNA vpliva na rezultate, 
pridobljene z metodo PCR v realnem času. 

3.2 DELOVNA HIPOTEZA 

Naše delovne hipoteze so naslednje:  
a) z uporabo kompleta RNeasy PLUS Micro Kit (Qiagen) izoliramo iz vzorcev PK 

zadostne količine nerazgrajene RNA; 
b) v vzorcu RNA naj ne bi bila prisotna gDNA, v kolikor pa je, bi jo lahko odstranili z  

DNazo;  
c) če je v vzorcih, ki jih uporabimo za  določanje izražanja embrionalnih označevalcev 

z metodo PCR v realnem času, kljub vsemu prisotna gDNA, lahko ločimo med 
signalom z gDNA oz. cDNA; 

d) z metodo PCR v realnem času lahko v vzorcih, pripravljenih iz PK, izmerimo 
izražanje genov, značilnih za EMC; 

e) s pomnožitvijo specifične cDNA lahko povečamo občutljivost metode PCR v 
realnem času. 
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3.3 POTEK DELA 

 

 

 
Slika 19: Shema poteka dela. 
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3.4 METODE 

3.4.1 Pridobivanje vzorcev periferne krvi 

Vzorci periferne kvi so bili odvzeti v 6 ml epruvete z dodatkom antikoagulanta EDTA. 
Zdravi prostovoljci so darovali kri na Oddelku za odvzem krvi na Zavodu RS za 
transfuzijsko medicino v Ljubljani.                                         

3.4.2 Izolacija frakcije mononuklearnih celic iz vzorca polne krvi z uporabo fikola 

Za izolacijo MNC smo uporabili metodo gradientnega centrifugiranja ter Lympholyte®-H. 
Lympholyte®-H je ločitveni medij za ločevanje viabilnih limfocitov in monocitov od 
ostalih komponent krvi v človeški periferni in popkovnični krvi. Med centrifugiranjem 
celice glede na svojo gostoto potujejo različno daleč vzdolž vertikalne osi raztopine. 
Eritrociti agregirajo, zato se jim poveča hitrost sedimentacije in se po centrifugiranju 
nahajajo v peletu na dnu centrifugirke. V peletu se po ločevanju nahajajo tudi granulociti. 
Limfociti, monociti in trombociti nimajo dovolj velike gostote, da bi penetrirali v plast 
fikola, zato se po ločevanju nahajajo na meji med plazmo ter fikolom in so vidni kot bel 
obroček (slika 20). S spiranjem mononuklearnih celic (MNC) nato odstranimo trombocite, 
ostanke plazme in fikola (GE Healthcare, 2005). 
 
Za izolacijo MNC smo vzorec polne krvi (15 ml) razredčili z enakim volumnom PBS. V 
dve 15 mL-centrifugirki smo s pipeto nanesli 3 mL na sobno temperaturo segretega 
Lympholyte®-H, nanj pa 6 mL razredčenega vzorca polne krvi. Pri tem smo pazili, da 
nismo premešali faz. Tako pripravljene centrifugirke smo centrifugirali 30 minut pri sobni 
temperaturi s hitrostjo 400 × g. Po centrifugiranju smo s pasteurjevo pipeto previdno 
pobrali celice MNC, ki so se nahajale v sloju med Lympholyte®-H in plazmo, ter jih 
prenesli v novo centrifugirko. Nazadnje smo celice MNC sprali še s PBS tako, da smo 
vzorcu dodali pufer in centrifugirali 10 min pri 400 x g. Vzorce smo hranili pri temperaturi 
-80 °C. 
 

  

Slika 20: Izolacija MNC z gradientnim centrifugiranjem na fikolu (GE Healthcare, 2005). 

3.4.3 Izolacija MC iz vzorca MNC s sistemom StemSep   

Enojedrna frakcija celic kljub ločevanju na fikolnem gradientu ne vsebuje čiste populacije 
MC, pač pa linijsko diferencirane celice (limfocite, monocite, itd.) in samo 3-4% MC 
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(Strbad, 2004). Ker prisotnost celic, ki niso MC, lahko vpliva na določanje izražanja 
embrionalnih označevalcev z metodo PCR v realnem času, smo neželene linijsko 
diferencirane celice odstranili s komercialnim kompletom StemSep Human Primitive 
Progenitor Enrichment Cocktail (proizvajalec: StemCell). Ta vsebuje monoklonska 
protitelesa proti 12 linijsko specifičnim označevalcem na celicah (CD2, CD3, CD14, 
CD16, CD19, CD24, CD36, CD38, CD45RA, CD56, CD66b, Glycophorin A) (preglednica 
2), ki se vežejo na linijsko diferencirane celice. Na tako označene celice se nato vežejo 
proti-mišja IgG, ki imajo nase vezane magnetno koloidne nanopartikle. Ko mešanico tako 
označenih (linijsko diferenciranih, Lin+) ter neoznačenih (matičnih, Lin-) celic spustimo 
skozi magnetno polje, dobimo v frakciji samo linijsko nediferencirane, matične celice 
(slika 21).  

 
Slika 21: Shematski prikaz ločevanja celic z uporabo kolon v magnetnem polju (StemSep negative selection, 
2005). Vsebino centrifugirke nanesemo v kolono, to pa vstavimo v magnetno stojalo. Z batom oz. z zračno 
črpalko celice potiskamo ali sesamo skozi magnetno polje. Suspenzija, ki pride skozi kolono, vsebuje 
očiščene MC, ki nimajo vezanih protiteles in so uporabne za nadaljnje raziskave. 
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Preglednica 2: Označevalci CD na celicah, ki jih zazanava komplet StemSep™ (StemSep™ negative 
selection, 2005) 
 

Označevalec CD Celice, ki ga izražajo 

CD2 Timociti, T-limfociti, NK-celice 
CD3 Timociti, T-limfociti 
CD14 Monociti, makrofagi, nevtrofilci 
CD16 NK-celice, makrofagi, mastociti, neutrofilci 

CD19 B-limfociti, flokularne dendritične celice 

CD24 B limfociti, granulociti, timociti, epitelne celice 

CD36 Trombociti, monociti, makrofagi, eritrocitni prekurzorji, adipociti, 
nekatere endotelne in epitelne celice 

CD38 Eritroidne in mieloične celice KM (multipotentne KMC), nezreli B in 
T- limfociti, NK-celice, monociti 

CD45RA Vse krvne celice razen eritrocitov (angl. Leucocyte common antigen) 

CD56 NK celice, T-limfociti, najdeni tudi v živčnih tkivih in mišicah 

CD66b Odrasli granulociti 
Gly-A Eritrociti 

 
Pred začetkom selekcije celic Lin- smo celice MNC, ki smo jih izolirali z gradientnim 
centrifugiranjem na fikolu, prešteli z aparatom Vi-CELL (Beckman Coulter, ZDA). MNC 
smo ponovno suspendirali v 1 ml PBS tako, da smo dobili 5 x 107 mononuklearnih celic v 
enem ml raztopine. Tako pripravljenim MNC smo dodali 100 µl koktejla protiteles CD za 
ločevanje (ustrezen volumen protiteles za selekcijo želenih celic smo določili na podlagi 
izmerjenega števila celic v vzorcu) ter mešanico inkubirali 30 min pri sobni temperaturi. 
Po preteku inkubacijskega časa smo vzorcu dodali z magnetnimi koloidi obložena proti-
mišja IgG protitelesa (60 µl protiteles v 1 ml celic), vzorec temeljito premešali ter ponovno 
inkubirali 15 min pri sobni temperaturi. 

Za ločitev linijsko diferenciranih od nediferenciranih celic smo uporabili kolono MS. 
Vstavili smo jo v magnetno stojalo na plošči ter kolono do vrha napolnili z nanašalnim 
pufrom (2% FBS). Pod kolono smo postavili centrifugirko, v katero smo zbirali vzorce. 
Počakali smo, da je pufer iztekel iz kolone ter zamenjali centrifugirko. Na kolono smo nato 
nanesli vso suspenzijo mononuklearnih celic ter kolono trikrat sprali s 3 ml nanašalnega 
pufra. Vse frakcije smo zbirali v isto centrifugirko, ki smo jo označili z Lin-: v tem vzorcu 
se nahajajo samo linijsko nediferencirane celice. Nato smo zamenjali centrifugirko, iz 
magnetnega stojala odstranili kolono ter jo dvakrat sprali s 3 ml nanašalnega pufra. Celice, 
ki smo jih spirali iz kolone v tem koraku, so linijsko diferencirane, poimenovali smo jih 
Lin+. Sledilo je še centrifugiranje vzorcev Lin- in Lin+ 7 min pri 400 x g. Supernatant smo 
odpipetirali, pelet pa raztopili v PBS. Vzorce smo hranili pri -80 °C. 
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3.4.4 Izolacija RNA iz vzorcev mononuklearnih celic ter celic Lin- in Lin+ 

Za izolacijo RNA smo uporabili komplet RNeasy® Plus Micro Kit (Qiagen, Nemčija). 
Izolacija RNA je potekala v centrifugah, ohlajenih na 4 ºC, vzorce smo ves čas hranili na 
ledu. 
 
Pred izolacijo smo z aparatom Vi-CELL (Beckman Coulter, ZDA) ocenili, koliko celic se 
nahaja v vzorcih, saj je od njihovega števila odvisen volumen kemikalij, ki jih uporabimo 
za izolacijo RNA. 
 
