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Humane embrionalne mati¢ne celice (hESC) predstavljajo neomejen vir celic za
uporabo v regenerativni medicini. Prakticna uporaba hESC temelji na razvoju
enostavnih in uéinkovitih protokolov za usmerjeno diferenciacijo celic. Pridobljena
populacija mora biti uniformna, enostavna za gojenje, mora preziveti transplantacijo
in vivo in tvoriti funkcionalno tkivo brez tveganja nastanka tumorjev. V
raziskovalnem delu te diplomske naloge smo celostno okarakterizirali predniSke
celice, ki so bile pridobljene iz hESC (hESC-P). Preverjali smo njihovo morfologijo,
sposobnost rasti v kulturi ter njihov diferenciacijski potencial za tvorbo nekaterih
mezenhimskih tkiv (kost, hrustanec ter mas¢obno tkivo). Rezultate smo primerjali z
dvema populacijama mezenhimskih mati¢nih celic iz kostnega mozga kot pozitivno
kontrolo in primarnimi ¢loveskimi fibroblasti kot negativno kontrolo. Celice smo
diferencirali v monoslojih in v kulturah peletov stiri tedne ter jih ovrednotili z
biokemijskimi, histoloskimi in molekularno bioloskimi analizami. V nadaljevanju
raziskave smo celice hESC-P nasadili na nosilce iz decelularizirane goveje kosti ter
ugotavljali ucinkovitost nasajevanja in viabilnost celic v osteogenem gojiscu.
Ugotovili smo, da so bile hESC-P morfolosko podobne odraslim mezenhimskim
mati¢nim celicam ter so sposobne dolgotrajne rasti v kulturi. Diferenciacijski testi so
pokazali, da so se hESC-P sposobne diferencirati v zrel osteoblastni fenotip ter
tvoriti mineraliziran ekstracelularni matriks. V nasprotju s kontrolnimi kulturami so
hESC-P izrazale omejen potencial za hondrogeno in adipogeno diferenciacijo. Po
nasaditvi na nosilec iz decelularizirane kosti so se hESC-P nanj uspesno pritrdile,
ostale zive ter se v treh dneh zacele podvojevati. Na osnovi naSih rezultatov lahko
zakljuc¢imo, da so hESC-P potencialno uporabne v tkivnem inzenirstvu Kosti.
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Human embryonic stem cells (hESC) represent an unlimited and universal stem cell
source for applications in regenerative medicine. Practical use of hESC depends on
development of simple and efficient protocols for their directed differentiation.
Generated cell populations should be uniform, easy to culture and should survive in
vivo transplantation and produce functional tissue without the risk of tumor
formation. In our study, we have characterized progenitor cells derived from hESC
(hESC-P). We monitored hESC-P morphology in culture, tested their potential for
growth and ability to differentiate into several mesenchymal tissues (bone, cartilage
and fat tissue). We compared our results with two populations of bone marrow-
derived mesenchymal stem cells as a positive control and primary human
fibroblasts, which served as a negative control of differentiation. Cells were
differentiated in monolayer and pellet cultures for four weeks, and evaluated with
biochemical, histological and molecular assays. Subsequently, we have seeded
hESC-P cells on decellularized bovine bone scaffolds and determined the seeding
efficiency and cell viability in osteogenic medium. Our results show that hESC-P
resemble morphologically adult mesenchymal stem cells and posses potential for
prolonged growth in culture. Differentiation assays indicated that hESC-P can
differentiate into mature osteoblast phenotype and form mineralized extracellular
matrix. In contrast to control cultures, hESC-P expressed limited potential for
chondrogenic and adipogenic differentiation. After seeding on decellularized bone
scaffolds, hESC-P remained viable, successfully attached and started proliferating
after three days. Based on the results of our studies, we can conclude that hESC-P
could be usefull in the field of bone tissue engineering.
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deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic Acid)
embrioidno telesce (angl. Embrioid Body)

ekstracelularni matriks (angl. Extracellular matrix)
etilendiaminotetraocetna Kislina

encimskoimunski test (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay)

epitelno-mezodermalna tranzicija

embrionalna mati¢na celica (angl. Embryonic Stem Cell, ESC)
fetalni tele¢ji serum (angl. Fetal Bovine Serum)

fibroblastni rastni faktor (angl. Fibroblast Growth Factor)

fetalna jetrna kinaza (angl. Fetal Liver Kinase)

angl. Forkhead box a-2

Fourierjeva transformacijska infrardeca spektroskopija (angl.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

glikozaminoglikani (angl. Gycosaminoglycans)

gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (angl. Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase)

humani (pridevnik)

hidroksiapatit

predniSka celica, pridobljena iz humane embrionalne mati¢ne celice
(angl. Human Embryonic Stem Cell-derived Progenitor cell)
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IBMX
ICM
IGF
iPS celica
ITS
IVF
KIf
KOL-I
KOL-I11
LPL

m
MmRNA
MSC
NHF
OCN
Oct-4
OPN
OR
PBS
PCR
Pen-Strep
PLA
PLGA

POL-2
PP
PPARY

PTH/PTHIP-R
gPCR

RNA

ROCK

RT

RT-PCR
SCID

Sox
SSEA
STO
TGF-p

VEGF

VK
Whnt
o-MEM
B-GP

3-izobutil-1-metilksantin

notranja celi¢na masa (angl. Inner Cell Mass)

inzulinu podoben rastni faktor (angl. Insulin-like Growt Factor)
inducirana pluripotentna matic¢na celica

inzulin-transferin-selen

in vitro oploditev (angl. In Vitro Fertilisation)

angl. Kriippel like factor

kolagen tipa |

kolagen tipa Il

lipoproteinska lipaza

mi§ji (pridevnik)

informacijska RNA (angl. messenger RNA)

mezenhimska mati¢na celica (angl. Mesenchymal Stem Cell)
normalni humani fibroblasti

osteokalcin (angl. Osteocalcin)

oktamer-4

osteopontin

Oil Red O

fosfatni pufer (angl. Phosphate Buffered Saline)

verizna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction)
penicilin-streptomicin

polimle¢na kislina (angl. Polylactic Acid)

poli(mle¢na-ko-glikolna) kislina (angl. Poly (Lactic-co-Glycolic
Acid)

polimeraza tipa Il

primitivna proga

s peroksisomsko proliferacijo  aktiviran receptor-y (angl
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y)

s paratiroidnim hormonom povezan peptidni receptor

kvantitativni PCR

ribonukleinska kislina (angl. Ribonucelic Acid)

angl. Rho-associated coiled-coil kinase

reverzna transkripcija

reverzna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo

huda kombinirana imunska pomanjkljivost (angl. Severe Combined
Immunodeficiency Disease)

angl. Sex Determining Region Y-box

angl. Stage-Specific Embryonic antigen

mi§ja fibroblastna celi¢na linija

transformirajoci rastni faktor f (angl. Transforming Growth Factor
P)

rastni faktor Zilnega endotelija (angl. Vascular Endothelial Growth
Factor)

Von Kossa

»Wingless« protein

angl. a-Minimal Essential Medium

B-glicerofosfat
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SLOVARCEK

POJEM

RAZLAGA

Adherenten (celice)*

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

Adipocit* Mascobna celica. Specializirana celica za hranjenje energije v obliki
mascobe.

Alogenski* Tkivo, celice ali organ drugega osebka iste bioloske vrste, ki pa je
genetsko razli¢en in zato tudi imunsko neskladen.

Avtologen* Tkivo, celice ali organ, ki jih presadimo istemu osebku, ki jih je
daroval.

Biomaterial* Naraven ali sinteti¢ni material (npr. kovina ali polimer), ki je primeren

za uporabo skupaj z zivim tkivom, posebno kot del medicinskega
pripomocka (npr. umeten sklep).

Dediferenciacija*

Proces, v katerem se diferencirane somatske celice vrnejo v manj
diferencirano, multipotentno stanje.

Diferenciacija*

Proces, v katerem manj specializirana celica pridobi lastnosti bolj
specializiranih celic.

Ekstracelularni matriks (ECM)*

Mikrookolje med celicami, ki jim nudi oporo, orientacijo in omogoca
medceli¢ne interakcije. ECM kosti sestavljata organska in anorganska
komponenta. Organska komponenta je 90 % kolagen tipa I, glavna
anorganska komponenta pa je kalcijev fosfat v obliki hidroksiapatitnih
kristalov.

Embrioidno telesce*

Okrogel skupek celic, ki ga dobimo, ¢e gojimo embrionalne matic¢ne
celice v suspenzijski kulturi. Embrioidna telesca vsebujejo celice vseh
treh embrionalnih (zarodnih) plasti in se uporabljajo za Studije in vitro
diferenciacije ESC. Embrioidna telesca ne nastajajo pri normalnem
razvoju, ampak se razvijejo samo v razmerah in vitro.

Embrionalne mati¢ne celice*

Pluripotentne mati¢ne celice, ki jih najdemo v zgodnjem zarodku —
blastocisti (~5. dan) ter jih lahko imunokorirur$ko ali mehansko
izoliramo iz notranje celi¢ne mase ter vzpostavimo celi¢no linijo.

Fibroblast*

Celica vezivnega tkiva sploséene podolgovate oblike s
citoplazemskimi izrastki in ovalnim jedrom. So najbolj pogost celi¢ni
tip v vezivnem tkivu. Fibroblasti sintetizirajo ekstracelularni matriks
iz kolagenskih vlaken in imajo pomembno vlogo pri celjenju ran.

Hi$ni gen*

Konstitutivni gen, ki se prepisuje v relativno konstantnih nivojih v
mnogih ali vseh znanih pogojih. Njegovi produkti so pomembni za
vzdrzevanje celice. Predvideva se, da eksperimentalni pogoji ne
vplivajo na njegovo izrazanje. Primeri hisnih genov so aktin, GAPDH
in ubikvitin.

Hondrocit*

Specializirana celica hrustan¢nega tkiva. Hondrociti so edine celice v
hrustancu. Proizvajajo in vzdrzujejo hrustanéni matriks, ki je
sestavljen iz kolagena in proteoglikanov.
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Konfluentnost™ PrerasCenost dna gojilne posodice s celicami. Ce so celice

konfluentne, pomeni, da so popolnoma prerasle dno posode.

Mezenhimska mati¢na celica™

Multipotetna mati¢na celica, ki se lahko diferencira v celice kosti,
hrustanca, miSic in mas$€evja. Glavni vir je stromalna frakcija
kostnega mozga, nahaja pa se tudi v maséobnem in vezivnem tkivu.

Multipotentnost*

Sposobnost diferenciacije celic v nekatere celicne tipe znotraj svoje
zarodne plasti. Primer so krvotvorne maticne celice.

Osteoblast

Razvojna stopnja kostne celice. Je postmitotska celica kuboidne
oblike z moc¢no alkalno fosfatazno aktivnostjo in sposobnostjo tvorbe
mineraliziranega matriksa (Aubin in sod., 1998).

Osteocit

Najvi§ja razvojna stopnja kostne celice. Osteocit je manjsi kot
osteoblast, postmitotski, izgubi nekatere citoplazemske organele in je
relativno metabolno neaktiven. Znacilna je zmanjSana proizvodnja
ekstracelularnega matriksa ter alkalno fosfatazna aktivnost v
primerjavi z osteoblasti (Aubin in sod., 1998).

Pasaza*

Presaditev celic v celi¢ni kulturi, po navadi presaditev opravimo, ko
celice v kulturi popolnoma prerastejo dno gojitvene posode (t. i.
konfluentno stanje).

Pelet

Kompaktni celi¢ni skupek, ki ni pritrjen na plastiko. Sestavlja ga
priblizno 300 000 celic. Uporablja se za in vitro studije vpliva
tridimenzionalnega okolja in medceli¢nih interakcij na diferenciacijo
matiénih celic (Mackay in sod., 1998).

Pluripotentnost*

Sposobnost diferenciacije celic v vse tri zarodne plasti (endoderm,
ektoderm, mezoderm), ne pa v trofoblast. Primer so embrionalne
mati¢ne celice.

Predniska celica*

Potomka mati¢ne celice v direktni liniji.

Predniska celica, pridobljena iz
embrionalne mati¢ne celice

Predniska celica, ki je bila pridobljena v postopku in vitro
diferenciacije embrionalnih mati¢nih celic. Predniska celica je
potomka matiéne celice. Podobno kot mati¢na celica ima sposobnost
diferenciacije v specifi¢ni celi¢ni tip. Za razliko od maticne celice je
bolj specifi¢na, njen diferenciacijski potencial je zmanjsan. Je uni- ali
oligopotentna.

Regenerativna medicina*

Veja medicine, ki se ukvarja z obnovo fizioloskih funkeij organov in
tkiv in pri tem uporablja postopke naprednega zdravljena: gensko
terapijo, terapijo s celicami in tkivno inzenirstvo. Pri celi¢nih terapijah
je poudarek na uporabi matiénih in predniskih celic.

SCID*

Sindrom hude kombinirane imunske pomanjkljivost ali SCID (Severe
Combined Immunodeficiency) je bolezen, ki nastane zaradi
nedelujoc¢ih T in B-limfocitov. Transgene SCID miske ne zavracajo
tujin celic, zato se lahko med drugim uporabljajo za testiranje
pluripotentnosti embrionalnih mati¢nih celic ¢loveka.

Teratom*

Tumor, sestavljen iz skupka razli¢nih tipov tkiva. Vsebuje celice vseh
treh embrionalnih plasti (ektoderm, mezoderm, endoderm). Ce
pluripotentne mati¢ne celice vbrizgamo v SCID miske, se razvijejo v
teratom, kar uporabljamo kot bistveni in vivo dokaz njihove
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pluripotentnosti.

Tkivno inzenirstvo*

Interdisciplinarno podrocje, ki uporablja celice, biokemi¢ne dejavnike,
sinteticne nadomestke in inZenirske metode za ustvarjanje umetnih
organov in tkiv, ki se nato uporabijo v regenerativni medicini za
menjavo ali izboljsanje funkcije poskodovanega organa ali tkiva.

Transdeterminacija*

Proces, pri katerem predniske mati¢ne celice ene usmeritve nenadoma
spremenijo v celice druge predniske usmeritve, npr. iz mezodermalnih
nastanejo ektodermalne prednice. Pojem je privzet iz embriologije
vinske musice, pri kateri so pod doloCenimi pogoji opazovali
preobrazbenog v krila in obratno.

Transdiferenciacija*

Proces, pri katerem se tkivne mati¢ne celice iz enega tkiva odraslega
spremenijo (oz. diferencirajo) v specializirane celice drugega tkiva.

Unipotentnost*

Sposobnost diferenciacije celic v samo en celi¢ni tip.

Zona pelucida*

Glikoproteinska ovojnica, ki obdaja zarodek v predimplantacijski fazi.

*Citirano po Rozman in Jez (2009)
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1 UvOD

Clovesko telo sestavlja 10 do 100 biljonov celic. Kljub osupljivi kompleksnosti pa je
regenerativna sposobnost ¢loveka majhna v primerjavi z dvozivkami, ki lahko nadomestijo
izgubljeni ud Ze v 70 dneh. Obnova uda pri moceradu poteka z dediferenciacijo celic, ki se
nato namnoZzijo in specializirajo v izgubljeni del telesa. Regenerativha sposobnost
Cloveskega telesa je omejena na doloCena tkiva, pogosto pa je posledica poskodbe
zmanjsana funkcija ali celo popolna odpoved organa. Pri vi§jih vretencarjih je sposobnost
regeneracije celih organov zamenjala bolj precizna zmozZnost celjenja ran. Vecina
obnovitvenih procesov pri sesalcih je neodvisna od dediferenciacije in je posledica
aktivacije Ze obstojec¢ih mati¢nih in predniskih celic.

Mati¢ne celice so grobo definirane kot celice, ki imajo sposobnost samoobnavljanja in
diferenciacije v razlicne specializirane celicne tipe. Nain podvojevanja maticne celice je
lahko simetricen ali nesimetricen. V prvem primeru sta obe hcerinski celici enaki
materinski, na tak na¢in mati¢ne celice med razvojem povecujejo svoje Stevilo. Rezultat
nesimetri¢ne delitve pa sta dve neenaki celici, ena je identi¢na materinski, druga pa je bolj
diferencirana in postopoma preide v serijo diferenciacijskih korakov. Na ta na¢in mati¢ne
celice ohranjajo svoje Stevilo, hkrati pa s proizvodnjo bolj specializiranih celi¢nih tipov
regenerirajo ¢lovesko telo.

Naslednja lastnost mati¢nih celic je njihova plasticnost. Plasticnost pomeni sposobnost
diferenciacije v druge celicne tipe, kot so tkiva, v katerih se nahajajo. Mehanizem
plasti¢nosti ni popolnoma pojasnjen in je najverjetneje sestavljen iz dediferenciacije,
transdiferenciacije, transdeterminacije ter morda celo celicne fuzije med odraslimi in
mati¢nimi celicami. Dediferenciacija je proces razvoja odrasle ali linijsko usmerjene celice
v bolj primitivno obliko. Transdeterminacija je preskok v drugo prednisko celicno linijo.
Transdiferenciacija je sposobnost, ki omogo¢i diferencirani celici, da pridobi fenotipske
znacilnosti druge diferencirane celice.