Vzorce smo najprej centrifugirali 5 min pri 180 x g. Supernatant smo odstranili, pelet pa 
ponovno suspendirali v 350 µl pufra RLT plus, kateremu smo predhodno dodali β-
merkaptoetanol (pufer RLT lizira celice, β-merkaptoetanol v njem pa denaturira RNaze). 
Volumen pufra RLT je bil izbran glede na število celic v vzorcu: če je bilo v vzorcu manj 
kot 5x107 celic, smo celice ponovno suspendirali v 350 µl, če jih je bilo več, pa v 700 µl 
pufra RLT z β-merkaptoetanolom. Po dodatku pufra smo vzorce temeljito premešali, 
nanesli na kolono za homogenizacijo lizata QIAshredder ter centrifugirali 2 min pri polni 
hitrosti (20000 x g). Homogeniziran lizat smo prenesli na kolono gDNA Eliminator ter 
centrifugirali 30 s pri ≥8000 x g. V tem koraku smo iz vzorca odstranili gDNA, saj se le-ta 
veže na kolono. Filtratu smo dodali 350 µl 70-odstotnega etanola, vzorec prenesli na 
kolono za centrifugiranje RNeasy MinElute in centrifugirali 15 s pri ≥8000 x g. V tem 
koraku se vsa RNA ujame na filter v koloni. V naslednjem koraku smo kolono sprali s 700 
µl pufra RW1 (centrifugiranje 15 s pri ≥8000 x g), po centrifugiranju filtrat odlili, 
mikrocentrifugirko pa namestili nazaj na kolono, ki smo jo sprali še s 500 µl pufra RPE, ki 
vsebuje etanol. Sledilo je centrifugiranje 15 s pri ≥8000 x g. Filtrat smo zavrgli, na kolono 
nanesli 500 µl 80-odstotnega etanola ter centrifugirali 2 min pri ≥8000 x g. 
Mikrocentrifugirko za zbiranje smo skupaj s filtratom zavrgli, kolono preneseli v novo 
mikrocentrifugirko ter centrifugirali odprto kolono 5 min pri polni hitrosti. Kolono smo 
prenesli v novo mikrocentrifugirko za zbiranje, na sredino membrane kolone dodali 30 µl 
vode brez RNaz, kolono zaprli ter centrifugirali 1 min pri polni hitrosti. Na ta način smo iz 
kolone sprali RNA. Vzorce RNA smo hranili pri -80 °C. 

3.4.5 Izolacija RNA iz frakcije z levkociti bogate krvi 

Za izolacijo RNA iz frakcije z levkociti bogate krvi smo uporabili komplet QIAamp RNA 
Blood Mini Kit (QIAamp, Nemčija) ter komplet RNeasy plus Micro Kit (Qiagen, 
Nemčija). Izolacija RNA je potekala v centrifugah, ohlajenih na 4 °C, vzorce smo ves čas 
hranili na ledu. 
 
Epruveto s krvjo smo centrifugirali 10 min pri 3000 vrt./min, da se je vzorec ločil na 
frakcije eritricitov, z levkociti bogato frakcijo ter frakcijo plazme s trombociti. Previdno 
smo odpipetirali srednjo, z levkociti bogato frakcijo. Volumnu vzorca (800 µl) smo dodali 
5-kratni volumen (4 ml) pufra EL, ki lizira eritrocite, ter vzorec 10-15 min inkubirali na 
ledu. Sledilo je centrifugiranje vzorca 10 min pri 400 x g. Supernatant smo previdno 
odstranili, pelet, ki je vseboval levkocite, ponovno suspendirali v 2-kratnem volumnu pufra 
EL (1,6 ml), dobro premešali ter ponovno centrifugirali 10 min pri 400 x g pri 4 ºC. 
Supernatant smo zavrgli, peletu levkocitov pa dodali 600 µl pufra RLT z β-
merkaptoetanolom. Lizat smo prenesli na kolono QIAshredder iz kompleta RNeasy plus 
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Micro Kit ter centrifugirali 2 min pri polni hitrosti (20000 x g). Nadaljna izolacija je 
potekala enako kot pri točki 3.5.4. 

3.4.6 Merjenje koncentracije in integritete RNA  

3.4.6.1 Merjenje koncentracije na Thermo Scientific NanoDrop ™ 1000 spektrofotometru 

V računalniški program smo vnesli parametre za meritev RNA. Aparat smo najprej 
umerili: na konec vlakna optičnega kabla (sprejemno vlakno) smo nanseli 1 µl vode brez 
DNaz ter pokrili s pokrovom, v katerem je merilno vlakno. Merilno ročico smo obrisali in 
na sprejemno vlakno odpipetirali 1 µl vzorca. Računalniški program je analiziral signal iz 
aparata ter izračunal koncentracijo vzorca, vrednost A260, vrednost A280 ter razmerje 
A260/280.  

3.4.6.2 Merjenje integritete RNA z napravo Agilent 2100 Bioanalyzer 

Za določanje kvalitete RNA smo uporabili komplet RNA 6000 Pico LabChip® (Ambion, 
ZDA). 
 
Po 2 µl vzorecv RNA ustrezne koncentracije (500 pg/µl -5000 pg/µl) in standarde velikosti 
RNA 6000 Ladder (Ambion, ZDA) smo denaturirali (2 min, 80 °C), kratko centrifugirali in 
shranili na ledu. Nato smo pripravili mešanico gela (RNA 6000 Pico Gel Matrix) in barvila 
(RNA 6000 PicoDye Concentrate) ter jo nanesli na čip (RNA 6000 Pico LabChip). V 
vdolbinice za standard velikosti in vzorce na čipu Pico smo najprej nanesli po 9 µl reagenta 
RNA 6000 Pico Marker in nato v iste vdolbinice nanesli po 1 µl standarda velikosti in 
vzorcev. Čip Pico smo z vrtičenjem premešali in vstavili v aparat Agilent 2100 
Bioanalyzer. Podatke smo analizirali s programom 2100 Expert Software (Agilent 
Techologies, ZDA). 

3.4.7 Obdelava vzorcev z encimom DNazo 

Uporabili smo komplet Turbo DNA-free (Ambion, ZDA). 
 
Z DNazo smo obdelali RNA vzorcev MNC, EMC 420-P23 in fibroblaste P15. Končna 
koncentracija RNA v vzorcih je bila 100 ng/µl. 
  
Reakcijsko mešanico smo pripravili tako, kot prikazuje preglednica 3. Mešanico smo 
inkubirali 30 min pri 37 ºC, dodali 10 µl inaktivacijskega reagenta ter inkubirali 2 min pri 
sobni temperaturi. Med inkubacijo smo vzorec dvakrat kratko premešali. Sledilo je 
centrifugiranje 1,5 min pri 10000 x g pri sobni temepraturi. Supernatant smo prenesli v 
svežo, označeno epico ter shranili pri -80 °C. 
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Preglednica 3: Izračun koncentracije RNA za nadaljnjo obdelavo z DNazo 
 
Vzorec Konc. RNA 

(ng/µl) 
Volumen 
RNA (μl) 

Volumen 
H2O (µl) 

Volumen 
pufra 10x 
RT (μl) 

Volumen 
mešanice 
5x SS (μl) 

Končni 
volumen  
(μl) 

MNC 45,1 2,2 31,8 4 2 40 

EMC 420-p23 27,1 3,7 30,3 4 2 40 

Fibroblasti P15 69,4 1,4 32,6 4 2 40 

3.4.8 Sinteza komplementane DNA  

Za sintezo cDNA smo uporabili komplet SuperScript®VILO™ cDNA Synthesis Kit 
(Invitrogen, ZDA). 
 
Za sintezo cDNA smo uporabili 100ng RNA. Volumen RNA, ki smo ga uporabili za 
sintezo cDNA, smo določili glede na izmerjeno koncentracijo RNA v vzorcu. RNA smo 
dodali vodo do končnega volumna 28 µl, 4 µl pufra 10x RT ter 8 µl pufra 5xSS. Končni 
volumen reakcijske mešanice je bil tako 40 µl. Sestava reagentov je predstavljena v 
preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Sestava reakcijskih mešanic za sintezo cDNA 
 
Reagenti Sestava 
5x VILO reakcijska mešanica Vsebuje začetne oligonukleotide, MgCl2 ter dNTP v 

pufrski mešanici, ki je optimizirana za qRT-PCR. 
10x SuperScript encimska mešanica Vsebuje encim reverzno transkriptazo, rekombinantni 

ribonukleazni inhibitor ter lastni helper protein. 
 
Sintezo cDNA smo opravili s pomočjo aparata za PCR PE7900 proizvajalca Perkin Elmer. 
Program za sitezo cDNA je prikazan v preglednici 5. Sintetizirano cDNA smo shranili pri -
20 ºC 
 
Preglednica 5: Program sinteze cDNA 
 
Korak Trajanje in temperatura, pri kateri je potekala 

reakcija 
Aktivacija reverzne transkriptaze 10 min, 25 °C 
Sinteza cDNA 60 min, 42 °C 
Inaktivacija reverzne transkriptaze 5 min, 85 °C 
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3.4.9 Metoda PCR v realnem času 

Metodo PCR v realnem času smo uporabili za določanje prisotnosti genomske DNA v 
vzorcih RNA ter za določanje izražanja označevalcev embrionalnih celic brez oz. s 
preamplifikacijo cDNA.  