Po sposobnosti diferenciacije lahko mati¢ne celice razdelimo na toti-, pluri-, multi- in
unipotentne. Zigota je totipotentna celica, ki se je edina sposobna razviti v vse tipe
¢loveskih celic, vklju¢no s spolnimi celicami in izvenembrionalnimi tkivi. Pluripotentne
maticne celice so se sposobne diferencirati v vse tri zarodne plasti (mezoderm, ektoderm in
endoderm), ne pa v trofoblast, to je v del blastociste, ki se vgnezdi v steno maternice in se
kasneje razvije v posteljico. Primer pluripotentnih celic so embrionalne mati¢ne celice
(angl. Embryonic Stem Cells, ESC). Multipotentne mati¢ne celice so Sposobne
diferenciacije v nekatere celicne vrste znotraj svoje zarodne plasti. Taks$ne so krvotvorne
maticne celice. Unipotentne maticne celice pa SO Se sposobne razviti le v eno celi¢no vrsto.
Imenujemo jih tudi celice prednice. Od ostalih celic v telesu jih razlikuje sposobnost
samoobnavljanja.

Glede na njihov izvor lahko mati¢ne celice razdelimo v embrionalne mati¢ne celice in
mati¢ne celice odraslega. ESC izhajajo iz notranje celicne mase blastociste,
predimplantacijske stopnje zarodka, Ki vsebuje 50-150 celic (Thomson, 1998). So
pluripotentne, pridobivanje pa je eti¢no sporno, saj pri njihovi izolaciji ve¢inoma pride do
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uni¢enja zarodka. Vir ESC so vec¢inoma zarodki, ki so nastali v postopkih umetne
oploditve in so presezki ali pa slabse kakovosti, zato bi bili v nasprotnem primeru zavrzeni.

Mati¢ne celice odraslega se nahajajo v nekaterih tkivih odraslega. Najbolj preiskovane so
mati¢ne celice iz kostnega mozga (angl. Bone Marrow Stem Cell, BMSC) (Friedenstein in
sod., 1966; Lewis in Trobaugh, 1964), mascobnega tkiva (Zuk in sod., 2001) in
popkovniéne krvi (Broxmeyer in sod., 1989). V svojem razvojnem potencialu so mati¢ne
celice odraslega bolj omejene in so navadno multi- ali unipotentne. Pridobivanje ni eti¢no
sporno, tezavo pa predstavlja tezka izolacija iz tkiv ter omejena kolicina celic, ki jih lahko
pridobimo. Mati¢ne celice iz kostnega mozga in popkovni¢ne krvi se Ze dalj Casa
uporabljajo za zdravljenje razli¢nih, predvsem krvnih bolezni, pri katerih prednjaci
uporaba celic za zdravljenje nekaterih tipov levkemij pri otrocih.

Posebna skupina celic s pluripotentnim potencialom so tako imenovane inducirane
pluripotentne mati¢ne celice (angl. Induced Pluripotent Stem Cells, iPSC). iPSC so
somatske celice, ki so bile najprej pridobljene z vnosom Stirih transkripcijskih faktorjev za
pluripotentnost (Oct-4, Sox-2, c-myc, KIf-4), s ¢imer so bile in vitro reprogramirane tako,
da so pridobile lastnosti, podobne pluripotentnim embrionalnim mati¢nim celicam
(Takahasi in Yamanaka, 2006). iPSC predstavljajo vir pluripotentnih celic, pridobljen na
etino sprejmeljiv nacin, vendar pa je njihova uporaba v kliniki omejena zaradi uporabe
genetske manipulacije pri postopku reprogramiranja. V Preglednici 1 so povzete
znacilnosti razli¢nih tipov maticnih celic.

Preglednica 1: Glavni tipi mati¢nih celic

Embrionalne Mati¢ne celice Mati¢ne celice iz Inducirane pluripotentne
maticne celice odraslega popkovni¢ne krvi maticne celice (iPSC)
Vir ICM iz Kostni mozeg, Popkovnicna kri Somatske celice, v katere so
blastociste mascobno tkivo, z virusno transfekcijo
vezivna tkiva, vneSeni transkripcijski
ostala odrasla tkiva faktorji za vzdrzevanje

pluripotentnosti

Potentnost | Pluripotentne Multi- ali Multi- ali unipotentne | Pluripotentne
unipotentne

Omejitve | Eticne Invazivno Omejen volumen Genetska manipulacija
omejitve, pridobivanje, popkovni¢ne krvi, ki
teratogenost omejeno ga lahko pridobimo
podvojevanje v od enega darovalca.
kulturi

Spoznanja o mati¢nih celicah so spodbudila zanimanje za moznost uporabe teh celic v
regenerativni medicini. Regenerativnha medicina se nanasa na skupino biomedicinskih
pristopov in lahko vklju¢uje uporabo mati¢nih celic (Riazi in sod., 2009). Zdravljenje
poteka s stimulacijo organov, da se regenerirajo sami, ali pa s presaditvijo in vitro
vzgojenih tkiv ali organov v primerih, ko je poskodba prevelika in se telo samo ne more
veC regenerirati. Primeri so injiciranje maticnih ali predniskih celic (celi¢na terapija),




Koren, A. Karakterizacija predniskih celic, pridobljenih iz humanih embrionalnih maticnih celic. 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

indukcija regeneracije z uporabo biolosko aktivnih molekul ter presaditev in vitro gojenih
organov in tkiv (tkivno inZenirstvo) (Muneoka in sod., 2008). Langer in Vacanti (1993) sta
tkivno inzenirstvo definirala kot interdisciplinarno podrocje, ki zdruzuje nacela inZenirstva
in naravoslovja z razvojem bioloskih nadomestkov, ki vzdrzujejo, obnavljajo ali
izboljSujejo tkiva ali organe. Biomimeti¢en pristop k tkivnemu inZenirstvu za in vitro
ustvarjanje tkiv predvideva integrirano uporabo celic, nosilcev za celice iz biomaterialov
ter bioreaktorjev (Slika 1). Celice so »dejanski tkivni inzenirji«, nosilec je potreben za
strukturno in mehansko oporo celicam, bioreaktorski sistem pa zagotavlja primerno okolje,
v katerem lahko celice regenerirajo funkcionalno tkivo (Grayson in sod., 2009).

pretok medija

OSTEOGENE CELICE POROZNI NOSILEC BIOREAKTOR

medceli¢na interakcija $ mehanska podpora transport hranil in
tkivno ogrodje metabolnih odpadkov

interakcija celica-matriks e axteomidnlitival gual

biokemicni signal
biofizi¢ni signal _~

Slika 1: Tkivno inZenirski pristop za gojenje kostnega tkiva in vitro (Marolt in sod., 2010: 2)

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Cloveske embrionalne mati¢ne celice predstavljajo koli¢insko neomejen vir univerzalnih
celic za uporabo v regenerativni medicini in tkivnem inZenirstvu (Barberi in Struder,
2006). Njihov pluripotenten znacaj jim omogoca, da teoreti¢no lahko tvorijo kateregakoli
izmed 200 celi¢nih tipov, ki se nahajajo v naSem telesu. Spontana diferenciacija hESC v
misih s hudo kombinirano imunsko pomanjkljivostjo (angl. Severe Combined Immuno-
Deficiency, SCID) privede do nastanka teratomov, tumorjev, ki so sestavljeni iz razli¢nih
mezo-, endo- in ektodermalnih tkiv (Reubinoff in sod., 2000; Thomson in sod., 1998).
Prakti¢na uporaba hESC temelji na razvoju enostavnih in ucinkovitih protokolov za
usmerjeno diferenciacijo celic. Pridobljena celicna populacija mora biti uniformna,
enostavna za gojenje, mora preZziveti in vivo transplantacijo in tvoriti funkcionalno tkivo
brez tveganja nastanka tumorjev. Mezenhimske mati¢ne celic (angl. Mesenchymal Stem
Cell, MSC), ki so jih izolirali iz kostnega mozga (Pittenger in sod., 1999), mas¢obnega
tkiva (Zuk in sod., 2001) in vezivnih tkiv (Young in sod., 2001), prav tako predstavljajo
potencialen vir celic za uporabo v regenerativni medicini. Vendar pa je stevilo celic, ki jih
lahko pridobimo iz enega darovalca, v nekaterih primerih majhno, sposobnost proliferacije
celic in vitro pa je omejena (Baxter in sod., 2004). V nasprotju z MSC imajo hESC
neomejen proliferacijski potencial in vitro, z usmerjeno diferenciacijo hESC v
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mezenhimalno usodo pa lahko teoreticno pridobimo neomejeno koli¢ino mezenhimskih
celic, ki jih lahko diferenciramo v razlicne specializirane celice. Razumevanje
diferenciacije hESC po korakih do mezenhimske mati¢ne celice je pomembno tudi pri
Studijah razvojne biologije, vklju¢no z molekularnimi mehanizmi, ki uravnavajo
specifikacijo in razvoj mezoderma pri ¢loveku (Barberi in Studer, 2006). MozZnost
proizvodnje neomejene koli¢ine identitnih MSC iz hESC ima tudi velik terapevtski
potencial. Celice, ki bi bile sposobne tvoriti kostnino in hrustanéno tkivo, bi bile
potencialno uporabne v rekonstruktivni kirurgiji. Primer so poskodbe in okvare, Kkjer je
potrebna regeneracija vecjih delov kosti, moznosti za presaditev primernega tipa hrustanca
ali kosti pa so koli¢insko omejene. Klini¢no pomembna aplikacija je tudi uporaba skeletnih
mioblastov za regeneracijo misi¢nih poskodb (Barberi in Studer, 2006).

1.2 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je karakterizacija predniskih celic, pridobljenih iz humanih
embrionalnih mati¢nih celic (angl. Human Embryonic Stem Cell-derived Progenitor Cells,
hESC-P) za uporabo v tkivnem inZenirstvu kostnega in hrustan¢nega tkiva. Preveriti smo
zeleli morfoloske znacilnosti hESC-P, vpliv podaljSanega gojenja na celi¢ni fenotip in
morfologijo ter sposobnost diferenciacije celic v razlicna mezenhimska tkiva (kost,
hrustanec in mascobno tkivo). V ta namen smo uporabili modela diferenciacije v
monoslojni kulturi in v enostavnih tridimenzionalnih pogojih. Rezultate smo primerjali z
mati¢nimi celicami iz kostnega mozga (angl. Bone Marrow-derived Stem Cells, BMSC)
kot referenénim virom celic za regeneracijo mezenhimskih tkiv, in koznimi fibroblasti
(angl. Normal Human Fibroblasts, NHF) kot virom specializiranih celic z omejeno
sposobnostjo diferenciacije. Ker zelimo hESC-P uporabiti v tkivnem inZenirstvu kosti, Sm0
preverjali tudi njihovo sposobnost pritrditve na celi¢ni nosilec iz decelularizirane kosti, ki
lahko tvori osnovno strukturo (bioloski nosilec) za razvoj kostnega tkiva in vitro. Slika 2
prikazuje organizacijsko shemo poteka poskusov.
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Slika 2: Shema poteka poskusov

1.3 HIPOTEZA

Pred pri¢etkom eksperimentalnega dela smo postavili naslednje delovne hipoteze:

e hESC-P se bodo v kulturi obnasale podobno kot BMSC in pri podaljSsanemu gojenju
(12 pasaz) ne bodo kazale nobenih morfoloskih sprememb,

e celice bomo uspesno diferencirali v vsaj enega izmed specializiranih mezenhimskih
celi¢nih tipov (osteoblasti, hondrociti, adipociti),

e celice hESC-P bodo primerljivo odzivne na indukcijo diferenciacije kot BMSC,

e ker so BMSC heterogena populacije in ker je njihov diferenciacijski potencial odvisen
od starosti dajalca in drugih genetskih dejavnikov bomo zaznali razlike v
diferenciacijskem potencialu med celicami razli¢nih ljudi,

e hESC-P se bodo uspesno pritrdile na nosilec iz decelularizirane goveje kosti, ohranile
viabilnost ter se v treh dneh kultivacije pricele razmnozevati.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ZGODNJI RAZVOJ CLOVEKA IN EMBRIONALNE MATICNE CELICE

2.1.1 Oploditev, brazdanje in gastrulacija

Razvoj Cloveka se zacne z oploditvijo v jajcevodu, regiji, ki se nahaja v blizini ovarija
(Slika 3). Cilije v oviduktu potiskajo zigoto proti maternici, prva delitev se za¢ne priblizno
dan kasneje. Brazdanje pri sesalcih je med najpocasnejSimi v zivalskem kraljestvu, poteka
na vsake 12-14 ur (Slika 4). Genom zarodka se aktivira zelo zgodaj in proizvaja proteine,
potrebne za brazdanje. Na 8-celi¢ni stopnji pride do kompakcije zarodka. 16-celi¢no stanje
zarodka se imenuje morula. Sestoji iz manjSe skupine notranjih celic, ki so obdane z vecjo
skupino zunanjih celic. Potomke zunanjih celic se razvijejo v trofoblast (trofektoderm), ki
je potreben za pritrditev zarodka na steno maternice in tvori horion, embrionalni del
placente. Potomke notranjih celic tvorijo notranjo celi¢no maso (angl. Inner Cell Mass,
ICM), iz katere se bo razvil embrij in izvenembrionalne membrane. Razvoj trofoblasta in
notranje celiéne mase, ki skupaj tvorita blastocisto, predstavlja prvi diferenciacijski
dogodek v embrionalnem razvoju sesalcev. Celice ICM izloc¢ajo fibroblastni rastni faktor-4
(angl. Fibroblast Growth Factor 4, FGF-4), ki spodbuja delitev celic trofoblasta. V
maternici se priblizno 3 dni star zarodek vgnezdi v steno maternice (implantacija).
Blastocista se pred gastrulacijo preoblikuje: iz notranje celicne mase Se lo¢i plast celic, ki
tvori hipoblast, ¢igar celice se razvijejo v endoderm rumenjakove vrecke in ne prispevajo k
tvorbi samega zarodka. Preostali del celicne mase se imenuje epiblast in vsebuje celice, ki
bodo tvorile zarodek in amnion, ki predstavlja oblogo celic okoli amnijske votline, ki se
napolni z amnijsko teko¢ino (Gilbert, 2006).

2-celicni stadij

maternica

morula @™ e

blastocista

zgodnja faza
implantacije

Slika 3: Razvoj ¢loveskega zarodka od oploditve do implantacije (Gilbert, 2006: 348)
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Slika 4: Razli¢ne predimplantacijeske stopnje zarodka. (A) oplojeno jajéece, dan 0. Na sliki sta vidna
pronukleusa iz jajéne celice in spermija, ki se bosta kmalu zdruzila. (B) 4-celi¢ni stadij, dan 2. (C) morula,
dan 4. (D) blastocista, dan 5. Celice, ki bodo tvorile zarodek so oznagene z ICM (Pictures..., 2010).

Embrionalni razvoj se nadaljuje z gastrulacijo, med katero se razvijejo primarne zarodne
(klicne) plasti: ektoderm, mezoderm in endoderm, iz katerih kasneje nastanejo tkiva
odraslega organizma (Preglednica 2). Gastrulacija se zane s tvorbo primitivne proge
(PP), skozi katero celice potujejo (invaginirajo) in tvorijo mezoderm ali endoderm (Slika
5). Studije so pokazale razlike v izrazanju genov v razli¢nih delih primitivne proge:
brachyury (T) in mixl1 sta izraZzena enakomerno vzdolz PP, drugi geni so moé¢neje izraZeni
v anteriorni regiji (foxa2 in goosecoid) ali v posteriorni regiji ( hoxB1, evx1) PP. Populacije
vzdolz primitivne proge pa se tudi razlikujejo v razvojnem potencialu. Tako razporeditev
mezo- in endodermalnih populacij ni naklju¢na, temve¢ je kontrolirana ¢asovno in
prostorsko (Kindler in sod., 1999). Ektoderm nastane iz celic anteriorne regije epiblasta, Ki
ne migrirajo skozi primitivno progo. Uravnavanje nastanka primitivne proge $e ni natan¢no
raziskano, znano pa je, da je tvorba embrionalnih zarodnih plasti dinamicen proces, Ki je
delno nadzorovan s koordinirano aktivacijo in regionalno inhibicijo signalnih poti Wnt,
Nodal in BMP (Murry in sod., 2008).

Posterioma
primitivna proga
Brachyury+
anteriomi visceralni
endoderm

Mezoderm

Anterioma primitivna
proga

Brachyury+

Foxa2+

.

ariteriorno +posterim o

distalno

Slika 5: Usmerjena gibanja celic pri gastrulaciji (Murry in sod., 2008: 662)
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Preglednica 1: Somatske plasti in njihovi derivati (Rozman in sod., 2007: 204)

Endoderm Mezoderm Ektoderm
Prizeljc Kostni mozeg (kri) Koza
Sc¢itnica, obs¢itni¢na Zleza Skorja nadledvi¢ne zleze Zivena tkiva (nevroektoderm)
Poziralnik, sapnik, pljuca Limfni organi Sredica nadledvicne Zleze
Secila, vagina, maternica Skeletne, gladke in sréne misice | Hipofiza
Gastrointestinalni organi, jetra Vezivna tkiva, kosti, hrustanec | Vezivna tkiva glave in obraza
Trebusna slinavka, celice prebavil | Seéila in splovila O¢i, usesa
Celice dihal Srce in ozilje

Med gastrulacijo pride do specifikacije mezoderma in nastanka hrbtne strune,
paraksialnega, intermediarnega ter mezoderma lateralnih plos¢. Kosti in hrustancno tkivo
razli¢nih skeletnih elementov se razvijejo iz populacij paraksialnega mezoderma (vretenca,
rebra), mezoderma lateralnih plos¢ (dolge kosti okonéin) in populacije nevralnega grebena
(kosti lobanje in obraza) (Gilbert, 2006).