Pred analizo PCR v realnem času smo izolirano RNA prepisali v cDNA, kot je to opisano 
v poglavju 3.4.8. Za eksperiment določanja prisotnosti gDNA v vzorcu RNA smo RNA 
tudi predhodno obdelali z DNazo, kot je opisano v poglavju 3.4.7. Za analizo PCR v 
realnem času smo uporabili metodo zaznavanja pomožnih produktov TaqMan®. Zaznavali 
smo 5 tarčnih genov, ki smo jih uporabili bodisi za ugotavljanje prisotnosti gDNA v 
vzorcu RNA, izražanja genov ali za normalizacijo. Gene, katerih izražanje smo spremljali 
z metodo PCR, smo izbrali glede na podatke iz literature (International Stem Cell 
Initiative, 2007). 
 
V preglednici 6 so prikazani tarčni geni, katerih izražanje smo merili z metodo PCR v 
realnem času. 
 
Preglednica 6: Tarčni geni merjeni pri PCR v realnem času 
 
Okrajšava tarčnih genov Uporaba 
Cyc C normalizacija 
Nanog izražanje genov 
Oct-4A izražanje genov, prisotnost gDNA v vzorcu RNA 
Sox-2 izražanje genov 
RhD prisotnost gDNA v vzorcu RNA 
 
Za določanje izražanja genov Oct-4A, Sox-2, Nanog ter ciklofilin C smo pri proizvajalcu 
Applied Biosystems (ZDA) kupili mešanico začetnih oligonukleotidov in sonde TaqMan® 
Gene Expression Assays. Test vsebuje dva (smiselni in protismiselni) neoznačena začetna 
oligonukleotida ter sondo TaqMan®. Sonda je označena z reportersko značko FAM (Oct-
4A, Sox-2, Nanog) oz. VIC (ciklifilin C) ter dušilno značko MGB. V preglednici 7 so 
predstavljeni testi TaqMan® Gene Expression Assays, ki smo jih uporabili za določanje 
izražanja genov. 
 
Preglednica 7: Uporabljeni testi TaqMan® Gene Expression Assays proizvajalca Applied Biosystems 
 
Tarčni gen Oznaka testa  
Oct-4A Hs03005111_g1 
Nanog Hs02387400_g1 
Sox-2 Hs00602736_s1 
Ciklofilin C Hs99999904_m1 
*Proizvajalec ne daje informacij o sekvenci, ki jo prepoznajo začetni oligonukleotidi oz. sonde. Predpona Hs 
pred številko testa pomeni, da je za pripravo začetnih oligonukleotidov in sonde uporabljena sekvenca 
človeškega gena (Homo sapiens). Končnici g in s pomenita, da so začetni oligonukleotidi oz. sonda 
zasnovani tako, da se lahko vežejo tudi na gDNA, končnica m pa pomeni, da se začetni oligonukleotidi oz. 
sonda lahko vežejo samo na sekvenco v cDNA. 
 
Pri ugotavljanju kontaminacije RNA z genomsko DNA smo uporabili začetne 
oligonukleotide ter sondo, ki se vežejo na sekvenco v 4. intronu gena za RhD (T. Dovč 
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Drnovšek, P. Rožman, neobjavljeni rezultati). Njihova sekvenca ter nukleotidno zaporedje 
so predstavljeni v preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Sekvenca smiselnega (F) ter protismiselnega (R) začetnega oligonukleotida ter sonde (S) 
za 4. intron gena za RhD 
 
Tarčni gen Nukleotidno zaporedje 
Intron 4 - RhD F: 5'-GCCCTTCCATCATGATTCATTT-3' 

R: 5'-ACAAGGAAACAAAGGCCAAGAG-3' 
S: 5'-FAM-AAGCACTTCACAGAGCA-MGB-3' 

*Pri sondi je označena tudi reporterska in dušilna značka.  
 
Reakcijo PCR v realnem času smo izvedli v aparaturi Applied Biosystems 7900HT 
(Applied Biosystems, ZDA). Končni volumen reakcijske mešanice je bil 20 µl, v njej pa je 
bilo:  

a) 10 µl 2x TaqMan Universal PCR Master Mix;  
b) sonda (končna koncentracija 250 nM) ter začetni oligonukleotidi (končna 

koncentracija 900 nM);   
c) cDNA oz. RNA (samo za ugotavljanje prisotnosti gDNA v vzorcih RNA); za 

različne eksperimente smo uporabili različne količine, ki so navedene v nadaljnjem 
tekstu);  

d) ddH2O do končnega volumna 20 µl. 
 
V mikrocentrifugirki smo pripravili izhodiščno zmes iz TaqMan Universal PCR Master 
Mix, sonde ter začetnih oligonukleotidov oz. testa TaqMan® Gene Expression Assay ter 
vode. Pripravili smo toliko izhodiščne zmesi, da jo je bilo dovolj za vse reakcije. Zmešali 
smo jo z vrtinčenjem ter kratko centrifugirali. V vdolbinice na ploščici (96 Well Clear 
Optical Reaction Plates, Applied Biosystems, ZDA) smo dodali ustrezno količino cDNA 
ter dodali toliko izhodiščne zmesi, da je bil končni volumen 20 µl. Vsak vzorec smo 
pripravili v dveh paralelkah. Za vsak gen smo izvedli tudi reakcijo brez cDNA – v te 
vdolbinice smo namesto cDNA dodali ddH2O. Ploščico smo pokrili z lepljivo folijo (ABI 
PRISM® Optical Adhesive Covers, Applied Biosystems, ZDA), centrifugirali 1 minuto pri 
1000 vrt./min ter vstavili v PCR aparaturo. PCR reakcijo smo izvedli pri naslednjih 
pogojih: 

1) Aktivacija polimeraze: 2 minuti pri 50 oC, 10 minut pri 95 oC 
2) PCR: 15 sekund pri 95 oC, 1 minuta pri 60 oC; 40 ciklov 

 
Podatke PCR v realnem času smo analizirali s programom SDS 2.1 (Applied Biosystems, 
ZDA). Program je na podlagi izmerjenega fluorescenčnega signala ter nastavljene bazne 
linije ter pragu izračunal vrednost Ct. Te vrednosti smo prenesli v program Microsoft 
Excel ter izračunali povprečne vrednosti Ct. Pri določanju izražanja označevalcev 
embrionalnih celic smo izračunali tudi učinkovitost pomnoževanja posameznega gena ter 
določili relativni nivo izražanja v vzorcih po metodi ∆∆Ct (Livak in Schmittgen, 2001). 
Kot referenčni gen smo uporabili ciklofilin C, kot kalibratorski vzorec pa vzorec 
fibroblastov. S programom Microsoft Excel smo izračunali standardne deviacije. 
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3.4.9.1 Ugotavljanje prisotnosti gDNA v vzorcih RNA, cDNA, sintetizirane iz z DNazo 
obdelane z RNA in v cDNA, sintetizirane iz z DNazo neobdelane RNA z metodo 
PCR v realnem času 

V tem eksperimentu smo želeli preveriti, ali imamo v vzorcih RNA tudi genomsko DNA 
ter, ali lahko to gDNA odstranimo z obdelavo RNA z DNazo.  

Za določanje izražanja označevalcev smo uporabili RNA, cDNA, ki smo jo sintetizirali iz 
RNA obdelane z DNazo ter cDNA, katero smo sintetizirali iz RNA, katere nismo obdelali 
z DNazo, pripravljene iz treh različnih vzorcev: embrionalnih matičnih celic, fibroblastov 
ter MNC. 
 
Človeške fibroblaste smo prejeli od dr. Metke Krašna, Zavod RS za transfuzijsko 
medicino, Ljubljana. Nagojene fibroblaste smo v gojilni posodici postrgali s strgalom, 
prenesli v 15 ml centrifugirko, sprali z 10 ml PBS (centrifugiranje 15 min, 1000 vrt./min), 
supernatant odstranili, pelet pa ponovno suspendirali v 350 µl pufra RLT z β-
merkaptoetanolom iz kompleta za izolacijo RNA RNeasy® Plus Micro Kit (Qiagen, 
Nemčija). Nadaljnja izolacija RNA je potekala enako kot pri točki 3.5.4. 
 
RNA, pripravljeno iz embrionalnih matičnih celic, smo prejeli od Susanne Ström iz 
laboratorija dr. Outi Hovatta, Karolinska University Hospital, Stockholm, Švedska. 

Uporabili smo tri različne označevalce:  
a) označevalec, ki prepozna tarčno zaporedje v intronu 4 gena za RhD. S tem 

označevalcem smo zaznali samo gDNA.  
b) označevalec, ki prepozna tarčno zaporedje gena Oct-4A. Sonda oz. nukleotidni 

začetniki se lahko vežejo na tarčno zaporedje na gDNA ali c DNA.  
c) označevalec, ki prepozna tarčno zaporedje gena ciklofilin C samo v cDNA. 

 
V preglednici 9 so prikazane uporabljene količine RNA ter cDNA. Poskus smo ponovili 
trikrat. 
  