2.2 EMBRIONALNE MATICNE CELICE (ESC)

2.2.1 Pridobivanje in gojenje

Prve embrionalne mati¢ne celice iz misje blastociste so pridobili leta 1981 (Evans in sod.,
1981), leta 1998 pa je Thompsonu in sod. prvi¢ uspelo pridobiti humane ESC iz ¢loveskih
zarodkov, ki so ostali po in vitro fertilizaciji. Predimplantacijski zarodki (na stopnji morule
ali blastociste) so bili darovani za raziskave bodisi ker so bili presezki ali pa slabe
kvalitete. Zarodkom so najprej odstranili glikoproteinsko ovojnico, zono pelucido, nato pa
so ICM iz zarodka izolirali mehansko ali imunokirursko ter jih prenesli na hranilno plast
celic.

hESC in vitro gojimo na hranilni plasti celic (Slika 6), ki predstavlja substrat za
pritrjevanje ter izlo¢a regulatorne molekule in parakrine faktorje, kot sta fibroblastni rastni
faktor (angl. Fibroblast Growth Factor, FGF) in inzulinu podoben rastni faktor (angl.
Insulin-like Growth Factor, IGF), ki spodbujata nediferencirano stanje hESC (Godier in
sod., 2008). Najpogosteje uporabljena hranilna plast so mitotsko inaktivirani miSji
embrionalni fibroblasti (Thompson in sod. 1998) in celi¢na linija STO (Richards in sod.,
2002; Park in sod., 2003). Ker so hESC, ki jih gojimo na hranilni plasti Zivalskega izvora,
zaradi moznosti prenosa virusnih infekcij in patogenov na ¢loveka neprimerne za uporabo
v kliniki, se je pojavila potreba po hranilnih plasteh ¢loveskega izvora. hESC so uspe$no
ohranile nediferenciran fenotip na hranilnih plasteh iz humanih embrionalnih fibroblastov,
humanih fetalnih koZnih fibroblastov, humanih koznih fibroblastov (Richards in sod.,
2002) ter humanih materni¢nih endometrijskih celic (Lee in sod., 2005).
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Slika 6: hESC v kulturi. Kolonija hESC raste na hranilni plasti mitotsko inaktiviranih embrionalnih
fibroblastov (Miller, 2005)

2.2.2 Karakterizacija in fenotip hESC

V najsirSsem smislu so hESC definirane kot celice z naslednjimi karakteristikami: (1) izvor
iz notranje celi¢éne mase blastociste, (2) intenzivna proliferacija in vitro, (3) vzdrzevanje
normalnega evploidnega kariotipa skozi podaljSano kultivacijo, (4) diferenciacija v
derivate vseh treh zarodnih plasti, (5) visoka raven izrazanja Oct-4, (6) prisotna
telomerazna aktivnost (Hoffman in sod., 2005). Najboljsi dokaz pluripotentnega
razvojnega potenciala ESC je sposobnost nastanka himer pri miSih. ESC po injekciji v
misjo blastocisto prispevajo k razli¢nim tkivom razvijajo¢ega zarodka. TakSen pristop je
mogo¢ pri mi§jih ESC, ni pa primeren za humane ESC. Za potrditev pluripotentnosti pri
hESC se trenutno uporablja indukcija embrioidnih telesc in vitro in injekcija celic v SCID
mi$ ter ugotavljanje nastanka teratomov in vivo. Nastanek derivatov ekto-, endo- in
mezoderma pri spontani diferenciaciji hESC je v obeh primerih dokaz za pluripotentnost
celic.

Najpogosteje uporabljene metode za karakterizacijo hESC so analiza izrazanja znacilnih
povrsinskih proteinov s preto¢no citometrijo in analiza izrazanja genov z RT-PCR ali z
mikromrezami.

Za nediferencirane hESC je znacilno izrazanje naslednjih antigenov:
e Stage-Specific Embryonic Antigen 3 in 4 (SSEA-4, SSEA-3) (glikolipidi),
e TRA-1-60, TRA-1-81, GCTM2 in GCT343 (keratanosulfati),
e (D9, Thyl (CD90), tkivno nespecifi¢na alkalna fosfataza, razred I HLA (proteini).

Na nivoju mRNA je zna¢ilno mo¢no povisanje izrazanja genov NANOG, POUSFL1 (staro
ime OCT-4), SOX-2, TDGF1, DNMT3B, GABRB3 in GDF3 (The international stem cell
initiative, 2007).
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Genetske studije so pokazale, da so transkripcijski faktorji Oct-4, Sox-2 in Nanog centralni
regulatorji vzdrzevanja pluripotentnosti hESC (Chambers in sod., 2003). Motnje izrazanja
Oct-4 in Nanog imajo za posledico izgubo pluripotentnosti ter diferenciacijo ICM in ESC v
trofektoderm in ekstraembrionalni endoderm (Chambers in sod., 2003). Identifikacija
genov, na katere vplivajo Oct-4, Sox-2 in Nanog, je omogocila vpogled v molekularne
mehanizme, s katerimi ti transkripcijski faktorji prispevajo k vzdrzevanju pluripotence.
Klju¢na spoznanja, ki so jih prinesli eksperimetni, s0: Oct-4, Sox-2 in Nanog (1) se vezejo
na lastne promotorje in tvorijo med seboj povezano avtoregulatorno zanko, (2)
koordinirano regulirajo taréne gene ter (3) hkrati uravnavajo izrazanje genev, ki so aktivni
in pomembni za vzdrzevanje pluripotence, ter genov, ki so v nediferenciranih ESC utisani,
in sodelujejo v diferenciaciacijskih poteh (Boyer in sod., 2005).

2.3 DIFERENCIACIJA ESC Z UPORABO RASTNIH FAKTORJEV

Z uporabo spoznanj iz embriologije in z manipulacijo razvojnih poti je bilo mogoce
postaviti model za usmeritev diferenciacije embrionalnih mati¢nih celic (Slika7). Prvi
korak v diferenciaciji ESC je razvoj populacije celic, ki je podobna epiblastu. Po indukciji
s proteinom »Wingless« (Wnt), kostnim morfogenetskim proteinom 4 (angl. Bone
Morphogenetic Protein 4, BMP-4), aktivinom ali serumom se celice epiblasta razvijejo v
populacije, ki so podobne primitivni progi in vivo. Ce ta razvojna pot ni aktivirana, se
celice spontano diferencirajo v ektoderm. Ektodermalna diferenciacija je blokirana s
signalnimi potmi BMP, Wnt in aktivina. Po indukciji se posteriorne celice primitivne proge
diferencirajo v mezoderm, ki izraza fetalno jetrno kinazo 1 (angl. Fetal Liver Kinase 1,
FIk-1). FIk-1 je receptor za rastni faktor Zilnega endotelija (angl. Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF). Anteriorne celice primitivne proge se diferencirajo v Foxa-2 (angl.
Forkhead box a2) definitivni endoderm. Foxa-2 hepatocitni jedrni faktor je transkripcijski
aktivator za gene, ki so znacilni za jetra, kot je albumin. Usoda celic na tej stopnji razvoja
S¢ ni dokon¢no dolocena, saj lahko z aktivinom induciramo tvorbo endoderma na
posteriornem delu primitivne proge (Slika 7).

V studijah diferenciacije ESC se izrazanje proteina Brachyury povezuje z razvojem v
mezoderm (Yamaguchi in sod., 1999). Dodajanje BMP-4 brezserumskemu
diferenciacijskemu mediju inducira Brachyury-pozitivho populacijo in nadaljnji razvoj
mezoderma (Wiles in sod., 1999; Park in sod., 2004). Prav tako je za razvoj mezoderma
potrebna signalna pot Wnt, saj njena blokada inhibira izrazanje Brachyury (Lindsley in
sod., 2006). Aktivacija signalne poti faktorja Nodal dodajanjem Aktivina A inducira razvoj
populacij primitivne proge, in posledi¢no nastanek endoderma ali mezoderma, odvisno od
intenzitete signala (Kubo in sod., 2004). Zaklju¢imo lahko, da imajo signalne poti BMP,
Whnt in Nodal v zgodniji diferenciaciji ESC enako vlogo kot v embrionalnem razvoju (Slika
7).
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Slika 7: Model regulacije diferenciacije embrionalnih mati¢nih celic v kulturi (Murry in Keller, 2008: 663)

2.4 MEZENHIMSKE CELICE, PRIDOBLJENE 1Z HESC

Spontana diferenciacija hESC v SCID mis8i in vivo privede do nastanka teratomov,
tumorjev, ki vsebujejo razli¢na mezenhimska tkiva, kot na primer hrustanec, kost in misice
ter tudi razli¢ne ekto- in endodermalne derivate (Reubinoff in sod., 2000; Thomson in sod.,
1998). Prakti¢na raba hESC temelji na razvoju preprostih in uéinkovitih protokolov za
diferenciacijo hESC. Pridobljena populacija celic mora biti enostavna za kultivacijo,
uniformna ter sposobna tvorbe funkcionalnega tkiva (Hwang in sod., 2008).
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2.4.1 Pristopi za usmerjeno diferenciacijo hESC v mezenhimske celice

Prvi poskusi usmerjene diferenciacije hESC so se naslanjali na protokole in odkritja iz
studij mi§jih ESC. Eden prvih pristopov za pridobivanje diferenciranih celic iz mESC pri
misih je indukcija diferenciacije s tvorbo embrioidnih telesc (angl. Embryoid Body, EB).
EB so sfericne strukture, sestavljene iz ESC, ki jih lahko pripravimo iz enoceli¢nih
suspenzij ali agregatov ESC. Agregacija celic v EB inducira celi¢no diferenciacijo in
nastanek derivatov vseh treh zarodnih plasti. EB posnemajo strukturo razvijajo¢ega
embrija in so pomembno orodje za proucevanje poteka diferenciacije ESC.

Glavni metodi za pridobivanje EB sta resuspendiranje ESC (Itskovitz-Eldor in sod., 2000)
ter metoda viseCih kapljic (Yamada in sod., 2002). Tezavo pri diferenciaciji hESC v
embrioidnih telescih predstavlja njihova heterogena velikosti in sestava (Mateizel in sod.,
2008). V novejsih Studijah so uspeli kontrolirati velikost EB, pridobljenih iz enoceli¢nih
suspenzij (Bauwens in sod., 2008; Ungrin in sod., 2008). Ugotovili so, da predhodna
diferenciacija celic v prisotnosti seruma ter dodatek inhibitorja ROCK (angl. Rho-
associated coiled-coil kinase) pozitivno vplivata na stabilnost celi¢nih agregatov (Ungrin in
sod., 2008). Inhibitor ROCK zmanjsuje apoptozo hESC, ki je znaéilna po disociaciji celic
(Watanabe in sod., 2008).

Karp in sod. (2006) so diferencirali hESC brez priprave EB in nepri¢akovano pridobili
sedemkrat veéje Stevilo osteogenih celic v primerjavi s paralelnim poskusom, ki je
vkljuéeval pripravo EB. Podobno so resuspendirane hESC diferencirali Lian in sod.(2007),
v nekaterih Studijah pa so mehansko izolirali celice, ki so se spontano diferencirale na
robovih kolonij hESC (Olivier in sod., 2006; Trivedi in sod., 2008).

Tretji pristop za usmerjeno diferenciacijo hESC je kokultivacija z drugimi celicami
Cloveskega ali zivalskega izvora. Barberi in sod. (2006) so hESC gojili na misjih
stromalnih celicah OP9 in nato s preto¢no citomerijo izolirali celice, ki so izrazale
povrsinske oznacevalce, znac¢ilne za mezenhimske mati¢ne celice. Kokultivacija s celicami
zivalskega izvora povecCuje moznost za prenos ksenogenih patogenov, zato je klinicno
nesprejemljiva. Za pridobitev osteogenih predniSkih celic iz hESC je bila opisana tudi
kokultivacija s humanimi primarnimi kostnimi celicami (Ahn in sod., 2006) in s humanimi
periodontalnimi fibroblasti (Inanc in sod., 2007).

2.4.2 Lastnosti pridobljenih celi¢nih populacij

Nekateri avtorji so zZeleli iz hESC pridobiti specificne celicne tipe, npr. osteoblaste,
adipocite ter hondrocite. Diferenciacijo hESC so inducirali s pripravo embrioidnih telesc,
nato pa so pridobljene populacije inducirali v goji§¢ih z rastnimi faktorji in tako spodbudili
diferenciacijo v Zzeleni celi¢ni tip. Mateizel in sod. (2008) porocajo 0 osteogeni
diferenciaciji hESC v prisotnosti 20 % fetalnega tele¢jega seruma (angl. Fetal Bovine
Serum, FBS) in brez dodanih osteogenih indukcijskih dejavnikov. Drugi avtorji so Zeleli iz
hESC najprej pridobiti multipotentno populacijo celic, ki bi bila podobna mezenhimskim
mati¢nim celicam, in jih nato inducirati v razli¢ne tipe celic. Preglednica 3 prikazuje
glavne metode za indukcijo diferenciacije hESC v mezenhimske linije, diferenciacijski
potencial pridobljenih celic ter obi¢ajne metode, ki se uporabljajo pri Karakterizaciji
pridobljenih celi¢nih populacij.



Koren, A. Karakterizacija predniskih celic, pridobljenih iz humanih embrionalnih maticnih celic.

13

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Preglednica 2: Razli¢ni nacini indukcije diferenciacije hESC in metode za karakterizacijo pridobljene celi¢ne

populacije
Metoda Referenca hESC Diferenciacijski Obicajne metode za karakterizacijo
indukcije linija potencial
diferenciacije pridobljenih
ESC celic
Bielby in H1
sod., 2004 Opazovanje morfologije:
Sottile in H1, H9, osteogen fibroblastna morfologija, sposobnost
sod., 2003 | H9, pritrditve na plastiko
THG15
Xuinsod., | H1, H7, Stabilen kariotip pri podaljSanem
_ 2006 H9 gojenju:
Priprava EB ["Xjongin [ H1 adipogen G- proganje
sod., 2005 ) B
Hwangin | BG02 hondrogen Histologija:
sod., 2006 in vivo tvorba teratomov
Brown in BGO1 osteogen in e
sod., 2009 adipogen Povrstnskl .antlgen.1': . . B
Hwang . Hues9 pret.o.cna citomelrija, lmunohzstokemya,
pozitivno: CD29, CD44, CD73, CD90,
sod., 2008 osteogen,
Leein SNUNES3, | adipogen in EeDi'([)iE\;/hU CD34. CD45
sod., 2010 | CHA3- hondrogen 9 : '
' hESC, H9 Osteogena diferenciacija: mineralizacija
Karp in H9 (barvanje Von Kossa in Alizarin S,
sod., _2004_' osteogen biokemicna kvantifikacija kalcija),
Mateizel in [ VUBO1, aktivnost alkaline fosfataze,
sod., 2008 | VUBO2, gensko izrazanje Chfa-1, Kol-I, OCN,
VUB03_D OPN, BSP
M1
Brez EB Boyd in H9, BGO1 | osteogen in Adipogena diferenciacija:
sod., 2009 hondrogen akomulacija lipidnih vakuol (Qil Red O),
Olivier in H1 izloCanje leptina (ELISA),
sod., 2006 osteogen, gensko izrazanje PPARy, aP2, LPL
Lian in H1, Huesl | adipogen in
sod., 2007 hondrogen Hondrogena diferenciacija:
Trivedi in H1, H7, kopicenje glikozaminoglikanov (barvanje
Hematti, H9 Alciansko modrilo, Safranin O,
2007 biokemicna kvantifikacija
Ahn in Cha-hES3 glikozaminoglikanov),
sod., 2006 osteogen gensko izrazanje Agrekan, Kol-I1
Inanc in HUES-9
Kokultivacija | sod., 2007
Barberiin | H1, H9 osteogen,
sod., 2005 adipogen in
hondrogen

Oznacébe ESC linij so navedene kot v prvotni referenci. Cbfa-1 (angl. Core Binding Factor a-1); Kol-1,
kolagen tipa I; OCN, osteokalcin; OPN, osteopontin; BSP, kostni sialoprotein; ELISA (angl.
encimskoimunski test (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay); PPARYy, s peroksisomsko proliferacijo
aktiviran receptor y (angl- Peroxisome Proliferation Activated Receptor y); aP2, adipocitni mastobno
kislinski vezni protein 2 (angl. Adipocyte Fatty Acid Binding Protein 2); LPL, lipoproteinska lipaza, Kol-I1,
kolagen tipa Il.
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Hwang in sod. (2008) ter Boyd in sod. (2009) so pri diferenciaciji hESC opazili epitelno-
mezodermalno tranzicijo (EMT), pojav, ki je znacilen za embrionalni razvoj, Kjer iz
epitelnih celic nastane mezodermalno tkivo. V. EMT pot so vpleteni Stevilni transkripcijski
faktorji, ki regulirajo izrazanje genov in so odgovorni za mezenhimski celi¢ni fenotip
(Radisky, 2005). Trivedi in sod. (2008) je prvi opisal imunoloske znacilnosti iz hESC
pridobljenih mezenhimskih celic.

Najvecja prednost uporabe mezenhimskih celic, pridobljenih iz hESC, je neomejena
koli¢ina celic, ki jih lahko pridobimo, pomanjkljivosti pa so v v vprasljivi homogenosti
pridobljene celi¢ne populacije in s tem povezani nevarnosti za nastanek teratomov.

2.5 MEZENHIMSKE MATICNE CELICE (MSC)

Mezenhimske mati¢ne celice so zaradi njihovega multipotentnega znac¢aja in prisotnosti v
razli¢nih odraslih tkivih pogost vir celic za uporabo v regenerativni medicini.

2.5.1 Identifikacija in tkivni viri MSC

Multipotentni mezenhimski prekurzorji so bili prvi¢ opisani v kostnem mozgu iz
gvinejskega praSicka kot fibroblasti, ki tvorijo kolonije (angl. Colony Forming Units
Fibroblasts, CFU-F) (Friedenstein in sod, 1970). Njihov razvojni potencial je bil odkrit
nekaj let kasneje, Sele pred kratkim pa so bile celice bolj celostno okarakterizirane
(Pittenger in sod., 1999).

Najbolj proucevan vir mezenhimskih mati¢nih celic je kostni mozeg (Pittinger in sod,
1999). Kostni mozeg je poleg MSC tudi vir hematopoetskih mati¢nih celic in je mesto
hematopoeze. Kolicina MSC, pridobljenih iz stromalne frakcije kostnega mozga, se
razlikuje med pacienti, predstavlja pa priblizno 0,001-0,1 % celic z jedri. Mezenhimske
mati¢ne celice so odkrili tudi v drugih odraslih mezenhimskih tkivih, kot je masc¢obno
tkivo (Zuk in sod, 2001), kozni dermis in druga vezivna tkiva (Young in sod., 2001). MSC
so nasli tudi v regijah razvijajo¢ega embrija, kot so jetra (Campagnoli in sod., 2001) ter v
popkovniéni krvi (Broxymeyer in sod., 1989; Erices in sod., 2000).

2.5.2 lzolacija in in vitro kultivacija MSC

Izolacija MSC poteka na ve¢ nac¢inov: iz aspirata kostnega mozga jih lahko izoliramo na
podlagi adhezije na plastiko. Nekateri protokoli vkljucujejo korak z gradientno
centrifugacijo, pri ¢emer izberemo in naprej kultiviramo mononuklearno frakcijo celic.
Vecjo Cdistost celic lahko dosezemo tudi s pozitivno ali negativnho imunoselekcijo
(Preglednica 4).

MSC obi€ajno kultiviramo v Dulbeccovem modificiranem gojis€u (angl. Dulbecco’s
Modified Eagles Medium, DMEM) ali v a-minimalnem esencialnem gojis¢u (angl. a-
Minimum Essential Medium, a-MEM) z dodanim 10 % fetalnim tele¢jim serumom pri 37°
C in 5 % CO,, Obigajna celi¢na gostota v kulturi je 50.000-100.000 celic/cm® (Gronthos in
sod., 1994). MSC se v standardnih pogojih gojenja pritrdijo na plastiko ter pridobijo
fibroblastom podobno vretenasto obliko (Slika 8).
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Slika 8: Mezenhimske mati¢ne celice iz kostnega mozga v kulturi (Rozman in sod., 2007)

2.5.3 Fenotip

Za eksperimentalne namene se homogenost populacij MSC pogosto preverja z analizo
izrazanja povrsSinskih antigenov s pretocno citometrijo. Za MSC je znacilno izrazanje
naslednjih povrSinskih antigenov, predstavljeno v Preglednici 4 (Pittenger in sod., 1999).

Preglednica 3: Izrazanje povrsinskih proteinskih antigenov pri MSC

Pozitivna selekcija Negativna selekcija

Integrini: CD49, CD29 Hematopoetski celiéni markerji: CD14, CD34,
CD45

Citokinski receptorji: CD121a, CD124 Endotelijski celi¢ni markerji: CD31

Receptorji za rastne faktorje: CD120a, CD120b,
CD140a, CD71 (transferin)

Receptorji matriksa: CD54, CD106, CD166, CD44
(hialuronat), CD105 (endoglin)

Ostali:  CD90-Thyl (fosfatidilinozitol), CD9
(tetraspanin)

Potrebno je poudariti, da univerzalen marker, oziroma kombinacija markerjev, ki bi bila
edinstvena samo za MSC, ni poznana. Vse zgoraj omenjene markerje lahko najdemo tudi
pri drugih celi¢nih tipih. Ravno zato je izolacija MSC izziv, Se zlasti kadar izhajamo iz
mesane populacije celic. Za karakterizacijo MSC se najpogosteje uporablja kombinacija
protiteles, ostaja pa potreba po funkcionalni definiciji MSC (Chen in sod., 2000).

Primerjalne $tudije mati¢nih celic iz kostnega mozga (angl. Bone Marrow-derived Stem
Cell, BMSC) in mati¢nih celic iz masobnega tkiva (angl. Adipose-derived Stem Cell,
ASC) so pokazale tako podobnosti kot razlike v izrazanju povrSinskih markerjev. BMSC
razliénih donorjev izrazajo CD44, CD71, CD90 in CD105, ne izrazajo pa hematopoetskih
in endotelijskih markerjev. V nasprotju se pri ASC v zgodnjih pasazah izraza CD34.
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2.5.4 Sposobnost samoobnavljanja

MSC lahko v in vitro pogojih kultiviramo omejeno dolgo; 8-15 pasaz, kar ustreza 25-40
populacijskim podvojitvam. Ce jih gojimo $e naprej, postanejo senescentne ter se nehajo
podvojevati (DiGirolamo in sod., 1999). Preve¢ konfluentne MSC imajo zmanjSan
diferenciacijski potencial (Reyes in sod., 2001).

2.5.5 Multilinijski potencial

MSC imajo multipotenten diferenciacijski potencial. V in vitro pogojih jih lahko
diferenciramo v osteogen, hondrogen in adipogen fenotip (Pittenger in sod., 1999). MSC
so bile uspesno uporabljene tudi za generacijo vezi (Young in sod., 1998) in miSic
(Galmiche in sod., 1993; Ferrari in sod., 1998) (Slika 9).
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Slika 9: Diferenciacija mezenhimskih mati¢nih celic (Caplan, 2010: 7)

Multilinijski potencial odraslih mati¢nih celic se kvantitativno in kvalitativno preverja v 2-
in 3-dimenzionalnih pogojih.

Osteogeno diferenciacijo se navadno testira v monoslojnih kulturah, kjer celice induciramo
z mesanico osteogenih faktorjev: L-askorbinska kislina, B-glicerofosfat, deksametazon
infali vitamin D (Jaiswal in sod., 1997). Askorbinska kislina je potrebna za nastanek
kolagena, B-glicerofosfat pa je pomemben za mineralizacijo kolagena (Davies, 1996).
Deksametazon je sintetiéni glukokortikoid, ki deluje stimulativno na osteogeno
diferenciacijo predniskih celic iz razli¢nih tkiv (Aubin, 1998).
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Podobno se adipogena diferenciacija inducira v 2D kulturi z dodajanjem deksametazona,
indometacina ter inzulina (Pittenger in sod., 1999; Gimble in sod., 2007).

Hondrogena diferenciacija se preverja v kulturah peletov ter mikromasah, ki posnemajo
medceliéne interakcije in zgo$¢evanje celic med osteohondralnim razvojem, in spodbujajo
diferenciacijo MSC v hondrogen celi¢ni tip (Mackay in sod., 1998). Pelete se pripravi s
centrifugiranjem nekaj stotisoc celic, ki po inkubaciji tvorijo trdne okrogle skupke celic. V
kulturah mikromas gosto celicno suspenzijo v obliki kapljic nasadimo na dno gojilne
posode in tako vzpostavimo tridimenzionalno okolje. Hondrogenezo induciramo z
dodatkom deksametazona, inzulina, L-askorbinske kisline, mesanice inzulina-transferina-
selena (ITS) ter tumorskega rastnega faktorja B (angl. Tumor Growth Factor B, TGF-p)
(Pittinger in sod., 1999; Johnstone in sod., 1998). TGF-B je citokin, ki v kombinaciji z
deksametazonom moc¢no vzpodbudi hondrogeno diferenciacijo (Johnstone in sod., 1998).
Mesanica ITS vsebuje goveji inzulin, transferin, selenovo kislino, linolno kislino in goveji
serumski albumin. Dodatno nekateri protokoli hondrogenemu diferenciacijskemu mediju
dodajo se L-glutamin, prolin in natrijev piruvat. Preglednica 5 prikazuje razli¢ne
indukcijske dejavnike za diferenciacijo mezenhimskih mati¢nih celic ter molekularne in
celiéne markerje, ki se najpogosteje uporabljajo za potrditev kon¢nega fenotipa celic.

Preglednica 4: Preverjanje diferenciacijskega potenciala mati¢nih celic iz kostnega mozga in vitro;
indukcijski dejavniki, molekularni in celiéni markerji (Minguell in sod., 2001:510)

Diferenciacija Indukcijski Oznacevalci diferenciacije v specifi¢ni fenotip
celicv: dejavnik Molekularni Celi¢ni
Osteoblaste askorbinska kislina+ | Cbfa-1 Nastanek
B-glicerofosfat + Kostna/jetrna/ledvi¢na razli¢ica mineraliziranega
deksametazon alkalne fosfataze matriksa (barvanji
(Jaiswal in sod., 1997) | Kostni sialoprotein Von Kossa in
Osteopontin Safranin O)
Osteokalcin
Kolagen tipa |
Adipocite Deksamezaton + PPARy Citoplazemska
izobulmetilksantin+ C/EBPJ akomulacija lipidnih
indometacin + inzulin | aP2 kapljic (barvanje Oil
(Pittenger in sod., Adipsin Red O)
1999) Leptin
Lipoproteinska lipaza
Hondrocite deksametazon + Cbfa-1 Matriks, ki vsebuje
inzulin + aksorbinska | Kolagen tipa Il in IX proteoglikane in
kislina + tumorski Agrekan kolagen tipa Il in IX
rastni faktor B-1, + (barvanje z
ITS suplement alcianskim
(Johnstone in sod., modrilom)
1998)

2.5.5.1 Potek osteogene diferenciacije MSC

Osteoprogenitorske celice so potomke mezenhimskih mati¢nih celic. So unipotentne in so
zavezane v osteblasten razvoj in formacijo kosti. Imajo omejeno samoobnovitveno
sposobnost v kulturi (Bellows in sod., 1990). Zrela kostna celica - osteocit se razvije iz
osteoprogenitorskih celic preko razvojnih stopenj preosteoblastov in osteoblastov (Slika
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10). Osteoblasti so postmitotske celice kuboidne oblike z moc¢no alkalno fosfatazno
aktivnostjo in sposobnostjo tvorbe mineraliziranega matriksa. Preosteoblasti so vmesna
razvojna stopnja osteoblastov. Histolosko so podobni osteoblastom ter izraZajo alkalno
fosfatazo, vendar imajo v nasprotju z osteoblasti omejeno sposobnost podvojevanja. Le
okoli 10-20 % osteoblastov se vgradi v novo sintetizirani ekstracelularni matriks, kjer
dosezejo najvisjo diferenciacijsko stopnjo osteoblastne linije ter postanejo osteociti.
Osteociti so manjsi kot osteoblasti, postmitotski, izgubijo nekatere citoplazemske organele
in so relativno metabolno neaktivni. Znacilna je zmanj$ana proizvodnja ekstracelularnega
matriksa ter alkalno fosfatazna aktivnost v primerjavi z osteoblasti (Aubin in sod., 1998).
Nekateri avtorji so na osnovi biokemi¢nih markerjev definirali vmesno fazo med
osteoblastom in osteocitom, ki so jo poimenovali osteociti¢ni osteoblast (Bruder in Caplan,
1990; Wetterwald in sod., 1996).

Ekstracelularni kostni matriks (ECM) sestavljata organska in anorganska komponenta.
Organski del je v ve¢jem delu (90 %) sestavljen iz kolagena tipa I in drugih komponent,
vkljuéno s proteoglikani, razlicnimi nekolagenskimi proteini (osteopontin, kostni
sialoprotein, osteokalcin, alkalna fosfataza) in rastnimi faktorji, ki so udelezeni v procesih
celicne diferenciacije, ter nalaganja in mineralizacije matriksa. Glavna anorganska
(mineralna) komponenta je kalcijev fosfat v obliki hidroksiapatitnih kristalov.
Eksperimentalno se nastanek ECM najbolj pogosto preverja s celicnim barvanjem Von
Kossa ali Safranin O ter z merjenjem celokupne koncentracije kalcija.

Biokemi¢ni in molekularni markeji, s katerimi okarakteriziramo osteoblaste, SO:
membransko vezana alkalna fosfataza (AP) , kolagen tipa I (KOL-I), osteokalcin (angl
Osteocalcin, OCN), kostni sialoprotein (angl. Bone Sialoprotein, BSP), osteopontin (OPN),
proteoglikani ter s paratiroidnim hormonom povezan peptidni receptor (PTH/PTHrP-R).
AP ni specifitna za kostno tkivo, vendar je visoko izrazanje kostno-jetrno-ledviéne
razliCice alkalne fosfataze pomemben marker osteogeneze (Rodan in Rodan, 1988). KOL-I
predstavlja okoli 90 % organskega deleza ekstracelularnega matriksa v zreli kosti in je
primarni osteoblastni produkt med produkcijo ECM. KOL-I je prav tako izrazen v
preosteoblastni fazi, povecanje izrazanja KOL-| pa se pojavi Se pred povisanim izraZanjem
drugih molekul matriksa ter AP (Aubin in sod., 1998). OPN je fosfoglikoprotein, ki se
nahaja predvsem v ECM kosti, sintetizirajo pa ga osteoblasti. IzraZanje OPN ni znacilno
izkljuéno za kostno tkivo, saj se ob stimulaciji lahko izraza tudi v neskeletnih tkivih.
Studije so pokazale, da je zaznaven Ze v zgodnjih diferenciacijskih fazah pri proliferajo¢ih
prekurzorskih celicah, bolj izraZen je pri preosteoblastih ter mo¢no pri osteoblastih (Slika
10). V nasprotju z OPN je BSP znacilen skoraj izklju¢no za s skeletom povezane celice, t.
j- hipertrofiéne hondrocite, osteoblaste in osteocite (Bianco in sod., 1993). Trofoblastne
celice v placenti so edino znano neskeletno mesto sinteze BSP (Bianco in sod., 1991). BSP
je najbolj mocno izrazen pri osteoblastih, moZno pa ga je zaznati tudi pri nekaterih
preosteoblastnih regijah kosti (Bianco in sod., 1993) ter prehodno pri zgodnih predniskih
celicah (Slika 10). OCN ali kostni Gla protein je glavni nekolageni protein kosti, mo¢no je
izraZzen pri zrelih osteoblastih ter Sibko v megakariocitih iz kostnega mozga (Thiede in
sod., 1994). OCN je najbolj specifiéni marker osteogeneze, izraZzen je samo Vv post-
mitoti¢nih osteoblastih ter ni izrazen v preosteoblastih (slika 10). Cbfa-1/Runx-2 je
transkripcijski faktor, ki se aktivira, ko nastopi osteogeneza in velja za robusten marker
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osteogene zavezanosti(Ducy, 2000). Za osteoblaste je znacilno tudi izrazanje nekaterih
hormonskih receptorjev, kot je PTH/PTHrP-R (Lee in sod., 1993).

Omejena proliferacija

Omejeno samoobnavljan je in post
Neomejeno zmanjsana proliferacija mitotsko
samoobr\a\\/lje:nje <
MULTIPOTE| — @
MATICNA CEl //
NEZREL ZREL
OSTEOPROGENITOR OSTEOPROGENITOR

ZREL OSTEOCIT
PREOSTEOBLAST OSTEOBLAST
PREDNISKE CELICE OSTALIH MEZENHIMALNIH

CELIC (ADIPOCITI, MIOBLASTI, FIBROBLASTI)

KOoL1 ? - + ++ ++ ++ _

AP ? - - + ++ +++ _

OCN - - - - - - _

BSP - - ++ - - -+t - +++
OPN ? -/+ -/+ -/+ -+ - D -+t
PTH/PTHrP-R  ? - - -/+ +H +Ht ++
PTHrP ? -/+ -/+ -/+ + ++ ++
Chfa-1 ++ ? ? ? ? ++ ?

Slika 10: Koraki v osteogeni diferenciaciji v celi¢ni kulturi skozi spremembe izrazanja nekaterih osteogenih
oznadevalcev. — pomeni, ni izmerjene ekspresije markerja, -/+ do +++ nara$¢anje ekspresije od zgodnje
detekcije do zelo visoke, - > +++ je heterogena ekspresija pri individualnih celicah (Aubin, 1998: 902)

2.5.5.2 Potek hondrogene diferenciacije MSC

Hondrogeneza se pri¢ne z agregacijo in kondenzacijo mezenhimskih celic. Najbolj
znaCilne molekule za ta zgodnji korak so kolagen tipa II (KOL-II), N-kadherin ter
transkripcijski  faktor Sex Determining Region X-box (Sox-9). V nadaljevanju
hondrogeneze celice za¢nejo proizvajati s KOL-1I in z agrekani bogat ekstracelularni
matriks. Za naslednjo fazo je znalilna intenzivna proliferacija celic, kjer nastanejo vecji
hrustan¢éni skupki. Celice v srediScu vsakega skupka postopoma izstopijo iz celi€nega
skupka ter preidejo v fazo hipertroficne diferenciacije (maturacije). Med to fazo se
hondrociti povecajo, dokon¢no diferencirajo, mineralizirajo in postopoma preidejo v
apoptozo. Po propadu celic preostali ekstracelularni matriks sluzi kot ogrodje za nadaljnjo
nalaganje matriksa (Zuscik in sod., 2008).

2.5.5.3 Potek adipogene diferenciacije MSC

Mascobne celice (adipociti) izvirajo iz multipotentnih maticnih celic mezodermalnega
izvora. Adipogeneza je zapleten vecstopenjski proces, ki ga lahko razdelimo v dve glavni
fazi: usmeritveno fazo in konéno diferenciacijsko fazo. V prvi fazi multipotentne MSC
postanejo usmerjene v adipogeno linijo in izgubijo multipotenten znacaj. Usmerjeni
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preadpociti so morfolosko nelocljivi od ostalih predniskih celic. V kon¢ni diferenciacijski
fazi se preadipociti, ki so fibroblastne oblike, spremenijo v bolj okrogle zrele adipocite, ki

.....

obcutljivi na inzulin (Muraganandan in sod., 2009).