Preglednica 9: Količine RNA oz. cDNA, ki smo jih uporabili pri ugotavljanju prisotnosti gDNA v 
vzorcih RNA, ter cDNA, sintetizirane iz z DNazo obdelane oz. neobdelano RNA. 
 
Označevalec RNA (µl) cDNA iz z DNazo 

neobdelane RNA (µl) 
cDNA iz z DNazo 
obdelane RNA (µl) 

RhD 10 10 10 
Oct-4A 6 2 2 
Ciklofilin C 6 2 2 

3.4.9.2 Določanje izražanja označevalcev embrionalnih celic z metodo PCR v realnem času 
V tem eksperimentu smo določali izražanje označevalcev embrionalnih celic (Oct-4A, 
Nanog ter Sox-2). Za določanje ekspresije smo uporabili cDNA, pripravljeno iz RNA, ki 
smo jo izolirali iz različnih vzorcev: iz frakcije z levkociti bogate krvi, MNC, celic Lin+ 
ter celic Lin-. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili cDNA, pripravljeno iz RNA 
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embrionalnih matičnih celic, kot negativno kontrolo pa cDNA, pripravljeno iz RNA 
fibroblastov. Uporabili smo 4 µl cDNA, poskus smo ponovili trikrat. 
 
Pri obdelavi podatkov smo kot referenčni gen uporabili ciklofilin C, kot kalibratorski 
vzorec pa vzorec fibroblastov.   

3.4.9.3 Določanje izražanja označevalcev embrionalnih celic s predhodnim 
pomnoževanjem cDNA (preamplifikacijo) 

V tem eksperimentu smo določali izražanje označevalcev embrionalnih celic (Oct-4A, 
Nanog ter Sox-2), vendar smo cDNA, ki smo jo za to uporabili, predhodno namnožili. Za 
določanje izražanja smo uporabili cDNA, pripravljeno iz RNA, ki smo jo izolirali iz 
različnih vzorcev: iz  frakcije z levkociti bogate krvi, MNC, celic Lin+ ter celic Lin-. Kot 
pozitivno kontrolo smo uporabili cDNA, pripravljeno iz RNA embrionalnih matičnih celic, 
za negativno kontrolo pa cDNA, pripravljeno iz RNA fibroblastov. 

cDNA smo pred določanjem izražanja označevalcev embrionalnih celic namnožili z 
uporabo kompleta TaqMan® PreAmp Master Mix Kit (Applied Biosystems, ZDA). 
Pripravili smo mešanico označevalcev Oct-4A, Nanog, Sox-2, ciklofilina C in pufra Tris-
EDTA, kot kaže preglednica 10. V naslednjem koraku smo združili TaqMan PreAmp 
Master Mix, združeno mešanico označevalcev in pufra Tris-EDTA ter cDNA kot kaže 
preglednica 11, ter namnožili cDNA v PCR aparatu PE9700 (Perkin Elmer, ZDA). 
Program za preamplifikacijo je prikazan v preglednici 12. Po končani preamplifikaciji smo 
vzorce prenesli na led, jih razdelili na enake dele ter shranili pri -20 °C. 

Preglednica 10: Mešanica označevalcev Oct-4A, Nanog, Sox-2, ciklofilina in pufra Tris-EDTA 
 
 Volumen (µl) 
Oct-4A 5 
Nanog 5 
Sox-2 5 
Ciklofilin C 5 
Pufer Tris-EDTA 480 
Končni volumen 500 
 
Preglednica 11: Mešanica reagentov za preamplifiakcijo cDNA 
 
Reagenti Volumen  (µl) 
TaqMan PreAmp Master Mix 25 
Mešanica označevalcev in pufra Tris-EDTA 12,5 
cDNA 12,5 
Končni volumen 50 
 
Preglednica 12: Program za preamplifikacijo cDNA 
 
 Aktivacija encima Preamplifikacija PCR 

Zadrževanje Cikli (14x) 
Denaturacija Prileganje/podaljševanje 

Teperatura 95 °C 95 °C 60 °C 
Čas 10 min 15 sek 4 min 
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5 µl tako namnožene cDNA smo uporabili za določanje izražanja označevalcev 
embrionalnih celic. Kot pozitivno konotrolo smo uporabili cDNA, pripravljeno iz RNA 
embrionalnih matičnih celic, kot negativno kontrolo pa cDNA, pripravljeno iz RNA 
fibroblastov. Poskus smo ponovili trikrat. 
 
Pri obdelavi podatkov smo kot referenčni gen uporabili ciklofilin C, kot kalibratorski 
vzorec pa vzorec fibroblastov.   
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4 REZULTATI 

4.1 KONCENTRACIJA IZOLIRANE RNA IZ POSAMEZNIH VZORCEV, ČISTOST 
IN INTEGRITETA RNA 

Po vsaki izolaciji RNA iz vzorcev smo izmerili koncentracijo RNA na spektrofotometru 
NanoDrop ter čistost izolirane RNA (preglednica 13).  
 
Preglednica 13: Koncentracije RNA in čistost vzorcev. Razmerje A260/280 pove čistost vzorca oz. 
koliko je v vzorcu prisotnih proteinov. Optimalno razmerje je med 1,7 in 1,9. 
 
Vzorec RNA Koncentracija (µl/ml) Absorbanca (A260) Čistost (A260/A280) 
MNC 45,12 1,128 1,94 
Lin - 6,69 0,167 1,37 
Lin + 13,84 0,346 1,56 
BC 4,18 0,105 1,69 
EMC  27,10 0,678 1,20 
Fibroblasti 5,98 0,149 2,18 
 
Z napravo Agilent 2100 Bioanalyzer smo izmerili število RIN, ki je merilo razgrajenosti 
RNA. RNA je dobro ohranjena, saj so števila RIN zelo visoka (preglednica 14). Tudi 
elektroferogram ne kaže lis, ki bi bile posledica razgrajene RNA (slika 22). 
 
Preglednica 14: Vrednosti RIN vzorcev. Večje kot je število RIN, manj je RNA razgrajena. RIN 1 
pomeni zelo razgrajeno RNA, RIN 10 pa zelo ohranjeno. 
 
Vzorec Vrednost RIN 
EMC /* 
MNC 8,9 
BC 9,7 
Fibroblasti 9,0 
*vrednost ni bila določena 

 
Slika 22: Elektroferogram za posamezne vzorce (vzorec 2 EMC, vzorec 3 MNC, vzorec 4 BC in vzorec 5 
fibroblasti). 
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Na elektroferogramih vzorcev RNA mononuklearnih celic, z levkociti bogatega vzorca ter 
vzorca fibroblastov so lepo vidni vrhovi 18S rRNA okrog 40 sek, ter 28S rRNA okrog 45 
sek. Vrhovi so ozki in visoki, kar je značilno za nerazgrajeno RNA. Pri vzorcu EMC je 
okrog 25 sek viden vrh neznanega izvora. 

4.2 PREVERJANJE PRISOTNOSTI GENOMSKE DNA V VZORCIH 

Prisotnost genomske DNA v vzorcih smo določili tako, da smo izmerili pražni cikel (Ct) 
različnih označevalcev v vzorcih. Vrednosti Ct označevalca RhD intron 4, ki se izraža le iz 
genomske DNA, so bile 38,3 (RNA fibroblastov), 36,55 (cDNA fibroblastov, ki so bili 
sintetizirali iz z DNazo neobdelane RNA) ter 37,35 (v vzorcih cDNA fibroblastov, 
sintetiziranih iz z DNazo obdelane RNA). Pri EMC so vrednosti Ct sledeče: 40,4 pri 
vzorcu RNA, 32,35 pri cDNA, sintetizirane iz z DNazo obdelane RNA, ter 39,8, v vzorcu 
cDNA, sintetizirane iz neobdelane RNA. V vzorcu RNA MNC je vrednost Ct 40,4, v 
vzorcu cDNA, ki je bil sintetiziran iz z DNazo obdelane RNA  38,3, podobno (38,35) tudi 
pri cDNA, sintetizirani iz z DNazo neobdelane RNA (preglednica 15). Standardne 
deviacije vrednosti Ct pri vzorcih RNA ter vzorcu mononuklearnih celic MNC – cDNA, 
sintetizirana iz z DNazo neobdelane RNA nis bilo mogoče izračunati, ker smo vrednosti Ct 
dobili samo pri eni od treh meritev. 

Preglednica 15: Izražanje označevalca RhD inton 4 v vzorcih RNA, v cDNA, sintetizirane iz z DNazo 
obdelane oz. neobdelane RNA v celicah fibroblastov, EMC in MNC. Prikazane so povprečne vrednosti 
Ct ± standardna deviacija. 
 
Povprečje pražnih ciklov Ct izražanja označevalca RhD inton 4. 