Proces uravnavajo razli¢ni transkripcijski faktorji, med katere spadajo tudi CCAAT
ojacevalec/vezni protein 8, 3, in o in s peroksisomsko proliferacijo aktiviran receptor y
(angl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y, PPARY). PPARYy je najpomembnejsi
regulator adipogeneze, saj v njegovi odsotnosti adipogena diferenciacija ni mogoca.
Ektopi¢no izrazanje PPARY povzroci adipocitno diferenciacijo pri mnogih celi¢nih tipih, ki
se normalno ne razvijejo v adipogeno linijo (Tontonoz in sod., 1994). Za diferenciacijo
MSC iz kostnega mozga je znacilno zelo moc¢no povisano izrazanje PPARy med
adipogenezo. Izrazen PPARy nato aktivira ve¢in0 z adipogenezo povezanih genov, med
katere spada mascobno kislinska sintaza in glukozni transporter 4, acetil CoA karboksilaza
in inzulinski receptor (Muraganandan in sod., 2009).

2.5.5.4 Uporaba celi¢nih nosilcev pri diferenciaciji celic

Celi¢ni nosilec predstavlja tridimenzionalno ogrodje in omogoca primerno okolje za rast,
diferenciacijo in migracijo celic ter spodbuja osteogeno in hondrogeno diferenciacijo.
Visoke celi¢ne gostote na nosilcu spodbujajo tvorbo mineraliziranega matriksa, saj se tudi
v osteohondralnem razvoju in vivo osifikacijski centri za¢nejo na mestu mezenhimskih
celiénih kondenzacij (Frohlich in sod., 2009). V nadaljevanju bomo bolj podrobno
obravnavali nosilce, ki se uporabljajo v tkivnem inZenirstvu kostnega tkiva.

Zahteve pri oblikovanju idealnega nosilca za celice so: nosilec mora biti biokompatibilen
ter biorazgradljiv, njegovi razgradni produkti pa ne smejo biti toksi¢ni za celice ali
imunogeni. Casovni interval, potreben za razgradnjo nosilca, mora sovpadati s hitrostjo
nastajanja nove kosti. Pomembna je tudi visoka poroznost nosilca, ki je potrebna za
ucinkovito nasaditev celic na nosilec (in vitro) ter migracijo celic iz tkiv v nosilec (in vivo),
transport hranil in vaskularizacijo. Nosilec mora biti mehansko stabilen ter imeti mehanske
lastnosti, podobne naravni kosti. Idealen nosilec je tudi osteokonduktiven — spodbuja
pritrditev, rast in sintezo ekstracelularnega matriksa na nosilcu, osteoinduktiven — spodbuja
diferenciacijo mati¢nih celic v osteogene celice ter osteointegrativen — trajno in
funkcionalno se spoji z ze obstojeco kostjo (Logeart-Avramoglou in sod., 2005).

Materiale, ki se najbolj pogosto uporabljajo v tkivnem inzenirstvu kosti, lahko razdelimo v
tri skupine: polimeri, keramike in sestavljeni materiali (Preglednica 6).

Preglednica 5: Razliéni tipi nosilcev, ki se uporabljajo v tkivnem inZenirstvu kosti

POLIMERI KERAMIKE SESTAVLJENI
MATERIALI

Naravni: decelulariziran kostni matriks, kolagen I, | Naravna: korale Kolagen-HA-PLGA,

fibrin, hitozan Sintetiéne: hitozan-HA, PLA-PEG,

Sinteti¢ni: polimle¢na kislina (PLA), poliglikolna | hidroksiapatit (HA), kolagen-PLA-HA, PCL-HA

kislina (PGA), polimle¢na glikoli¢na kislina hidroksiapatit-

(PLGA), polianhidridi, polikarbonati, trikalcijev fosfat

polifosfazeni, polikaprolaktoni (PCL),

polifumarati
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Glavne prednosti nosilca iz decelularizirane kosti, ki smo ga uporabili v nas$i Studiji, So:
»idealna« molekularna sestava, odli¢ne strukturne in mehanske lastnosti, omogoca razvoj
kosti in vitro in takoj$njo mehansko podporo po implantaciji konstrukta v predele telesa, Ki
so izpostavljeni pritiskom. V organski fazi nosilca se nahajajo ohranjene osteoinduktivne
molekule (kolagen, BMP), ki delujejo kot modulatorji osteogene diferenciacije. Nosilci, ki
imajo pore velike 200-900 um, posnemajo strukturo kosti in omogocajo celi¢no

penetracijo, nastanek ekstracelularnega matriksa in postopno vaskularizacijo (Frohlich in
sod., 2009).

2.6 PRIMERJAVA EMBRIONALNIH IN MATICNIH CELIC ODRASLEGA
V Preglednici 7 so povzete nekatere razlike med mati¢nimi celicami odraslega ter
embrionalnimi mati¢nimi celicami.

Preglednica 6: Glavne razlike med mati¢nimi celicami iz odraslih tkiv ter embrionalnimi mati¢nimi celicami
(Bongso in Richards, 2004: 838)

Matic¢ne celice odraslega

Embrionalne mati¢ne celice

Populacije celic v organih so majhne, izolacija je
tezka, mesta nahajanja celic pa so pogosto tezko
dostopna

Ko jih izoliramo iz notranje celicne mase
blastociste, jih lahko namnozimo do velikega Stevila

Celicne linije ne obstajajo

Celicne linije obstajajo, preprosto namnozevanje
celic po protokolu do zadostnega Stevila

Multipotentne

Pluripotentne

Omejena zmoznost podvojevanja (pri visokih

pasazah pride do kariotipskih sprememb)

Neomejena zmoznost podvojevanja (kariotipske
spremembe so redke in so lahko posledica
podaljSanega gojenja pri visoki gostoti)

Nizka telomerazna aktivnost

Visoka in konsistentna telomerazna aktivnost

S staranjem prihaja do
kromosomov

skrajSevanja  dolzine

Kromosomi se ne krajsajo

Zgodnja apoptoza

Pozna apoptoza

Sprememba genotipa ni mogoca

Spremembna genotipa mogoca z metodo prenosa
somatskega jedra

Ni moznosti nastanka teratomov

Moznost nastanka teratomov po implantaciji

Epigenetske genetske spremembe so nepovratne

So povratne

Ni eti¢nih zadrzkov pri uporabi celic

Eti¢ni zadrzki, ki se razlikujejo glede na drzavo in
inStitucijo

Uporaba: transplantacijske celicne terapije

Uporaba: (1) celicna terapija, (2) testiranje
farmacevtskih ucinkovin, (3) Studije embrionalnega
razvoja, razvojnih napak ter rakavih obolenj pri
otrocih (4) proizvodnja gamet in zarodkov
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Celice

Predniske celice (hESC-P) so bile pridobljene iz embrionalnih mati¢nih celic linije H9 iz
instituta Wicell (Wisconsin). Podatki o celi¢ni liniji H9 so dostopni na spletni strani
insituta (WAO09..., 2009). Diferenciacija konfluentne kulture linije H9 je bila inducirana s
7-dnevno inkubacijo v mezodermalnem gojis¢u. Celice smo nato presadili in jih gojili, kot
je opisano v poglavju 3.2.1.

Mezenhimske mati¢ne celice iz kostnega mozga (1M-125 Human Bone Marrow, Fresh 25
ml) in humane fibroblaste (CC-2511 NHDF-Ad-Der Fibroblasts FGM-2, cryo amp) smo
kupili pri podjetju Lonza (Basel, Svica).

Vse uporabljene celice smo gojili do 5. pasaze in ugotavljali njihov diferenciacijski
potencial.

3.1.2 Kemikalije

Preglednica 7: Seznam kemikalij, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu

Okraj$ava Celoime Podjetje Kataloska st.
proizvoda

100 % Etanol Absolutni etanol; za molekularno Sigma E7023
biologijo

2-merkaptoetanol 2-merkaptoetanol ali 3- Invitrogen 21985-081
merkaptoetanol

3-IBMX 3-izobutil-1-metilksantin Sigma 170018

Aceton Aceton Sigma-Aldrich 179124

Alciansko modrilo Alciansko modrilo 8GX, prah Sigma A5268

Blyscan™ komplet | Blyscan™ komplet za merjenje Biocolor B1000

za merjenje sulfatiziranih glikozaminoglikanov

glikozaminoglikano

v

Calcium (CPC) Komplet za dolocanje celokupne Stanbio Laboratory | 0150-250

Liquicolor komplet | koncentracije kalcija

Citrisol Citrisol Quality Chemical QCC-564

Company

Dex Deksametazon; vodotopen in testiran | Sigma D2915
za celi¢ne kulture

DMSO Dimetil sulfoksid Sigma-Aldrich D2438

Dnase | Komplet za razgradnjo genomske Invitrogen 18068
DNA v RNA vzorcih

DPBS Slana fosfatna puferska raztopina Invitrogen 14190
(angl. Phosphate Buffered Saline)
brez MgCl, in CaCl,

Etanol Etanol 200 proof, brez DNaz in Sigma - Aldrich E7023
RNaz

Formaldehid Raztopina formaldehida, 3,7 % Sigma-Aldrich 533998

Se nadaljuje
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Nadaljevanje
Hematoksilin Mayerjeva raztopina hematoksilina Sigma-Aldrich MHS-1
HG-DMEM Dubeccovo modificirano gojisce Invitrogen 21985-023
(angl. Dulbecco’s modified eagle
medium) - bogato z glukozo (angl.
high glucose)
HyClone FBS "HyClone" fetalni tele¢ji serum THERMO SH30070.03
(angl. Bovine Fetal Serum »)- Scientific
definiran; LOT#ATK33398
Indometacin Indometacin Sigma-Aldrich 17378
Inzulin humani rekombinantni inzulin Sigma-Aldrich 10259
ITS-X Inzulin-transferin-selen-X suplement | Invitrogen 51500-056
Izopropanol 2-propanol ali izopropil alkohol; za Sigma-Aldrich 59304
molekularno biologijo
Kloroform Kloroform; za molekularno biologijo | Fisher Scientific BP1145-1
KO-DMEM Knockout™ Dulbeccovo Invitrogen 10829
modificirano gojisce (angl.
Knockout™ Dulbecco’s modified
eagle Medium)
Komplet za Komplet za levkocitno alkalno Sigma-Aldrich 85L2-1KT
dolocanje aktivnosti | fosfatazo (na osnovi naftol AS-MX
alkalne fosfataze fosfata in "fast blue RR" soli s
citratom)
Komplet za angl. Superscript 111 first strand Invitrogen 18080-051
reverzno synthesis for RT-PCR
transkripcijo RNA v
cDNA
Komplet za RT- Komplet za reverzno transkripcijo Invitrogen 18080-051
PCR (angl. SuperScript 11 First-Strand
Synthesis System for RT-PCR)
L-AA-2-P L-askorbinska kislina-2-fosfat Sigma-Aldrich A8960
seskvimagnezijev solni hidrat
L-glutamin L-glutamin Invitrogen 25030-081
LIVE/DEAD® LIVE/DEAD® komplet za dolo¢anje | Invitrogen L3224
komplet viabilnosti celic
L-prolin L-prolin, nezivalskega izvora, Sigma P5607
testiran za delo s celi¢nimi kulturami
MEM NEAA Neesencialne aminokisline Invitrogen 11140
Natrijev azid Natrijev azid Riedel-de Haén 13412
Natrijev piruvat 100 mM raztopina natrijevega Invitrogen 11360-070
piruvata
Nuclear Fast Red Jedrno rdece barvilo, raztopina Sigma-Aldrich 59304
Oil Red O Oil Red O barvilo, prah Sigma-Aldrich 59304
PBS 10X Slana fosfatna puferska raztopina Invitrogen 70011-044
(angl. Phosphate Buffered Saline™),
10-krat koncentrirana, brez MgCl, in
CaCIZ
Pen-Strep Penicilin in Streptomicin Invitrogen 15140
Permount "Mounting" medij Fisher Scientific SP15-500

Se nadaljuje
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Nadaljevanje
Proteinaza K Serinska proteinaza Sirokega spektra | Fischer BP1700-100
BioReagents

Quant-iT Picogreen | Komplet za dolo¢anje koncentracije Invitrogen P7589
dvoverizne DNA (angl. Quant-iT
PicoGreen dsDNA kit)

Quant-iT RNA Komplet za kvanitifikacijo RNA v Invitrogen Q32855

Assay Komplet vzorcih

Rnase Zap Sprej za odstranitev RN-az s Ambion AM9780
plasti¢nih in steklenih povrsin

RPMI angl. Roswell Park Memorial Gibco 11835
Institute (RPMI) medij (brez fenola)

Srebrov nitrat Srebrov nitrat, ACS reagent, >99 % Sigma-Aldrich 209139

Trikloroocetna Raztopina trikloroocetne kisline, Sigma-Aldrich 59304

kislina 6.1.N

Tripan Tripansko modrilo (angl. Trypan Sigma-Aldrich 59304
Blue Solution (0,4 %)

Tripsin 25 % raztopina tripsina v EDTA Invitrogen 25200

Triton Triton-X-100 Sigma-Aldrich X100-500ML

TRIzol reagent Trizol® LS reagent za izolacijo RNA | Invitrogen 10296-028

Voda Voda, sterilno filtrirana, testirana za | Sigma W3500
delo s celi¢nimi kulturami

Zelatina Zelatina iz svinjske koZe, tip A, v Sigma G1890
prahu, testirana za delo s celicnimi
kulturami.

B-GP beta-glicerofosfat Sigma-Aldrich 59304

3.1.3 Aparature in plasti¢ni pripomocki

Preglednica 8: Seznam glavnih aparatur in plastiénih pripomockov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem

delu

Aparatura

Podjetje

Aparatura za PCR v realnem ¢asu, model HT7900

Applied Biosystems

Aparatura za PCR, model MyCycler

BioRad

Avtoklav, model 2540E

Tuttnauer Brinkmann

Avtomatske pipete 1-10 pl, 10-100 ul, 20-200 ul, 100-1000 pl | Eppendorf
Centrifuga, model 5415R Eppendorf
Centrifuga, model 5804R Eppendorf
Fazno kontrastni fluorescen¢ni mikroskop, model I X 81 Olympus
Fluorimeter Quibit Invitrogen
Fluorometer, model FL x 800 BioTek

Hladilnik z zamrzovalnim predelom, model REVCO

Thermo Scientific

Inkubator Heracell 150

Thermo/ Fischer Scientific

Multikanalna avtomatska pipeta 30-300 ul

Thermo

Pipetor

Accu-jet ® pro

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

Spektrofotometer SpectraMax Plus

Molecular Devices

Svetlobni mikroskop model TMS-F

Nikon

Stevna komora

Hausser Scientific, kataloSka Stevilka: 3200

Vibracijsko mesalo

Fischer Scientific

3.1.4 Gojisca in ostale raztopine

Preglednica 9: Seznam in sestava uporabljenih goji$¢ pri raziskovalnemu delu

Ime gojisca Sestava

Adipogeno Indukcija adipogeneze: 90 % HG-DMEM, 10 % HyClone FBS, 1 % PenStrep, 1 uM

gojisce Dex, 10 pg/ml Inzulin, 200 uM Indometacin, 500 uM  IBMX
Vzdrzevanje adipogeneze: 90 % HG-DMEM, 10 % HyClone FBS, 1 % PenStrep, 10
pg/ml inzulin

Hondrogeno HG-DMEM, 1 % PenStrep, 100nM Dex, 50 pg/ml AA-2-P, 40 pg/ml L-prolin, 1xITS, 1

gojisce mM Natrijev piruvat, 10 ng/ml TGF-B3

Kontrolno 90 % HG-DMEM, 10% HyClone FBS, 1 % PenStrep

gojisce

Mezodermalno
gojisce

80 % KO-DMEM, 20 % HyClone FBS. Dodatki: 2,5 ml neesencialnih AK, 1,25 ml L-
glut, 500 pl B-mercaptoetanol, 2,5 ml Pen Strep (koli¢ine za 200 ml medija)

Osteogeno
gojisce

90 % HG-DMEM, 10 % HyClone FBS, 1 % PenStrep, 1pM Dex, 10 mM B-GP , 50
uM AA-2P

Preglednica 10:Uporabljene raztopine pri raziskovalnemu delu

Ime raztopine

Koncentracija

Raztopina tripsina

0,25%

Raztopina kolagenaze

1 mg/mlv TEX pufru

Raztopina zelatine

0,1 % v vodi za celi¢ne kulture

3.1.5 Reagenti in pripomoc¢ki za PCR v realnem ¢asu

Preglednicall: Seznam reagentov in pripomockov za merjenje izrazanja genov z metodo PCR v realnem

casu

Proizvod Podjetje Kataloska $tevilka
GAPD endogena kontrola Applied Biosystems 4310884E

PPARy komplet Applied Biosystems HS01115513-M1
CBFA-1 (RUNX-2) komplet Applied Biosystems HS00231692
optiéna plos¢a za qPCR s 96- | Applied Biosystems 4306737

luknjami

Tagman®  univerzalna  PCR | Applied Biosystems 4304437

mesanica

Adhezivna folija za PCR plo§¢o Applied biosystems 4360954
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3.2 METODE

3.2.1 Metode dela s celi¢nimi kulturami

3.2.1.1 Odmrzovanje celic

Celice je potrebno odmrzniti hitro, saj medij za zamrzovanje vsebuje dimetilsulfoksid

(DMSO), krioprotektor, ki pa je pri sobni temperaturi mo¢no toksicen za celice. Postopek

odmrzovanja celic smo izvedli v naslednjih korakih:

a) Celice vzamemo iz posode s teko¢im dusikom. Predhodno dolo¢imo njihovo lokacijo v
posodi z dusikom s pomocjo dnevnika zamrzovanja, kamor sproti zapisujemo, kdaj in
katere celice smo zamrznili in kje se le-te nahajajo (stojalo, nivo).

b) Krioviali narahlo odvijemo pokrov¢ek in na ta nac¢in omogoc¢imo izhajanje plina iz
viale. Pokrovcek nato zapremo nazaj in prenesemo vialo s celicami v vodno kopel.
Celice na hitro odtajamo v vodni kopeli pri 37 °C. Odtajanje skrbno opazujemo in ko
se ledeni kristal v viali zmanjSa na velikost 1-2 mm, vialo obriSemo z etanolom in jo
prenesemo v brezpra$no komoro.

c) Vialo s celicami v brezprasni komori $e enkrat obriSemo z etanolom okoli pokrovcka,
odpremo in s pomo¢jo pipete celice prenesemo v centrifugirko.

d) Po kapljicah dodamo 14 ml ogretega gojisca.

e) Celi¢no suspenzijo centrifugiramo 5 min pri 250 x g.

f) S pomocjo aspiratorja odsesamo medij (pri tem koraku tudi dokon¢no odstranimo
DMSO).

g) Celice resuspendiramo v primernem volumnu gojis¢a in jih v Zeljeni koncentraciji
nasadimo na gojilne posodice. Za presajanje celic smo uporabljali kontrolno (za BMSC
in NHF) in mezodermalno gojisce (za hESC-P).