RhD intron 4 RNA  cDNA iz z DNazo 
neobdelane RNA  

cDNA iz z DNazo obdelane 
RNA 

Fibroblasti 38,8 36,55±0,07 37,35±0,35 

EMC 40,4 32,35±0,02 39,8±1,27 

MNC 40,4 38,3 38,35±0,78 

 
Pri fibroblastih so vrednosti Ct označevalca Oct-4A  v RNA 41,9, v vzorcu cDNA, ki je 
bila sintetizirana iz z DNazo obdelane RNA 36,25, v vzorcu cDNA, ki pa je bila 
sintetizirana iz z DNazo neobdelane RNA, pa je vrednost Ct 37,65. Pri EMC je vrednost Ct 
Oct-4A RNA 37,45. V vzorcu cDNA, ki je bila sintetizirana iz z DNazo neobdelane RNA, 
je vrednost Ct Oct-4A 21,65, v cDNA iz z DNazo obdelane RNA pa 24,3. Pri 
mononuklearnih celicah MNC je vrednost Ct v cDNA iz z DNazo neobdelane RNA 35,1 in 
v cDNA iz z DNazo obdelane RNA 33,15 (preglednica 16). Standardne deviacije vrednosti 
Ct pri vzorcuih RNA fibroblastov nismo mogli izračunati, ker smo vrednost Ct dobili le pri 
eni od treh meritev. 
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Preglednica 16: Izražanje označevalca Oct-4A v vzorcih RNA, v cDNA, sintetizirane iz z DNazo 
obdelane oz. neobdelane RNA v celicah fibroblastov, EMC in MNC. Prikazane so povprečne vrednosti 
Ct ± standardna deviacija. 
 
Povprečje pražnih ciklov (Ct) izražanja označevalca Oct-4A. 

Oct-4A RNA cDNA iz z DNazo 
neobdelane RNA  

cDNA iz z DNazo obdelane 
RNA 

Fibroblasti 41,9 36,25±1,06 37,65±0,92 

EMC 37,45±2,33 21,65±0,64 24,3±1,56 

MNC se ne izraža 35,1±1,27 33,15±1,06 

V vzorcih RNA izražanja nismo zazanali, ker se označevalec izraža le iz cDNA, zato tudi 
nismo mogli izračunati vrednosti Ct. Pri fibroblastih je v vzorcu cDNA, sintetizirane iz z 
DNazo neobdelane RNA vrednost Ct 26,45, v cDNA, sintetizirani iz z DNazo obdelane 
RNA, pa 26,1. Vrednost Ct ciklofilina C v vzorcu cDNA, ki je bila sintetizitana iz z DNazo 
neobdelane RNA je 22,4, v cDNA, ki je bila sintetizirana iz z DNazo obdelane RNA pa je 
vrednost Ct 25,2. Pri mononuklearnih celicah MNC je vrednost Ct v cDNA, ki je bila 
sintetizirana iz neobdelane RNA 29,9, v cDNA, sintetizirani iz z DNazo obdelane RNA pa 
27,3. Zgoraj opisane podatke prikazuje preglednica 17.  

Preglednica 17: Izražanje označevalca ciklofilina C v vzorcih RNA, v cDNA, sintetizirane iz z DNazo 
obdelane oz. neobdelane RNA v celicah fibroblastov, EMC in MNC. Prikazane so povprečne vrednosti 
Ct ± standardna deviacija. 
 
Povprečje pražnih ciklov Ct izražanja označevalca ciklofilina C. 

Ciklofilin C RNA cDNA iz z DNazo 
neobdelane RNA 

cDNA iz z DNazo obdelane 
RNA 

Fibroblasti  se ne izraža 26,45±0,07 26,1±0,28 

EMC se ne izraža 22,4±0,28 25,2±0,56 

MNC se ne izraža 29,9±0,14 27,3±0,14 

4.3 DOLOČANJE IZRAŽANJA EMBRIONALNIH OZNAČEVALCEV Z METODO 
PCR V REALNEM ČASU 

Relativni nivo izražanja označevalcev embrionalnih celic v vzorcih smo določali glede na 
izražanje teh markerjev v fibroblastih po metodi ∆∆Ct (Livak in Schmittgen, 2001).   
 
Relativni nivo izražanja označevalca Nanog v EMC je 103,59, v z levkociti bogatem 
vzorcu BC 14,37, pri Lin+ 4,27, pri Lin- pa izražanje označevalca Nanog ni bilo tako 
močno, da bi fluorescenco lahko zaznali v statistično relevantnem območju (preglednica 
18).  
 
Relativni nivo izražanja embrionalnega označevalca Oct-4A je v embrionalnih matičnih 
celicah 1216,49, v z levkociti bogatem vzorcu BC 20,78, podobno v vzorcu MNC 18,35, 
pri Lin+ 9,39, pri Lin- pa 11,14. 
 
Izražanja embrionalnega označevalca Sox-2 nismo zaznali v nobenem vzorcu. 
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Grafični prikaz relativnega nivoja izražanja označevalcev embrionalnih matičnih celic 
glede na izražanje označevalcev v fibroblastih, prikazuje slika 23. 
 
Preglednica 18: Realativni nivo izražanja embrionalnih označevalcev Nanog, Oct-4A in Sox-2 glede na 
negativno kontrolo fibroblastov za posamezne vzorce celic. Prikazan je povprečni relativni nivo 
izražanja ± standardna deviacija. 
 
Relativni nivo izražanja embrionalnih označevalcev glede na fibroblaste. 
Vzorec Nanog Oct-4A Sox-2 

EMC 103,59±0,3 1216,49±243 se ne izraža 

BC 14,37±0,5 17,61±1,1 se ne izraža 

MNC 26,04±3,3 16,12±0,2 se ne izraža 

LIN+ 4,27±0,7 7,82±0,3 se ne izraža 

LIN- se ne izraža* 2522,17±1577,7 se ne izraža 

* Izražanje označevalca ni dovolj močno, da bi ga lahko zaznali v statistično relevantnem signalu. 
 
 
 

 
Slika 23: Relativni nivo izražanja embrionalnih označevalcev Nanog, Oct-4A in Sox-2 glede na negativno 
kontrolo fibroblastov v vzorcih EMC, v z levkociti bogatem vzorcu BC, v mononuklearnih celicah MNC, v 
celicah Lin+ in Lin-. 
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Slika 24: Relativni nivo izražanja embrionalnih označevalcev Nanog, Oct-4A in Sox-2 glede na negativno 
kontrolo fibroblastov v z levkociti bogatem vzorcu BC, v mononuklearnih celicah MNC, v celicah Lin+ in 
Lin-. 

4.4 PREAMPLIFIKACIJA cDNA 

V procesu preamplifikacije smo namnožili cDNA s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi 
za označevalce embrionalnih celic (Nanog, Oct-4A, Sox-2). Relativni nivo izražanja teh 
označevalcev smo določali glede na izražanje v fibroblastih po metodi ∆∆Ct (Livak in 
Schmittgen, 2001).   
 
Pokazali smo, da je realtivni nivo izražanja označevalca Nanog v EMC 126,01, v z 
levkociti bogatem vzorcu BC 21,39, v mononuklearnih celicah 28,78, v Lin+ 7, v Lin- pa 
331,75. 
 
Relativni nivo izražanja označevalca Oct-4A v EMC je 1262,62, v z levkociti bogatem 
vzorcu BC 18,24, v mononuklearnih celicah 15,62, v Lin+ celicah 8,64 in v Lin- celicah 
315,21.  
 
Relativni nivo izražanja Sox-2 v z levkociti bogatem vzorcu BC je bil 2,06, v vzorcu 
mononuklearnih celic pa 2,58. V celicah EMC je bil relativni nivo izražanja označevalca 
7622,44, v vzorcih Lin+ in Lin- pa izražanja nismo zaznali (preglednica 19).  
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Preglednica 19: Relativni nivo izražanja embrionalnih označevalcev Nanog, Oct-4A in Sox-2 glede na 
negativno kontrolo fibroblastov za posamezne vzorce celic. Uporabili smo cDNA, ki smo jo pred 
uporabo metode PCR v realnem času namnožili. Prikazan je povprečni relativni nivo izražanja ± 
standardna deviacija. 
 
Relativni nivo izražanja embrionalnih označevalcev glede na fibroblaste. 

Vzorec Nanog Oct-4A Sox-2 

EMC 126,01±39,9 1261,62±253,4 7622,44±21,92 

BC+PK 21,39±1,90 18,24±2,10 2,06±0,69 

MNC 28,78±2,30 15,62±1,10 2,58±0,30 

LIN+ 6,95±1,60 8,64±1,80 ni expr 

LIN- 331,75±70,30 315,21±67,60 ni expr 

 
 
 

 
Slika 25: Relativni nivo izražanje embrionalnih označevalcev Nanog, Oct-4A in Sox-2 glede na negativno 
kontrolo fibroblastov v vzorcih EMC, v z levkociti bogatem vzorcu BC, v mononuklearnih celicah MNC, v 
celicah Lin+ in Lin-.  
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Slika 26: Relativni nivo izražanja embrionalnih označevalcev Nanog, Oct-4A in Sox-2 glede na negativno 
kontrolo fibroblastov v vzorcih mononuklearnih celic MNC, v celicah Lin+ in v z levkociti bogatem vzorcu 
BC po preamplifikaciji. Zaradi boljše preglednosti na sliki niso prikazane vrednosti relativnega izražanja 
označevalcev v vzorcih EMC ter Lin-. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

Vsako tkivo vsebuje majhno populacijo MC, ki imajo sposobnost samoobnavljanja in 
diferenciacije. Odgovorne so za nadomeščanje odmrlih celic ali popravljanje poškodovanih 
tkiv (Strbad in Rožman, 2005). Ker z njimi lahko zdravimo določene degenerativne, 
presnovne, prirojene in rakaste bolezni, bi bil dokaz o obstoju celic, ki izražajo 
embrionalne označevalce v periferni krvi velikega pomena. Takšne celice bi lahko postale 
široko uporabne v medicini, saj ni etičnih omejitev pri pridobivanju in uporabi. Periferna 
kri kot vir MC ima v primerjavi s kostnim mozgom kar nekaj prednosti, saj je poseg 
pridobivanja oz. izolacije teh celic manj invaziven, neboleč, hitrejši, okrevanje po 
odvzemu je hitrejše itd. (Kassis in sod., 2006; Bradley, 2001). 
 
Obstaja več metod, s katerimi lahko dokazujemo, da imajo celice, izolirane iz različnih 
tkiv, res embrionalni potencial. Celice MAPC so bile iz kostnega mozga izolirane in 
identificirane s pomočjo pretočne citometrije, analize imunofluorescence, kariotipiziranja 
ter hibridizacije FISH (Reyes in sod., 2008). Za identifikacijo embrionalnih matičnih celic 
se uporablja tudi analiza specifičnih genov z mikromrežami, transmisijska elektronska 
mikroskopija, FACS sortiranje (angl. fluorescence activated cell sorting),…(Kucia in sod., 
2006a, 2008a; Zuba-Surma in sod., 2009; Ratzajczak in sod., 2008b). Preferenčno 
uporabljena metoda identifikacije matičnih celic pa je PCR v realnem času, s katero lahko 
pokažemo razlike v izražanju specifičnih genov.  
 
Izražanje genov v celicah je proces, ki spremeni informacijo, zapisano v DNA, v genski 
produkt kot je RNA ali protein. Ocena mRNA (informacijske RNA) lahko služi kot vmesni 
pokazatelj stopnje izražanja proteina in je zelo pomembna za prikaz profila genskega 
izražanja v celici. Prvi korak pri analizah izražanja genov z metodo PCR v realnem času je 
zato priprava RNA, ki mora biti čim manj razgrajena, saj delo s slabo kvalitetno RNA 
močno vpliva na eksperimentalne rezultate. Vendar pa so molekule RNA zelo neobstojne: 
ribonukleaze - encimi, ki jih razgrajujejo, so prisotni vsepovsod in zelo stabilni. Zato je 
zelo pomembno, da material, ki ga uporabljamo, ne vsebuje RNaz, da uporabljamo 
ustrezno čiste reagente, da pri delu uporabljamo rokavice,...(Bustin in sod., 2009;  Bogart 
in Andrews, 2006). Naši vzorci RNA so bili pripravljeni iz krvi, ki vsebuje velike količine 
proteinov, genomske DNA in ribonukleaz, ki močno vplivajo na postopke izolacije RNA iz 
celic krvi (Czajkowska in sod., 1986; Theophilus, 2008). Vzdrževanje nerazgrajene RNA 
iz krvi, v primerjavi z drugimi tkivi, je problematično predvsem zato, ker kri vsebuje 
mnogo več RNaz kot ostala tkiva. Zato si pri metodi izolacije RNA iz krvnih celic 
prizadevamo, da postopek opravimo čim hitreje in s tem odstranimo moteče faktorje. 
Priporočljivo je, da s centrifugiranjem najprej ločimo eritrocite od ostalih celic, saj le-ti 
vsebujejo veliko ribonukleaz, ki razgrajujejo RNA. Vzorce RNA shranjujemo na ledu, saj s 
tem upočasnimo encimske reakcije. V krvi so prisotni tudi razni inhibitorji (hem, 
imunoglobulin G, laktoferin), katerih prisotnost vpliva na postopek ekstrakcije in 
zmanjšuje količino izolirane RNA (Al-Soud in Rådström, 2001; Al-Soud in sod., 2000; 
Akana in sod., 1994). Na metodo PCR lahko vplivajo tudi antikoagulanti, tak primer je 
heparin. 
 
Oceno kvalitete RNA lahko ocenimo preko števila RIN. Bližje kot je število RIN vrednosti 
10, bolj intaktna je RNA. Število RIN naših vzorcev smo izmerili na aparatu Agilent 
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Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, ZDA). Kljub temu je RNA, ki smo jo na različne 
načine pripravili iz celic, izoliranih iz krvi, v raztopini dobro ohranjena, saj so bila števila 
RIN za vsak vzorec visoka (preglednica 14). Vrednosti RIN so bile za z levkociti bogat 
vzorec BC RNA 9.7, za RNA mononuklearnih celic MNC 8.9 ter za vzorec RNA 
fibroblastov 9 (slika 22). Elektroferogram analiziranih vzorcev (slika 22) kaže, da dobimo 
vrhove 18S in 28S rRNA lepo ločene ter da se ne pojavljajo vrhovi, ki bi bili posledica 
razgrajene RNA. Le pri vzorcu EMC se okrog 25 sekunde pojavi vrh, ki onemogoči 
izračun vrednosti RIN. Ta vrh najverjetneje ni posledica razgrajene RNA, saj sta vrhova 
18S in 28S lepo vidna (Uršula Prosenc, Center za funkcijsko genomiko in biočipe, 
Medicinska fakulteta; ustno). S tem eksperimentom smo  potrdili hipotezo, da lahko s 
kompletom RNeasy® Plus Micro Kit (Qiagen, Nemčija) iz krvi izoliramo nerazgrajeno 
RNA, z meritvami koncentracije na aparatu NanoDrop pa smo potrdili še, da je izoliramo v 
zadostnih količinah za naš poskus.  
 
Na rezultate analiz izražanja genov z metodo PCR v realnem času lahko vpliva tudi 
genomska DNA, ki jo izoliramo kot stranski produkt ob izolaciji RNA ter predstavlja 
kontaminacijo RNA. Mnogi avtorji navajajo, da prisotnost gDNA v vzorcih lahko povzroči 
napačno interpretacijo rezultatov, saj se lahko nek označevalec izraža iz gDNA in ne 
cDNA (Flege in sod., 2006; Kucia in sod., 2006a; 2007a, Mueller, 2004). Zaradi velike 
občutljivosti metode PCR v realnem času je potrebno gDNA odstraniti, saj le tako lahko 
preprečimo hkratno pomnoževanje gDNA in cDNA (Baebler, 2006). To lahko naredimo z 
obdelavo vzorcev z encimom DNazo, z uporabo ustreznih kompletov, ki vsebujejo kolone, 
na katere se veže gDNA in jih nato zavržemo ali pa uporabimo ustrezno konstruirane 
začetne oligonukleotide, ki v vzorcu ne pomnožujejo gDNA. To naredimo tako, da vezava 
začetnika z matrico temelji na vezavi ekson-ekson, zato se gDNA (ki vsebuje introne) ne 
pomnožuje (Apte in Daniel, 2009).  
 
Želeli smo preveriti, ali z uporabo kompleta RNeasy® Plus Micro Kit gDNA res 
odstranimo iz vzorcev. Pri obdelavi vzorcev z DNazo moramo paziti, da jo inaktiviramo, 
saj drugače cDNA ni obstojna. Na elektroferogramu (slika 22) ostrina vrhov 18S in 28S 
mononuklearnih celic ter z levkociti bogatega vzorca kaže, da imamo v vzorcih prisotno 
gDNA, torej je s kolono gDNA Eliminator nismo popolnoma odstranili. Predvidevali smo, 
da gDNA verjetno vsebujejo tudi vzorci RNA, pripravljeni iz EMC, saj so bili pripravljeni 
s kompletom, ki ne vsebuje kolone gDNA Eliminator (dr. Susanne Ström, Inštitut 
Karolinska, Švedska; ustno). Da bi gDNA v teh vzorcih odstranili, smo vzorce RNA 
obdelali z encimom DNazo, z reverzno transkriptazo sintetizirali cDNA ter v vzorcih 
RNA, cDNA, sintetizirani iz z DNazo obdelane RNA ter v vzorcih cDNA, sintetiziranih iz 
z DNazo neobdelane RNA, preverili izražanje različnih označevalcev z metodo PCR v 
realnem času. Začetni oligonukleotidi za določanje izražanja teh označevalcev so bili 
skonstruirani tako, da so se vezali na tarčne gene v različnih molekulah nukleinskih kislin. 
Označevalec RhD intron 4 se je vezal na tarčno zaporednje v intronu 4 gena za RhD, torej 
samo na gDNA. Označevalec Oct-4A je konstruiran tako, da se smiselni in protismiselni 
oligonukleotid vežeta vsak na eno stran stika ekson-ekson. Tako skonstruiran označevalec 
se naj bi načeloma vezal samo na cDNA, a lahko izjemoma prepozna tudi tarčno zaporedje 
v gDNA (Applied Biosystems, 2008). Označevalec ciklofilin C je narejen tako, da se 
smiselni in protismiselni oligonukleotid vežeta vsak na eno stran stika ekson-ekson, 
označevalec se veže samo na cDNA. 