3.2.1.2 Gojenje in presaditev celic

Celice smo gojili v gojilnih posodah z razlicnimi povr§inami. Ve¢je posode (T75, T125)
smo uporabljali za namnozevanje celic do zadostnega Stevila, potrebnega za poskus, ter za
ugotavljanje dinamike rasti, manjSe posode (plos¢a s 24 luknjami) pa za testiranje razli¢nih
diferenciacijskih gojis¢ v samem eksperimentu. Celicam smo menjevali medij na vsake 3-4
dni. Vsak dan smo s pomoc¢jo mikroskopa opazovali konfluentnost celic. Ko se je
preraSc¢enost gojilne posode priblizala 100 %, smo celice presadili. Tako menjavo gojisca
kot presaditev celic smo izvajali v brezprasni komori, v aspeti¢nih pogojih.

Postopek presaditve celic (koli¢insko prirejen za gojilno posodo s povr§ino 150 cm?):

a) S pomocjo aspiratorja odsesamo staro gojisce iz gojilne posode.

b) Celice speremo z 20 ml DPBS, ki ne vsebuje magnezijevih in kalcijevih ionov, in s tem
razrahljamo pritrditev izvenceli¢nih proteinov.

c) Celice prekrijemo z 8 ml tripsina. Tripsin je proteinaza, ki razrahlja medceli¢ne stike in
omogoci odlepljanje celic od povrsine gojilne posode.

d) Celice inkubiramo 5 min pri 37 °C.

e) Pod mikroskopom pregledamo, ¢e so se celice popolnoma odlepile od gojilne posode.

f) Celice prenesemo nazaj v brezprasno komoro in jim dodamo enak volumen svezega
gojisca (vsebuje fetalni tele¢ji serum), s ¢imer inaktiviramo delovanje tripsina.

g) Celi¢no suspenzijo prenesemo v centrifugirko in centrifugiramo 5 min pri 250 x g.

h) Odsesamo medij in s tem dokon¢no odstranimo tripsin. Celicnemu peletu najprej
dodamo 10 ml svezega medija ter ga S pipetiranjem dobro resuspendiramo, da
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razbijemo skupke celic, nato pa dodamo $e 10 ml svezega medija in Se enkrat dobro
premesamo.

i) Odvzamemo vzorec homogene celiCne suspenzije ter celice preStejemo pod
mikroskopom s pomocjo Stevne komore.

J) Celice resuspendiramo v Zeljenem volumnu gojisc¢a in nasadimo na povrSino gojilne
posode v ustrezni gostoti. hESC-P smo nasajevali v gostoti 10.000 celic/cm? BMSC in
NHF pa v gostoti 5000 celic/ cm®.

3.2.1.3 Zamrzovanije celic

Celice zamrzujeme pocasi, obi¢ajno s hitrostjo 1 °C/min. Medij za zamrzovanje vsebuje
DMSO, krioprotektant, ki upoc¢asni zamrzovanje in tako nastajanje vodnih kristalov, ki bi
lahko poskodovali celi¢cno membrano in organele ter tako povzro¢ili celi¢no smrt.

Postopek zamrzovanja celic:

a) Pripravimo medij za zamrzovanje: V razmerju 1 : 4 zmeSamo DMSO z ohlajenim FBS.

b) Oznacimo krioviale s tipom celic, pasazo, koncentracijo in datumom zamrzovanja.

c) Celice v gojiscu resuspendiramo do primerne gostote (npr. 2 milijona/ml).

d) Po kapljicah dodajamo celi¢ni suspenziji medij za zamrzovanje do razmerja 1:1 ter
porazdelimo celi¢no suspenzijo v krioviale (po 1 ml v vsako kriovialo).

e) Viale prenesemo v posodo za zamrzovanje, ki vsebuje izopropanolin, in omogoca
zamrzovanje s hitrostjo 1 °C/min.

f) Posodo postavimo v zamrzovalnik pri -80 °C.

g) Po 24 urah viale z zamrznjenimi celicami prestavimo v teko¢i dusik.

3.2.2 NamnoZevanje celic in ugotavljanje dinamike rasti hESC-P

Za pricetek poskusa smo potrebovali zadostno Stevilo celic, zato smo odmrznjene hESC-P
P3 namnoZevali v mezodermalnem gojis¢u. Celice smo nasadili na z zelatino prekrite
gojilne posodice s povrsino 150 cm? pri gostoti 10.000 celic/cm?®. Ko so celice prerasle
povrsino gojilne posodice, smo jih tripsinizirali in nasadili na nove gojilne posode v enaki
zacetni koncentraciji. Tudi ko smo Ze dosegli dovolj veliko Stevilo celic, potrebnih za
poskus, smo z gojenjem celic nadaljevali do 12. pasaze, saj smo Zeleli opazovati, kako se
spreminja hitrost rasti in morfologija celic skozi podalj$ano gojenje. V nadaljevanju smo
zaradi manjie porabe gojis¢a gojili celice le v dveh posodicah s povrino 150 cm?,
presezek celic pa smo po tripsinizaciji zavrgli ali zamrznili. Celice smo med rastjo slikali
in primerjali njihovo morfologijo pri razli¢nih pasazah ter konfluencah.

Za potrebe poskusa smo do zadostnega Stevila namnozili tudi BMSC dveh razli¢nih
donorjev (pozitivna kontrola) ter NHF (negativna kontrola). Celice smo nasadili pri za¢etni
gostoti 5000 celic/cm®. Za namnoZevanje BMSC in NHF smo uporabljali kontrolno
gojisce, gojilnih posod pa predhodno nismo prekrili z zelatino. Za uporabo dveh tipov
BMSC smo se odlo¢ili, ker smo Zeleli opazovati tudi vpliv darovalca na diferenciacijski
potencial BMSC.

3.2.3 Diferenciacija celic v monoslojih

Za gojenje v monoslojih smo uporabili gojilne plos¢e za celi¢ne kulture s 24 luknjami.

Celice smo na dan priCetka poskusa nasadili na plos¢e v zacetni koncentraciji 10.000
celic/lcm®. Za vsak tip celic (hESC-P., BMSC1, BMSC 2 in NHF) smo pripravili po 4
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plosce, ki smo jih oznacili s teden 1, teden 2, teden 3 in teden 4. Celice smo pred

Slika 11: Razporeditev na plos¢i za poskus diferenciacije celic v monoslojih

Po 1., 2., 3. in 4. tednu kultivacije smo preverjali aktivnost encima alkalna fosfataza (AP),
izvedli barvanje Von Kossa (VK) in barvanje Oil red O (OR) ter odvzeli vzorce za
kasnejSo izolacijo RNA za analize izrazanja genov z RT-PCR. Ker je alkalna fosfataza
encim, bi ga fiksacija v formaldehidu inaktivirala, zato smo preverjali njegovo aktivnost
sproti na vzorcih, fiksiranih z citratnim pufrom acetona (60 %) 30 sekund. Vzorce za
barvanji Von Kossa in Oil Red O smo sprali s PBS ter 30 min fiksirali v 3,7 %
formaldehidu, nato pa hranili v 0,5 ml PBS do barvanja. Vzorce za analizo RNA smo
pripravili tako, da smo iz lukenj naprej odsesali medij, nato pa celice sprali s PBS. Celice
smo s pomocjo nastavkov za pipetiranje postrgali s povrSine v 300 pl PBS ter prenesli v
mikrocentrifugirko. V eno mikrocentrifugirko smo zdruZili vzorca iz dveh lukenj (600 pl).
Po centrifugiranju pri 300 x g 5 min smo odstranili supernatant, dodali 0,5 ml TRIzol®
reagenta ter vzorce dobro premeSali na meSalu. Do nadaljnje izolacije smo vzorce,
raztopljene v TRIzol® reagentu, hranili pri -20 °C.

3.2.4 Priprava in diferenciacija celic v kulturah peletov

Postopek priprave peletov: Celi¢no suspenzijo smo pridobili iz monokultur s tripsinizacijo.
Alikvote po 300.000 celic, suspendiranih v 1ml medija, smo centrigirali pri 300 x g 5 min
v epruvetkah volumna 1.5 ml s konusom in pokrovékom na navoj. Po 24 urah gojenja v
inkubatorju so celice tvorili kompaktne celi¢ne skupke, ki niso bili pritrjeni na plastiko.
Kulturam peletov smo medij popolnoma zamenjali vsake 3-4 dni.

V kulturah peletov smo preverjali osteogen in hondrogen potencial hESC-P, saj je znano,
da tridimenzionalno okolje spodbuja diferenciacijo mati¢nih celic v osteogen in hondrogen
fenotip. Pozitivna kontrola so bile mati¢ne celice iz kostnega mozga (BMSC) dveh
razli¢nih darovalcev, negativna kontrola pa normalni ¢loveski fibroblasti (NHF). Vse tri
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celiéne tipe smo gojili v kontrolnem, osteogenem in hondrogenem gojiscu 4 tedne. Po 4
tednih kultivacije smo pelete sprali s PBS (-Mg**, -Ca®") in jih do nadaljnjih biokemijskih
analiz shranili pri -80 °C. 1z vsake skupine smo 4 vzorce fiksirali v 3,7 % formaldehidu ter
vpeli v histogel in jih poslali na oddelek za histologijo, kjer so naredili histoloske rezine, ki
smo jih pobarvali Von Kossa (VK) za prisotnost kalcija in z alcianskim modrilom (angl.
Alcain Blue, AB) za prisotnost glikozaminoglikanov (GAG). 6 peletov iz vsake skupine
smo uporabili za merjenje DNA in GAG, preostalih 6 peletov iz vsake skupine pa za
merjenje koncentracije kalcija.

3.2.5 Metode za dolecanje stevila celic

3.2.5.1 Stetje s tripanskim modrilom

Teorija: Tripansko modrilo je diazo barvilo, ki zaradi svojih kemi¢nih lastnosti prehaja
samo v membrane mrtvih celic, membrane Zivih celice pa ostanejo neprepustne za modrilo.
Pod mikroskopom mrtve celice vidimo difuzno modro, Zive pa ostanejo jasno bele.

Pripravili smo homogeno suspenzijo celic za Stetje, nato pa smo celice v razmerju 1:1
pomesali s tripanskim modrilom. Ce je bilo potrebno, smo vzorec celic predhodno
razredcili v PBS. Celice smo nanesli pod krovno steklo hemocitometra, ki je sestavljen iz
dveh stevnih komor. Vsaka Stevna komora je sestavljena iz 9 kvadratnih vdolbin z
volumnom po 1 pl (povrsina je 1 mmz). Celice smo presteli pod svetlobnim mikroskopom
ter nato izracunali celokupno Stevilo po formuli: celokupno Stevilo celic v vzorcu = §t.
prestetih celic/stevilo prestetih kvadratov*2*R*10** V/,,orzenc raztopine- R pomeni redcitev
vzor¢ne suspenzije v PBS (Ce je le-to potrebno), za faktor 2 pa pomnozimo zaradi redcitve
vzorca v tripanu, Ki je v razmerju 1:1.

3.2.5.2 Dolocanje koncentracije DNA v vzorcih

Koncentracija DNA odraza Stevilo celic v peletih in konstruktih, nasajenih s celicami. V
konstruktih smo merili DNA za ugotavljanje uspesnosti nasajevanja celic na nosilec, pri
¢emer smo primerjali koli¢ino DNA v zacetni suspenizji celic s koli¢ino DNA v nosilcu po
nasaditvi.

Teorija: Koncentracijo DNA smo dolo¢ali s kompletom Quant-iT ™ PicoGreen®. Quant-
iT ™ PicoGreen® je ob&utljivo fluorescentno barvilo za kvantifikacijo dvoverizne DNA v
raztopini. Fluorescentno barvilo je specificno za DNA in se ne veze na RNA in ostale
molekule.

Potek dela
a) Razgradnja vzorcev s kolagenazo:

Vzorce smo ¢ez no€ inkubirali v 0,1 mg/ml raztopini Proteinaze K v pufru TEX (10 mM
TRIS, ImM EDTA, 0,1 % Triton) v vodni kopeli pri 50 °C.

b) Priprava znanih koncentracij DNA za pripravo umeritvene krivulje:

Pripravili smo 1pug/ml zalozno raztopino dvoverizne DNA v TE. Pripravili smo redcCitve
standardne DNA, Ki so ustrezale koncentracijam 0 ng/ml, 50 ng/ml, 200 ng/ml, 500 ng/ml,
700 ng/ml in 1000 ng/ml.

c) Analiza vzorcev:
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Vzorce smo po inkubaciji v prisotnosti kolagenaze dobro homogenizirali s pomocjo
mlincka, jih mo¢no premesali na mesSalu in centrifugirali na 500 x g 5 min, da so se celi¢ni
ostanki dobro posedli. DNA se je nahajala v vodni raztopini. Supernatant smo red¢ili v
pufru TE 5 krat. S tem smo dosegli, da so bile izmerjene absorbance znotraj vrednosti
umeritvene krivulje. 100 pl lizata/standarda smo odpipetirali v plos¢o s 96 luknjami in
dodali 100 pl fluorescentnega reagenta. Fluorescenti reagent smo sveze pripravili tako, da
smo zmeSali Quant-iT ™ PicoGreen® dsDNA reagent s pufrom TE v razmerju 1 : 200.
Plos¢o smo inkubirali v temi 3 minute ter nato izmerili fluorescenco na fluorometru
(eksitacija: 480 nm, emisija: 520 nm).

3.2.6 Citokemi¢ni test za ugotavljanje aktivnosti encima alkalna fosfataza

Teorija: Alkalna fosfataza je protein na povrsini celic. S celicno membrano je povezan
preko fosfatidilinozitol fosfolipidnega kompleksa. Visoka aktivnost alkalne fosfataze v
vzorcu je povezana z aktivno formacijo mineraliziranega matriksa. Substrat pri
citokemi¢nem testu je naftol AS-MX fosfat. Aktiven ancim alkalna fosfataza v celicah
odceplja fosfatni ion od substrata. Naftol AS-MX se poveze z barvilom »Fast blue;
rezultat je vijoli¢na barva na mestih, kjer je prisotna celi¢na aktivnost alkalne fosfataze. V
primerjavi z osteogeno je kontrolna skupina obarvana mnogo manj intenzivno.

Postopek: Za merjenje aktivnosti alkalne fosfataze smo uporabljali komplet za merjenje
alkalne fosfataze podjetja Sigma-Aldrich.

a) Priprava reagentov:

e Delovna raztopina citratnega pufra: Razredéimo 2 ml koncentrirane raztopine
citratnega pufra s 100 ml deionizirane vode.

e Raztopina za fiksacijo (60 % citratni pufer v acetonu): pri konstantnem meSanju
dodamo 2 volumna delovne raztopine citratnega pufra 3 volumnom acetona.

e Raztopina diazonijeve soli: s pomo¢jo magnetnega mesala raztopimo vsebino »Fast
Blue RR« solne kapsule v 48 ml distilirane vode. V naslednjem koraku dodamo 2 ml
naftol AS-MX fosfat alkalne raztopine in premesamo.

b) Celice 30 sekund fiksiramo z meSanico citratnega pufra v acetonu. Pri tem koraku je
potrebna previdnost, saj predolga izpostavljenost fiksacijskemu sredstvu lahko unici
delovanje alkalne fosfataze. Celice previdno spiramo z deionizirano vodo 45 sekund.
Med koraki ne smemo dovoliti, da bi se celice osusSile.

c) Dodamo raztopino diazonijeve soli in inkubiramo 30 minut pri 18-26 °C v temi. Po 30
minutah celice nezno spiramo z destilirano vodo 2 minuti.

d) Celice za boljso vidljivost pod mikroskopom obarvamo $¢ z Mayerjevo raztopino
hematoksilina. Inkubiramo 10 min in nato 3 minute spiramo v deionizirani vodi.
Rezultat tega barvanja je jasno obarvano jedro z rahlim ozadjem.

e) Celice pokrijemo s plastjo deionizirane vode, da se ne izsu$ijo in pregledamo pod
svetlobnim mikroskopom.