51 
Konečnik P. Določanje izražanja označevalcev embrionalnih matičnih celic… z metodo PCR v realnem času.  
   Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2009 

 

 
Namen poskusa z DNazo je bil dvojen. Preverjali smo, ali imamo v vzorcih gDNA ter ali z 
obdelavo vzorcev z DNazo odstranimo gDNA, ki lahko moti potek poskusa in 
interpretacijo rezultatov. Pri poskusu, kjer smo preverjali prisotnost gDNA, smo primerjali 
podatke o Ct, pridobljene z RhD intron 4, ki se veže na introne, torej se signal izraža iz 
gDNA ter Oct-4A, ki se veže tako na gDNA kot cDNA. Če kateri od vzorcev vsebuje 
gDNA, se le-ta pokaže tako, da jo zaznamo pri obeh označevalcih, v vseh vzorcih. Glede 
na naše rezultate lahko rečemo, da je v vzorcih prisotna gDNA, saj se označevalec RhD 
intron 4 izraža v vsakem vzorcu, vendar pri relativno visokih vrednostih Ct (v poznih 
ciklih) (preglednica 15). Pri ciklofilinu C je vrednost Ct pri vseh vzorcih približno istih 
vrednosti, kar pomeni, da je v vzorcih prisotna gDNA (preglednica 17). Označevalec Oct-
4A, ki se veže tako na cDNA kot gDNA, kaže predvidljiv vzorec, in sicer zaznamo signal 
pri RNA, iz katerega izračunamo Ct (preglednica 16). Nižje vrednosti Ct se pojavijo pri 
cDNA, ki je bila sintetizirana iz RNA, ki ni bila obdelana z DNazo, v primerjavi z 
vrednostmi Ct pri cDNA, ki je bila sintetizirana iz obdelane RNA. Kasnejši signal je 
posledica obdelave vzorca z DNazo, saj s tem odstranimo nekaj gDNA, v vzorcu je manj 
matric, na katere se veže specifični začetni oligonukleotid in specifični signal se doseže 
kasneje. 
 
Pri tem poskusu smo tudi preverjali, če z obdelavo vzorcev RNA z DNazo odstranimo 
gDNA. Pri predpostavki, da imamo v vzorcih gDNA, kar smo potrdili pri prvem delu 
poskusa, bi morali biti pražni cikli Ct vzorcev cDNA, ki je bila sintetizirana iz z DNazo 
obdelane RNA višji (signal dobimo kasneje) od pražnega cikla Ct vzorcev cDNA, ki je bila 
sintetizirana iz z DNazo neobdelane RNA (ker gDNA odstranimo). To seveda velja le za 
začetni oligonukleotid Oct-4A, ki se veže na gDNA in cDNA. Pri označevalcu, ki se veže 
samo na cDNA (v našem primeru ciklofilin C), bi morale biti vrednosti Ct pri vseh vzorcih 
cDNA približno enake, ker predpostavljamo, da je prisotna gDNA. Označevalec RhD se v 
vzorcih fibroblastov v cDNA, ki je bila sintetizirana iz neobdelane RNA, pojavi v enakem 
ciklu, kot pri cDNA, ki je bila sintetizirana iz neobdelane RNA, to pomeni, da gDNA 
nismo odstranili. Vrednost Ct pri EMC je v cDNA, ki je bila sintetizirana iz neobdelane 
RNA, 32, pri cDNA, ki pa je bila sintetizirana iz neobdelane RNA, pa  40. Pri vzorcu EMC 
je vidno, da se s postopkom obdelave z DNazo nekaj gDNA odstrani, pri fibroblastih pa 
ne. To je posledica različnega načina izolacije RNA. Pri izolaciji fibroblastov smo 
uporabili čiščenje RNA s kolono gDNA Eliminator, pri izolaciji RNA iz EMC pa je bil 
uporabljen komplet, ki te kolone nima. Pri vzorcu mononuklearnih celic MNC je Ct 
vrednost enaka, kar ponovno nakazuje, da gDNA nismo odstranili (preglednica 15). Enako 
velja za označevalec Oct-4A, in sicer je pri fibroblastih v cDNA, ki je bila sintetizirana iz 
RNA, ki ni bila obdelana z DNazo, Ct vrednost nižja kot pri cDNA, ki je bila sintetizirana 
iz z DNazo obdelane RNA. Torej smo z obdelavo nekaj gDNA odstranili, vendar pa ne 
dovolj, saj signal še vedno zaznavamo v relativno poznih ciklih. Pri EMC je vidno tudi, da 
se z obdelavo vzorcev z DNazo nekaj genomske DNA odstrani, saj je Ct v vzorcu cDNA, 
ki je bila sintetizirana iz neobdelane RNA, 22, pri cDNA, ki pa je bila sintetizirana iz 
RNA, ki je bila obdelana z DNazo, pa 24. Vrednost za označevalec Oct-4A je v cDNA 
mononuklearnih celic MNC, ki je bila sintetizirana iz neobdelane RNA, 35, v cDNA, ki pa 
je bila sintetizirana iz obdelane RNA, pa 33. To nasprotuje trditvi, da se v cDNA, ki je bila 
sintetizirana iz z DNazo obdelane RNA, signal pojavi kasneje, torej imamo opravka z 
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gDNA (preglednica 16). Pri označevalcu ciklofilinu C so vrednosti Ct z in brez obdelave z 
DNazo podobne, v vzorcih je še vedno prisotna gDNA (preglednica 17). 
 
Ker smo gDNA zaznali v vzorcih RNA tako pri merjenju integritete RNA kot tudi z 
metodo PCR v realnem času, torej ne velja, da v vzorcih RNA gDNA ni prisotna. gDNA je 
ostala tudi po obdelavi z DNazo. Ker pa je bilo možno ločili signal, ki prihaja z gDNA oz. 
cDNA (velika razlika v vrednostih Ct v EMC pri označevalcu Oct-4A med vzorcema RNA 
oz. cDNA (preglednica 15 in 16) smo se odločili, da vzorcev RNA pred uporabo za sintezo 
cDNA ne bomo obdelali z DNzo. 
 
Prepis RNA v cDNA je ena izmed ključnih faz za natančno kvantifikacijo količine RNA. 
Napake pri prepisu RNA v cDNA lahko nastanejo zaradi tvorbe sekundarnih ali terciranih 
struktur RNA, variabilnosti v učnikovitosti začetnih oligonukleotidov in lastnosti encima 
reverzne transkriptaze. Količina cDNA lahko variira tudi do 100x glede na opazovani gen 
in uporabo reverzne transkriptaze (Baebler, 2006). Do napak pri ocenjevanju koncentracije 
RNA je prišlo tudi pri nas, saj smo zaznali razliko med koncentracijami, merjenimi na 
klasičnem spektrofotomeru in aparatu NanoDrop. Avtorji navajajo, da je za merjenje 
koncentracije bolj zanesljivo merjenje na napravi NanoDrop (Fleige in Pfaffl, 2006), zato 
smo koncentracije vzorcev izmerili na ta način. 
 
Izražanje embrionalnih označevalcev smo določali z metodo PCR v realnem času. Metoda 
je zelo občutljiva in ima širok razpon kvantifikacije. Z metodo lahko zaznamo in izmerimo 
minimalne količine nukleinskih kislin v različnih vzorcih. Metoda PCR v realnem času je 
hitra, občutljiva in specifična (Bustin in sod., 2009). Kljub mnogim prednostim pa se pri 
uporabi te metode srečujemo tudi s problemi, ki lahko zelo vplivajo na interpretacijo 
rezultatov. Pri analizah s PCR v realnem času je pomembno, da delamo s čisto in 
nerazgrajeno RNA še posebej zato, ker delamo z nizkimi koncentracijami nukleinskih 
kislin (Flege in Pfaffl, 2006). Srečujemo se tudi s problemom endogenih kontrol, saj se 
gospodinjski geni v različnih tkivih ne izražajo enako, kar lahko vodi do nepravilne 
interpretacije rezultatov (Glare in sod., 2002). Priporočljivo je testirati več 
normalizacijskih genov in se na podlagi rezultatov odločiti za tistega, ki daje najboljše 
rezultate (Dheda in sod., 2004; Bustin in sod., 2009; Wong in Medrano, 2005). 
  
Z diplomskim delom smo preverjali izražanje označevalcev embrionalnih matičnih celic v 
periferni krvi, saj predhodne raziskave potrjujejo, da so celice, ki izražajo te označevalce, 
prisotne v različnih tkivih (Ratajczak in sod., 2007a, 2007b; D´Ippolito in sod, 2004; 
Cesselli in sod., 2009). Kot kalibratorski vzorec smo izbrali vzorec RNA, pripravljen iz 
celične kulture fibroblastov v poznih pasažah. Izražanje embrionalnih označevalcev Nanog 
in Oct-4A smo zaznali tudi v tem vzorcu, vendar so vrednosti pražnih ciklov visoke 
(neobjavljeni rezultati). To izražanje je najverjetneje posledica izražanja označevalcev iz 
gDNA, saj smo s predhodnimi eksperimenti pokazali, da imamo v naših vzorcih prisotno 
tudi gDNA, ki je iz vzorcev nismo mogli popolnoma odstraniti. Pokazali smo, da se v 
celicah MNC in v z levkociti bogatem vzorcu, izražata embrionalna označevalca Nanog in 
Oct-4A (relativni nivo izražanja gena Oct-4A v MNC je 16,12, gena Nanog pa 26,04, 
relativni nivo izražanja gena Oct-4A v z levkociti bogatem vzorcu je 17,61, gena Nanog pa 
14,37 (slika 23 in 24)). Ker je Ct izražanja gena Nanog 32 pri MNC in 33 pri z levkociti 
bogatem vzorcu ter Oct-4A 30 pri z levkociti bogatem vzorcu in 32 pri MNC 
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predvidevamo, da se izražata iz cDNA, saj se v primerjavi s fibroblasti, pri katerih sta 
vrednosti Ct Nanog in Oct-4A 35, izražajo prej (neobjavljeni rezultati). Izražanje 
označevalcev Oct-4A in Nanog smo izmerili tudi pri vzorcu Lin- (slika 23). Vendar je Ct 
zelo visok, podobno kot pri fibroblastih (neobjavljeni rezultati), zato predvidevamo, da so 
se označevalci vezali na specifično zaporedje v gDNA in ne v cDNA. Izražanja 
embrionalnega označevalca Sox-2 v tem poskusu nismo zaznali.  
 