3.2.7 Merjenje celokupne koncentracije kalcija

Nalaganje kalcija pri formaciji ekstracelularnega matriksa (ECM) je indikator osteogene
diferenciacije. Kalcij smo merili v peletih, ki smo jih gojili v osteogenem, kontrolnem in
hondrogenem gojiscu.
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Teorija: Celokupno koncentracijo kalcija v kulturah peletov smo doloc¢ali s kompletom
Calcium (CPC) Liquicolor (Stanbio Laboratory). Metoda temelji na disociaciji kalcija iz
izvenceli¢nega matriksa v kislo raztopino, v naslednjem koraku pa sproscen kalcij reagira z
ortocresolftaleinskim kompleksom v alkalnem mediju, kar vidimo kot vijoli¢no obarvanje
in spektrofotometri¢no izmerimo pri valovni dolzini 550 nm. Koli¢ina kalcija v vzorcu je v
dolo¢enem obmocju sorazmerna z intenziteto vijolicne barve. Navzkrizna reakcija z
magnezijem je onemogocena z 8§-hidroksikinolinom, reakcija s tezkimi kovinami pa je
kontrolirana s natrijevim cianidom.

Postopek:

a) S pipeto previdno odstranimo gojis€e in pelet speremo s PBS, ki ne vsebuje
magnezijevih in kalcijevih ionov.

b) Vsakemu peletu dodamo 300 pl trikloroocetne kisline.

c) Pelet dobro homogeniziramo z vibracijskim mes$alom in inkubiramo 30 min pri sobni
temperaturi.

d) Vzorce centrifugiramo pri 3000 x g 5 min pri 4 °C in izmerimo koncentracijo kalcija v
supernatantu.

e) Priprava znanih koncentracij kalcija za umeritveno krivuljo:
pripravimo red¢itve standarda ki so ustrezajo koncentracijam 0 pg/ml, 10 pg/ml, 20
pg/ml, 40 pug/ml, 60 pg/ml in 80 pg/ml.

f) Odpipetiramo po 10 ul vzorca/ standarda v prozorno mikrotitersko plos¢o s 96
luknjami. V vzorcih, ki smo jih gojili v osteogenem mediju, priCakujemo visjo
vsebnost kalcija, zato jih predhodno ustrezno razred¢imo (10-krat), da so dobljene
meritve znotraj obsega umeritvene krivulje.

g) Sveze pripravimo raztopino reagenta za vezavo kalcija in puferskega reagenta za kalcij
v razmerju 1:1. Za posamezno luknjo v plos¢i potrebujemo 100 pl raztopine.

h) S pipeto odpipetiramo po 100 ul raztopine v vsako luknjo.

i) Plos¢o inkubiramo 5 minut v temi pri sobni temperaturi.

j) Izmerimo opti¢no gostoto v vsaki luknji plos¢e s spektrofotometrom, nastavljenim na
valovno dolzino 550 nm.

3.2.8 Barvanje Von Kossa

Teorija: V fotokemi¢ni reakciji pride do zamenjave fosfatnih in karbonatnih ionov v
vzorcu s srebrovimi. Vir srebra je srebrov nitrat. Za aktivacijsko energijo je potrebna
mocna bela ali ultravijoli¢na svetloba. Ker so obmocja v tkivu, ki so bogata s karbonati in
fosfati, nespremenljivo povezana z obmoc¢ji nalaganja kalcija, se metoda uporablja za
demonstracijo nalaganja kalcijevih depozitov v tkivu.

Postopek:
a) Celice speremo s PBS ter fiksiramo v 3,7 % formaldehidu v PBS pri sobni temperaturi

30 min. Celice do nadaljnje analize pokrijemo s PBS, da se ne izsusijo.

b) Pred barvanjem celice speremo z deionizirano vodo.

c) Vzorce prekrijemo s 5 % raztopino Srebrovega nitrata ter izpostavimo moc¢ni beli
svetlobi za 30 min. Zaradi boljSega odboja svetlobe podstavimo pod plosce s celicami
aluminijevo folijo.

d) Speremo z 1 ml deionizirane vode ter prekrijemo vzorce s 350 pl destilirane vode in
pogledamo pod svetlobnim mikroskopom.
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3.29 Barvanjez OilRed O

Teorija: Barvilo Oil Red O se uporablja za identifikacijo adipocitov. Je v mascobi topno
diazo barvilo (lizohrom) in barvanje temelji na predpostavki, da je barvilo bolj topno v
mascobi kot v topilu, zato prehaja iz topila in se nalaga v mascobnih kapljicah adipocitov
ter jih obarva v znacilno rdeco barvo.

Priprava kemikalij:

e Zalozna raztopina Oil Red O — s pomoc¢jo tople vodne kopeli raztopimo 0,25 g barvila
v prahu Oil red O v 50 ml izopropanola.

e Delovna raztopina Oil Red O — razred¢imo 15 ml zalozne raztopine z 10 ml distilirane
vode, pustimo stati 10 min in nato prefiltriramo skozi papirni filter v stekleno caSo ter
nemudoma pokrijemo. Delovna raztopina ni obstojna in jo moramo pripraviti vsakic¢
sproti.

Postopek barvanja:

a) Celice, ki smo jih predhodno fiksirali s 3,7 % formaldehidom 30 min, se nahajajo v
PBS. Odstranimo PBS in jih speremo z vodo iz pipe.

b) Sledi spiranje s 60 % izopropanolom.

c) Celice obarvamo s sveze pripravljeno delovno raztopino barvila Oil Red O in
inkubiramo 15 min pri sobni temperaturi.

d) Spiramo najprej s 60 % izopropanolom ter nato Se z destilirano vodo.

e) Vzorce prekrijemo s plastjo vode, da se ne izsuSijo, ter jih pregledamo pod
mikroskopom.

3.2.10 Doloc¢anje koncentracije glikozaminoglikanov

Koncentracijo glikozaminoglikanov v vzorcih peletov smo doloc¢ali s kompletom
Blyscan™ proizvajalca Biocolor.

Teorija: 1,9-dimetilmetilenskem modrilu se spremeni absorpcijski spekter, ko se le-ta
poveze sulfatiranimi glikozaminoglikani (GAG, proteoglikani). Pri 540 nm izmerimo
pozitivnho spremembo, ki jo povzro¢i kompleks sulfatiranih glikozaminoglikanov z DMM.
Pri 595 nm izmerimo negativno spremembo. Razlika med 595 in 540 nm nam da bolj
natanéen rezultat, kot ¢e bi brali le pri eni valovni dolzini. Kompleks glikozaminoglikanov
z dimetilen modrim barvilom po 5 minutah precipitira iz raztopine in plosca postane
neberljiva, zato pohitimo z branjem plosce na spektrofotometru (Biocolor ...,1998).

Priprava reagentov:

e Dimetilensko modrilo

a) Raztopimo 2g natrijevega formata v 980 ml deionizirane vode.

b) Dodamo 2 ml formi¢ne kisline (n-butil format ali butil ester) in uravnamo pH na 3,5.

c) V loceni epruveti dodamo 16 mg dimetilen modrega k 5 ml etanola.

d) Premesamo z vibracijskim meSalom.

e) Dodamo raztopino barvila pufru, barvilo dokon¢no izperemo iz epruvete z deionizirano
vodo.

f) Razred¢imo do 1 1, hranimo v hladilniku (4 °C).

e Standard: 1mg/ml hondroitin-6-sulfat
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Postopek:
a) DMM ogrejemo na sobno temperaturo.

b) Pripravimo razredCitve standarda v koncentracijah: 0 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 7,5
pg/ml, 10 pg/ml, 12,5 pg/ml, 15 pg/ml, 17,5 pg/ml, 20 pg/ml, 22,5 pg/ml, 25 pg/ml in
30 pg/ml.

c) Odpipetiramo 40 ul standarda/ vzorca v plos¢o s 96 luknjami. Vsak vzorec/standard
odpipetiramo v dveh ponovitvah.

d) S pipeto dodamo 200 pl barvila DMM najprej k vzorcem in potem k standardom.
Nemudoma izmerimo absorbanco pri dveh valovnih dolzinah (540 nm in 595 nm) in
izraCunamo koncentracijo sulfatiranih glikozaminoglikanov.

3.2.11 lzolacija RNA s Trizolom

RNA za analizo izrazanja genov z RT-PCR smo izolirali z reagentom TRIzol®
(Invitrogen) po protokolu, ki ga priporoca proizvajalec.

Teorija: Reagent je monofazna raztopina fenola in gvanidin izotiocianata, ki na vzorec
deluje na ve¢ nacCinov: med homogenizacijo in lizo vzorca TRIzol vzdrzuje integriteto
RNA, celice in njene komponente pa razgrajuje. Ko po dodatku Kkloroforma vzorce
centrifugiramo, se raztopina lo¢i v zgornjo vodno fazo in spodnjo organsko fazo. RNA se
nahaja v vodni fazi, ki jo prenesemo in precipitiramo z dodatkom izopropanola.

Postopek:
a) Pred pri¢etkom izolacije RNA vse delovne povrSine o¢istimo s sprejem za odstranitev

ribonukleaz iz steklenih in plasti¢nih povrsin. Za izolacijo RNA uporabljamo le pipetne
nastavke, ki so oc¢is¢eni vseh zaznavnih RN-az. Ker je so naSa koza in lasje bogat vir
RN-az, pogosto menjamo zas¢itne rokavice.

b) Odtajamo vzorce, ki so do analize shranjeni v TRIzolu pri -20 °C.

c) Dobro premeSamo odtajene vzorce.

d) Homogenizirane vzorce inkubiramo 5 minut pri 15-30 °C in s tem dovolimo popolno
razgradnjo nukleoproteinskih kompleksov.

e) Dodamo 0,1 ml kloroforma na 500 ul TRIzol reagenta.

f) Dobro zapremo mikrocentrifugirke in premeSamo15 sekund.

g) Inkubiramo vzorce na 15-30 °C 2-3 minute.

h) Centrifugiramo na 12000 x g 15 min pri 2-8 °C.

i) Prenesemo vodno fazo (zgornja) v svezo mikrocentrifugirko.

J) RNA precipitiramo z meSanjem z izopropanolom. Dodamo 0,25 ml izopropanola na
0,5ml TRIzola.

k) Inkubiramo vzorce pri 15-30 °C 10 min in jih nato centrifugiramo pri 12.000 x g 10
min pri 2-8 °C. RNA je po centrifugiranju vidna kot pelet na dnu mikrocentrifugirke.

I) Odstranimo supernatant in speremo RNA pelet s 75 % etanolom. Dodamo 0,5 ml
etanola na 0,5 ml Trizola.

m) PremeSamo vzorce z vibracijskim meSalom ter nato centrifugiramo pri 7500 x g 5 min
pri 2-8 °C.

n) S pipeto previdno odstranimo etanol in osuSimo pelete RNA v brezpras$ni komori.
Potrebna je previdnost, da se pelet ne izsusi popolnoma, saj to mo¢no zmanjsa njegovo
topnost.

0) Pelet raztopimo v 30 pul vode, ki ne vsebuje RN-az, in shranimo pri -80 °C.
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3.2.12 Merjenje koncentracije RNA

Nadaljnji postopki reverzne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo so dragi in
dolgotrajni, zato se zelimo prepric¢ati, da imamo dovolj RNA za uspe$no reverzno
transkripcijo, hkrati pa si tudi zelimo uravnoteziti koli¢ino RNA iz razli¢nih vzorcev pred
reverzno transkripcijo.

Postopek smo izvajali kompletom Quant-iT™ RNA assay kit. Uporabili smo fluorometer
Quibit™ in Qubit™ ultra-tanke optine epruvetke za RT-PCR.

Postopek:

a) Pripravimo 0,5 ml epruvetke za Zeljeno Stevilo vzorcev ter jih oznac¢imo.

b) Pripravimo Quant-iT™ delovno raztopino tako, da razredéimo Quant-iT'™ RNA
reagent v razmerju 1:200 s Quant-iT™ RNA pufrom. Uporabimo plasti¢no posodo.
Kon¢ni volumen za vsak vzorec bo 200 pl. Pripravimo (Stevilo vzorcev +
standard)*200 pl delovne raztopine.

c¢) Odpipetiramo 190 pl Quant-iT™ delovne raztopine v vsako od obeh epruvetk s
standardom.

d) Dodamo 10 pl vsakega standarda v svojo epruveto in premesamo 2-3 s. Pazimo, da ne
ustvarimo mehurckov.

e) Odpipetiramo 199 pul Quant-iT™ delovne raztopine.

f) Odpipetiramo 2 ul vzorca k vsaki epruvetki z delovno raztopino. Skupni volumen mora
biti 200 pl. Mesamo 2-3 s.

g) Inkubiramo v temi pri sobni temperaturi 2 minuti.

h) Vklopimo Qubit™ fluorometer ter ga umerimo s standardom 1 in standardom 2, ki jih
zaporedno vstavimo in pomerimo. Nadaljujemo z meritvami vzor¢nih koncentracij
RNA.

3.2.13 Razgradnja DNA

Zaradi motenja signala Zelimo odstraniti genomsko DNA v nasih vzorcih RNA pred
zaCetkom reverzne transkripcije in qPCR. Dnaza I razgradi dvoverizno genomsko DNA na
oligonukleotide. Kontaminacija z genomsko DNA lahko vpliva na natan¢nost
kvantifikacije pri g°PCR.

Za razgradnjo DNA smo uporabili komplet Dnaze | za razgradnjo genomske DNA v
vzorcih proizvajalca Invitrogen.

Postopek: V 0,5 ml mikrocentrifugirke brez prisotnih Rnaz dodamo naslednje:
- 1 pgvzorca RNA,

- 1 ul 10X reakcijskega pufra,

- 1 pl Dnaze, 1U/ pl,

- DEPC-tretitrana voda do 10 pl.

Inkubiramo 15 min pri sobni temperaturi. Dnazo inaktiviramo z dodatkom 1 pl 25 mM
EDTA reakcijske zmesi. Inkubiramo 10 min pri 65 °C.

Pomembno je, da ne prekora¢imo 15-minutne inkubacije z encimom, saj lahko poviSana
temperatura in predolga inkubacija privedejo do od Mg?* odvisne hidrolize RNA.
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3.2.14 Reverzna transkripcija

Ker je molekula RNA zelo nestabilna, enoverizna ter tvori sekundarne strukture, smo jo
prepisali v komplementarno DNA (cDNA), ki je stabilnejSa. Prepis iz mRNA v cDNA
poteka z virusnim encimom reverzna transkriptaza (RT). Za oligonukleotidne zacetnike pri
reverzni transkripciji smo uporabili naklju¢ne heksamere. Za njih smo se odlocili, ker so
najmanj specifi¢ni, celotna populacija RNA pa predstavlja populacijo za sintezo prve
verige cDNA, v nadaljnjem qPCR pa uporabimo specifi¢ne oligonukleotidne zacetnike za
gen, ki ga zelimo zaznati. Uporabili smo komplet RT-PCR (Invitrogen).

RNA + Primerji + dNTP (10 ul)
65°C 5 min

DENATURACIJA l

Postavimo na led za vsaj 1 min

|

Nakljucni heksameri
Dodamo 10 pl mesanice za
sintezo cDNA

{

25°C 10 min
¥
cDNA SINTEZA 50°C 50 min

PREKINITEV REAKCIJE 85°C 5 min

4

Dodamo 1 pl Rnase H
37 €20 min

PRILEGANJE

RAZGRADNIJA RNA

Slika 12: Povzetek postopka reverzne transkripcije

Postopek:
a) V 0,2 ml tubico dodamo naslednje komponente:

Preglednica 12: Priprava me$anice za denaturacijo RNA

Komponenta Koli¢ina
Do 5pg skupne RNA 2-5 ul
Oligonukleotidni zadetniki: 50 ng/pl nakljuénih | 1 pl
heksamerov

10 mM dNTP mix 1 ul
Voda, tretirana z dietipirokarbonatom Do 10 pl

b) Inkubiramo pri 65 °C 5 min in nato postavimo na led za vsaj 1 min.

Pripravimo mesanico za sintezo cDNA in dodamo vse komponente po naslednjem vrstnem
redu:
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Preglednical3: Priprava meSanice za sintezo cDNA

Komponenta Koli¢ina za eno reakcijo
10 X RT buffer 2 ul
25 mM MgCl, 4 ul
0,1 M DTT 2 ul
inhibitor RnaseOUT '™ (40 U/ ul) 1 ul
encim SuperScript"™ 11l RT (200 U/ pul) 1 ul

Pripravimo (Stevilo vzorcev + 2)*10 ul mesanice za cDNA sintezo.

c) Dodamo 10 ul meSanice za cDNA sintezo vsakemu vzorcu RNA — oligonukleotidni
zaCetnik in previdno premeSamo. Narahlo precentrifugiramo in inkubiramo po
naslednjem vrstem redu: 10 min pri 25 °C nato 50 min pri 50 °C.

d) Reakcijo ustavimo z inkubacijo pri 85 °C 5 min. Ohladimo na ledu.

e) Zberemo vsebino epruvetke s kratkim centrifugiranjem. Dodamo 1 pul Rnase k vsaki
tubici in inkubiramo 20 min pri 37 °C.

Proizvajalec priporoc¢a uporabo 10 % produkta reakcije sinteze cDNA (2 ul) za nadaljnji
gPCR.

3.2.15 PCR v realnem ¢asu

Teorija: Kvantitativni PCR (gPCR) je laboratorijska tehnika, ki temelji na PCR in se
uporablja za detekcijo, podvojevanje in kvantifikacijo tarécne DNA. Sekvencno specificna
oligonukleotidna DNA sonda s fluorescenénim oznacevalcem omogoca detekcijo samo,
kadar potece hibridizacija sonde s komplementarno DNA taro. Instrument zazna
naraSCanje fluorescence pri vsakem ciklu potekajoc¢e reakcije. Cikel, pri katerem
fluorescenca preseze v naprej doloceno mejno vrednost fluorescence, se imenuje prazni
cikel (angl. Cycle Treshold, Ct) in odraza koli¢ino taréne cDNA v vzorcu. Pri relativni
kvantifikaciji merimo izrazanje proucevanega gena in ga normalizirano na izrazanje
endogene kontrole, s katero standardiziramo koli¢ino vzoréne RNA v reakciji (User
Bulletin..., 2001). Najbolj pogosto uporabljene endogene kontrole so: [-aktin,
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) ter ribosomalna RNA (rRNA).