Ker smo želeli preveriti, ali se Sox 2 dejansko ne izraža ali pa je to posledica zelo nizkega 
izražanja v celicah, smo se odločili, da bomo cDNA pred uporabo v metodi PCR v realnem 
času namnožili v postopku specifičnega pomoževanja cDNA, preamplifikacije. Po končani 
preamplifikaciji dobimo v vzorcu več kopij gena, zato ga z metodo PCR v realnem času 
zaznamo pri nižjih vrednostih Ct. Pokazali smo, da se s preamplifikacijo trend izražanja 
označevalcev v primerjavi z eksperimentom, v katerem cDNA nismo predhodno 
namnožili, ohranja (preglednica 19). Po preamplifiakciji smo izmerili tudi močno izražanje 
označevalca Oct-4A v celicah Lin-, celo višje, kot jo imajo EMC (slika 28). Vrednosti Ct 
so visoke, torej to pomeni, da se Oct-4A izraža iz gDNA. 
 
Po preamplifikaciji cDNA smo zaznali tudi izražanje Sox-2 v vzorcih mononuklearnih 
celic ter v z levkociti bogatem vzorcu – v teh vzorcih pred preamplifikacijo izražanja gena 
Sox-2 nismo zaznali. Očitno je izražanje tega gena v vzorcih, pripravljenih iz PK, slabo. 
Vendar pa ta rezultat dokazuje, da smo s pomnožitvijo specifične cDNA povečali 
občutljivost metode  PCR v realnem času. 
 
Z merjenjem izražanja embrionalnih označevalcev z metodo PCR v realnem času v 
vzorcih, pripravljenih iz PK, smo pokazali, da se izražata označevalca Oct-4A in Nanog v 
mononuklearnih celicah in v z levkociti bogatem vzorcu, izražanje označevalca Sox-2 pa je 
zelo slabo in ga s klasičnih postopkom PCR v realnem času ne moremo zaznati. S 
preamplifikacijo cDNA smo pokazali, da se označevalec Sox-2 izraža v mononuklearnih 
celicah in v z levkociti bogatem vzorcu, vendar pa je relativni nivo izražanja le 2. Ti 
rezultati se ujemajo s trditvami Kucie in sod. (2008c), ki pravijo, da so celice VSEL 
prisotne v mišji periferni krvi, te celice pa izražajo poleg ostalih tudi označevalca Oct-4A 
in Nanog. V krvi so prisotne tudi celice MIAMI, ki poleg ostalih označevalcev izražajo 
tudi Oct-4A (D´Ippolito in sod., 2004), kar sovpada z našimi rezultati. Cesselli in sod. 
(2009) poročajo, da so iz periferne krvi izolirali celice MAPC, ki izražajo označevalce 
Nanog, Oct-4A ter Sox-2, torej enake označevalce, kot smo jih mi zaznali v diplomski 
nalogi. Tudi mezenhimske matične celice izražajo označevalca pluripotentnosti Oct-4A in 
Nanog (Buhring in sod., 2007), prav tako endotelijske matične celice (Ribatti, 2007), torej 
so tudi naši rezultati pokazatelj, da so v krvi prisotne celice, ki močno izražajo označevalce 
pluripotentnosti Nanog in Oct-4A ter v manjši meri tudi Sox-2.  
 
Potrebne so nadaljne raziskave, s katerimi bi določili za kateri tip EM celic gre oz. ali niso 
to morda karcinomske celice, ki tudi lahko izražajo te označevalce (Oct-4A, Nanog in Sox-
2). S poznavanjem signalnih poti, ki sodelujejo pri samoobnavljanju oz. diferenciaciji 
EMC, bi lahko v prihodnosti tarčno usmerjali diferenciacijo v želene celične tipe in morda 
razjasnili mehanizem, zakaj lahko EMC postane EC celica ter se temu pri delu s EMC 
izogibali. 
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5.1 PRIHODNJE DELO 

V prihodnosti bo potrebno izolirati tip embrionalnih matičnih celic, ki smo jih identificirali 
v periferni krvi in dokazati njihovo pluripotentnost in uniformnost v vseh organih. To 
lahko dosežemo z uporabo genetskih označevalcev, ki so sestavni element genskega 
kartiranja in se hkrati uporabljajo tudi za kontrolo genske uniformnosti. Genski 
označevalci pa so lahko vse razlike, ki se jih da določiti z molekularnimi, imunološkimi, 
biokemičnimi ali morfološkimi metodami.  
 
Potrebno bi bilo tudi izboljšati izolacijo EMC celic iz krvi in ostalih tkiv, saj z izolacijo 
dobimo zelo majhno število celic, ter postopkov diferenciacije v različne celične tipe.  
 
Z nadaljnimi raziskavami bo potrebno poleg že znanega G-CSF poiskati še druge faktorje, 
ki povzročijo izplavljanje embrionalnih matičnih celic v periferno kri. Z vidika uporabe teh 
celic v regenerativni medicini bi bilo koristno vedeti, kateri so tisti faktorji, ki povzorčajo 
vezavo iz krvi v specifična tkiva, saj bi lahko s poznavanjem teh faktorjev ciljno delovali 
na poškodovano tkivo. Dobro bi bilo vedeti, ali se v kulturi razvijejo strukture podobne 
embrioidnim telescem ter ali vsebujejo celice embrioidnih telesc označevalce vseh treh 
zarodnih plasti.  
 
Rezultati diplomskega dela bodo spodbudili raziskave, ki bodo usmerjene k aplikacijam v 
celični terapiji ter posledično v uporabo embrionalnih matičnih celic v regenerativni 
medicini. 
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6 POVZETEK 

V človeškem telesu se nahajajo celice, ki se ohranjajo v telesu vse življenje in omogočajo, 
da se tkiva in organi obnavljajo. Te celice se imenujejo matične celice (MC, angl. stem 
cells) in so nediferencirane celice, ki imajo sposobnost dolgotrajnega deljenja in tvorbe 
sebi identičnih kopij – samoobnavljanja – ter diferenciacije v bolj usmerjene tkivne celice. 
Najdemo jih v vseh tkivih odraslega človeka, npr. epiteliju, prebavilih, skeletnih mišicah, 
očeh, jetrih, dojki, zobni pulpi, koži, lasnih mešičkih, periferni krvi, maščobnem tkivu,  
testisih, prostati, v ovarijih. Odgovorne so za nadomeščanje odmrlih celic ali popravljanje 
tkivnih poškodb. Z njimi lahko tudi zdravimo določene degenerativne, presnovne, 
prirojene in rakaste bolezni, predvsem pa mehanske poškodbe tkiv in organov (Strbad in 
Rožman, 2005). 
 
Razvoj metode PCR v realnem času je izjemnega pomena, saj lahko z njo spremljamo 
izražanje specifičnih genov v zelo kratkem času in v majhnih količinah vzorcev. S PCR v 
realnem času v vzorcu podvojujemo specifično tarčno sekvenco DNA, kopičenje DNA pa 
spremljamo z merjenjem fluorescence. Ko fluorescenčni signal barvila doseže pražno 
stopnjo, to lahko povežemo s količino tarčne sekvence, kar nam omogoči kvantifikacijo 
DNA. Metoda PCR v realnem času ima mnogo prednosti, ima pa tudi nekaj slabosti, na 
katere moramo biti pozorni pri pri delu z njo, saj nepravilna uporaba metode lahko vodi do 
napačne interpretacije rezultatov. 
 
Kot kaže, se v PK nahajaja populacija zgodnjih MC, saj smo v vzorcih mononuklearnih 
celic in v z levkociti bogatem vzorcu krvi zaznali izražanje označevalcev pluripotentnosti 
(Oct-4A, Sox-2 in Nanog). Po pridobivanju vzorcev periferne krvi zdravih prostovoljcev 
smo izolirali RNA iz z levkociti bogatega sloja krvi ter iz mononuklearnih celic, ki smo jih 
dobili z izolacijo na fikolu in nato z ločitvijo s sistemom StemSep™. Dobljeni rezultati 
potrjujejo, da se v periferni krvi odraslih oseb nahaja populacija celic, ki izraža 
embrionalne označevalce in za katere predpostavljamo, da je sposobna nadaljne 
diferenciacije.  

V prihodnosti nas čaka še veliko dela na področju izolacije in identifikacije zgodnjih 
matičnih celic ter razvoj metod za njihovo uspešno gojenje in namnoževanje. 
Predvidevamo, da bodo te celice dober vir matičnih celic za uporabo v celičnih terapijah in 
regenerativni medicini.  
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