Postopek:
a) Priprava vzorcev: Zamrznjene vzorce cDNA smo odmrznili, na kratko pocentrifugirali,

razred¢ili z 20 pl vode ter premesali.
b) V vsako luknjo 96-lukenjske plos¢e smo posebej odpipetirali reagente za taréne gene
CBFA-1, PPARY in hi$ni gen GAPDH:
- 1,25 ul kompleta za posamezni gen (20 X koncentriran, vsebuje oligonukleotidne
zacetnike in sondo za zaznavanje),
- 12,5 pl meSanice Tagman® Universal PCR Master Mix (2x koncentriran),
- 9,25 ul voda brez DN-az in RN-az,
- 2 ul vzorca cDNA.

c) Za negativno kontrolo smo v eno luknjo namesto vzorca odpipetirali vodo. S tem smo
preverili, da voda ni kontaminirana z nukleinskimi kislinami in je reakcija res posledica
reakcije s tarcno DNA v vzorcu.
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d) Plosco smo zapecatili z adhezivno folijo, ki preprecuje izhlapevanje reakcije, ter jo na
kratko centrifugirali.
e) Reakcija qPCR: vzor¢no cDNA smo pomnozevali v aparaturi za RT-PCR po
naslednjem programu:
e zacCetna denaturacija vzorca (1 cikel)
- 50°C, 2 min

- 95°C, 10 min

e Pomnozevanje (50 ciklov)
- 95°C, 15 s — denaturacija

- 60 °C, 1 min — prileganje zacetnih oligonukleotidov, pomnoZevanje

f) Analiza rezultatov: Rezultate smo analizirali s programom SDS 2.1 (Applied
Biosystems). Za nastavitev osnovnih vrednosti (»baseline«) smo upostevali napotke
proizvajalca, za nastavitev mejne vrednosti fluorescence (»treshold«) pa smo nastavili
0,2 (obmocje linearnega poteka reakcije). Izrazanje tarénih genov smo normalizirali
glede na izrazanje hisnega gena GAPDH za vsak vzorec po primerjalni metodi ACt in
med seboj primerjali relativne vrednosti razlicnih vzorcev.

3.2.16 Histoloske analize

3.2.16.1 Fiksacija, vpenjanje peletov v histogel ter priprava histoloskih rezin

Pelete smo 24 ur fiksirali v 3,7 % formaldehidu pri sobni temperaturi, nato pa smo jih
prenesli v 70 % etanol in shranili pri 4 °C. Pelete smo nato zalili s histogelom ter jih poslali
na Oddelek za histologijo, kjer so vzorce vklopili v parafin, iz njih pripravili 5 um debele
histoloske rezine na objektnih steklih.

3.2.16.2 Barvanje Von Kossa histoloskih rezin

Uporabljamo 5 % raztopino srebrovega nitrata (Sigma) v destilirani vodi ter raztopino
barvila Nucelar Fast Red (Sigma).

Postopek:
a) Objekta stekla s histoloSkimi rezinami peletov inkubiramo 30 min pri 55 °C. S tem

zmeh¢amo parafin, v katerega so vpete rezine peletov.

b) Odstranitev parafina: inkubiramo v Citrisolu; 2-krat po 2 minuti.

c) Postopna rehidracija: inkubiramo v 100 % etanol 2-krat 2 min = 95 % etanol 2 min >
70 % etanol 2 min - 50% etanol 2 min - 3-krat speremo z destilirano vodo.

d) Na objektno steklo z vzorcem nanesemo 5 % raztopino srebrovega nitrata (AgNO3) in
izpostavimo moc¢ni beli svetlobi (Zarnica) za 1 uro.

e) 3-krat speremo z destilirano vodo.

f) 5 min spiramo z vodo iz pipe in nato speremo z destilirano vodo.

g) Histoloske rezine dodatno obarvamo z barvilom Nuclear Fast Red (rde¢e obarva jedra)
5 min. Spiramo v destilirani vodi.

h) Dehidracija histoloskih rezin (korak c v obratnem zaporedju).

i) Histoloske rezine vpnemo v medij Permount in pokrijemo s krovnim steklom.

3.2.16.3 Barvanje histoloskih rezin z alcianskim modrilom
Teorija: Alciansko modrilo (Alcian blue 8GX, Ingrain blue) je ftalocianinsko barvilo, ki
vsebuje baker. Je kationsko barvilo, ki obarva mukopolisahardie in glikozaminoglikane v
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modro do modrozelene barvo. Nacin vezave na negativno nabite makromolekule je
elektrostatski.

Priprava delovnih raztopin:

1 % raztopina alcianskega modrila (pH 1.0) - Raztopimo 1,0 g barvila v 100 ml 0,1 M
klorovodikove kisline (HCI) in meSamo vsaj 6 ur ter nato prefiltriramo barvilo skozi
papirni filter.

3 % ocetna kislina - 15 ml glacialne ocetne kisline dodamo 485 ml distilirane vode.

Kisli alkohol za alciansko modrilo - 495.00 ml 70 % etanola dodamo 5,0 ml koncentrirane
(12N) HCI.

Postopek:
a) Objekta stekla s histoloskimi rezinami peletov inkubiramo 30 min pri 55 °C. S tem

zmeh¢amo parafin, v katerega so vpete rezine peletov.

b) Odstranitev parafina: inkubiramo v citrisolu; 2-krat po 2 minuti.

c) Postopna rehidracija: inkubiramo v 100 % etanol 2-krat 2 min = 95 % etanol 2 min >
70 % etanol 2 min = 50 % etanol 2 min - 3-krat speremo z destilirano vodo.

d) Inkubacija v 3 % ocetni kislini (3 min).

e) Barvanje v raztopini alcianskega modrila (15 min).

f) Odstranitev odveénega modrila z inkubacijo v kislem alkoholu (3 min).

g) Odstranitev odve¢nega modrila z inkubacijo v sveZem kislem akloholu (3 min).

h) Dehidracija pobarvanih rezin: 95 % etanol (1 min)->100 % etanol (1 min)->citrisol (1
min).

i) Histoloske rezine prekrijemo z medijem Permount in pokrijemo s krovnim steklom.

3.2.17 Nasajevanje hESC-P na nosilce iz decelularizirane kosti

Zeleli smo preveriti, ali bi hESC-P lahko uporabili za pripravo tridimenzionalnih tkivnih
konstruktov. Ugotavljali smo, kaksna je uspe$nost nasajevanja in prezivetje hESC-P 1 in 3
dni po nasaditvi na bioloski nosilec. Za nosilec smo izbrali decelularizirano govejo kost, Ki
je bila uporabljena v prej$njih Studijah (Grayson in sod., 2008). Dejavniki, ki so prispevali
k izbiri tega materiala, so: dobra biokompatibilnost, naraven material z optimalno
poroznostjo in ugodne mehanske lastnosti nosilca.

3.2.17.1 Priprava celi¢nih nosilcev iz decelularizirane goveje kosti
Za pripravo nosilcev smo uporabili gobasto (trabekularno) kostno tkivo iz subhondralne
regije kolenskega sklepa 2 tedna do 4 mesece starega goveda.

Postopek:
a) Z vrtalnim strojem izvrtamo luknje v sklep. Koscke kosti polozimo v 15 ml

centrifugirko in spiramo pod vodo, dokler popolnoma ne odstranimo kostnega mozga
(kosc¢ki morajo biti po spiranju popolnoma bele barve).

b) Inkubiramo v PBS + 0,1 % EDTA najmanj 1 uro.

c) Inkubiramo v 10 mM pufru TRIS + 0,1 % EDTA 12 ur pri 11 °C pri stalnem meSanju
na mesSalniku.

d) Inkubiramo v 0,5 % SDS + 10 mM TRIS 18-24 ur pri sobni temperaturi na mesalniku.

e) Spiramo v PBS, dokler ne izginejo vsi mehurcki (20-30-krat po 15 min ob stalnem
mesanju).
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f) Inkubiramo z 100 U/ml Dnaze in Rnaze 6 ur pri 37 °C in obasnem mesanju.

g) Spiramo s PBS 2-krat 5 min.

h) Spiramo v 70 % etanolu 5 min.

i) Liofiliziramo do popolne suhosti

J) Decelularizirane nosilce s skalpelom narezemo na 4,5-5,5 mm koscke (optimalno
potrebujemo 4 x 4 mm koscke valjaste oblike).

k) Nosilce s pomocjo vpenjalnega ravnila ter polirnega stroja zgladimo na velikost 3,8-4,3
mm.

I) Nosilce stehtamo in izraGunamo gostoto. Za poskus izberemo nosilce, ki imajo pravilno
obliko, velikost ter gostoto med 0,39 in 0,45 mg/mm?®,

m) Izbrane nosilce ¢ez no¢ dezinficiramo v 70 % etanolu.

n) Nosilce kondicioniramo v osteogenem mediju ¢ez noc.

3.2.17.2 Nasajevanje hESC-P na nosilce

a) Celice hESC-P smo tripsinizirali ter pripravili suspenzijo celic v osteogenem gojiscu s
koncentracijo 1,5%10° celic/40 pl. Zaradi zelo velike gostote celiéne suspenzije smo pri
izraCunih upostevali tudi volumen samih celic.

b) Nosilec prenesemo iz medija na sterilno papirnato brisaco, in tako popivnamo medij, ki
se nahaja v porah nosilca.

c) Pocasi odpipetiramo 40 ul celine suspenzije na nosilec. Pri tem pazimo, da se
suspenzija razporedi enakomerno po nosilcu ter da ne odtece mimo nosilca.

d) Konstrukte s celicami previdno polozimo v inkubator. Konstrukte zaradi bolj
enakomerne razporeditve celic po nosilcu vsake 15 min obracamo vertikalno (4 obrati).
Po drugem obratu konstruktom dodamo 10 pl svezega osteogenega medija; po Cetrtem
obratu v luknje gojilne posode s konstrukti dodamo 6 ml osteogenega gojisca ter
gojimo v inkubatorju 1 ali 3 dni.

e) Razporeditev celic na nosilcu: Na prvi in tretji dan po nasajevanju celic na nosilec na
polovico prerezane konstrukte fiksiramo v 3,7 % formaldehidu 24 ur ter jih nato
prenesemo v 70 % etanol. Tako pripravljene vzorce poSljemo na histologijo, kjer iz
njih pripravijo 5 um debele histoloSke rezine ter jih obarvajo s hematoksilinom-
eozinom za boljSo vidljivost celic.

f) UspeSnost nasajevanja: prvi in tretji dan po nasajevanju celic na nosilec izmerimo
koli¢ino DNA v nosilcih (pomeni $tevilo celic). Vsebnost DNA v nosilcih primerjamo
s kontrolnimi vrednostmi: ob nasajevanju prenesemo kontrolne nosilce v epruvetke za
vzoréenje in jim dodamo enako $tevilo celic kot nasajenim nosilcem. Vpliv nosilca na
izmerjeno koncentracijo DNA ugotavljamo s kontrolami, kjer merimo vsebnost DNA v
vzorcu 1,5*10° celic/40 ul. Vzorce hranimo pri -20 °C do analize DNA.

g) Prezivetje celic: prvi in tretji dan po nasajevanju celic ugotavljamo Zivost celic, kot je
opisano v tocki 3.2.17.3.

3.2.17.3 Merjenje viabilnosti celic

Viabilnost (Zivost) celic smo merili s kompletom Live/Dead™ proizvajalca Invitrogen.
Teorija: V zivih celicah delujejo znotrajceline esteraze, ki pretvorijo nefluorescentno
polianionsko barvilo kalcein AM (komponenta A) v intenzivno fluorescentno obliko
(eksitacija~495 nm, emisija~515 nm), zato zive celice svetijo zeleno. Etidijev homodimer-
1 (komponenta B) lahko vstopi le v celice s poSkodovano membrano, pri ¢emer se mu pri
vezavi na nukleinske kisline fluorescenca poveca za 40-krat in obarva mrtve celice rdece
(eksitacija~495 nm, emisija~634 nm). Skozi membrano intaktnih zivih celic etidijev
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homodimer-1 ne more prehajati. Rezultat testa so zeleno obarvane zive ter rdece obarvane
mrtve celice.

Postopek:
a) Pripravili smo raztopino RPMI gojiséa (brez fenola, saj ta moti fluorescenco) pri 37 °C

s konéno koncentracijo komponente A 0,5 ul/ml ter komponente B 2 ul/ml.

b) Konstrukte s celicami smo s skalpelom prerezali na polovice, prekrili z raztopino
barvila ter inkubirali 20 min v inkubatorju pri 37 °C.

c¢) Celice smo pregledali pod fazno kontrastnim in fluorescenénim mikroskopom. Zive
celice smo zaznali s svetlobnim filtrom FITC (fuorescein izotiocianat, eksitacija 494
nm emisija 518 nm), mrtve pa s TRITC (tetrametil rodamin izotiocianat, eksitacija 557
nm emisija 576 nm). Pridobljeni sliki smo raCunalniS8ko zdruzili ter nastavili zeleno
barvo za zive celice (filter FITC) ter rdeco za mrtve (filter TRITC).

3.2.18 Statisti¢ne analize

Rezultati so predstavljeni kot povprecje + standardni odklon. Statisti¢no signifikantnost
rezultatov smo ugotavljali z enostranskim ANOVA testom, ki mu je sledil Tukey Posthoc
test. Za statisticne analize smo uporabili program Statistica 7 (StatSoft Inc., Tulsa, OK).
Statisti¢no znacilne so razlike med skupinami, kjer je p<0,05 (95 % interval zaupanja).
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4 REZULTATI

4.1 DINAMIKA RASTI IN MORFOLOGIJA HESC-P

Dinamiki rasti predniskih celic, pridobljenih iz humanih embrionalnih mati¢nih celic
(hESC-P), smo sledili od druge do dvanajste pasaze (Slika 13). Stevilo celic je med
gojenjem enakomerno narasc¢alo: v konfluentni tretji pasazi bi pridobili 2 miljona celic, v
peti pasazi 33,7 miljonov in v dvanajsti pasazi 386 miljard celic. Celice so dosegle
konfluenco (preras¢enost gojilne posode) povpre¢no v 4-5 dneh po nasaditvi, povprecen

podvojevalni ¢as pa je bil 2 dni.
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log10(stevilo celic) (milj
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Dinamika rasti hESC-P

o~
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Slika 13: Dinamika rasti hESC-P skozi podaljsano gojenje (40 dni). Kumulativna celi¢na rast je izraunana

kot stevilo celic, ki bi jih dobili, ¢e bi pri vsaki pasazi presadili vse celice.

Morfolosko se hESC-P med pasazami niso spreminjale (Slike 14-27) in so bile po obliki
podobne celicam BMSC obeh donorjev ter NHF (Slika 28in Slika 29). Po nasaditvi na
gojilne posode so se celice Ze po nekaj urah pritrdile na plastiko, ki je bila prevle¢ena z
zelatino, ter pridobile fibroblastom podobno vretenasto obliko. V kulturi so rastle v mrezi
(Slika 14), ob vecji preraséenosti so postale so zelo tanke in vretenaste ter se zacele tudi
prepletati in rasti ena preko druge, vmes pa so ponekod ostale manjse luknje brez celic

(Slika 15).
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100-kratna povecava, merilo je 200 pm

Pasaza 5:

Slika 16: hESC-P, 5. pasaza, 20 % konfluentnost, Slika 17: hESC-P, 5. pasaza, 90 % konfluentnost,
100-kratna povecava, merilo je 200 um 100-kratna povecava, merilo je 200 um

Pasaza 6:

7 - —— 5 - — = U

Slika 18: hESC-P, 6. pasaza, 40 % konfluentnost, Slika 19: hESC-P, 6. pasaza 100 % konfluentnost,
200-kratna povecava, merilo je 100 um 200-kratna povecava, merilo je 100 pm
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Pasaza 7 in 8:
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Slika 20: hESC-P, 7. pasaza, 90 % konfluentnost,
200-kratna povecava, merilo je 100 um

Pasaza 9:

\

Slika 22: hESC-P, 9. pasaza, 30 % konfluentnost, Slika 23: hESC-P, 9. pasaza, 90 % konfluentnost,
100-kratna povecava, merilo je 200 um 100-kratna povecava, merilo je 200 pm
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Slika 24: hESC-P, 10. pasaza, 80 % konfluentnost, Slika 25: hESC-P, 10. pasaza, 80 % konfluentnost,
100-kratna povecava, merilo je 200 pm 200-kratna povecava, merilo je 100 pm
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Pasaza 11:

Slika 26: hESC-P, 11. pasaza, 30 % konfluentnost, Slika 27: hESC-P, 11. pasaza, 30 % konfluentnost,
100-kratna povecava, merilo je 200 pm 200-kratna povecava, merilo je 100 pm

Slika 28: Primerjava morfologije hESC-P in BMSC. Obe sliki sta posneti na 200-kratni povecavi pri 4.
pasazi in 90 % konfluentnosti. hESC-P so morfolosko primerljive z BMSC.

Slika 29: NHF v kulturi, 4. pasaza, 90 % konfluentnost, slika je posneta pri 200-kratni povecavi

Slika 28 in Slika 29 prikazujeta morfologijo hESC-P, BMSC in NHF pred pri¢etkom
eksperimenta preverjanja diferenciacijskega potenciala v monoslojih in peletih. BMSC so
v povprecju dosegle konfluenco v petih dneh, povpre¢en podvojitveni ¢as BMSC pa je bil
4 dni. NHF so dosegle konfluenco v 6 dneh, povprecen podvojitveni ¢as pa je bil 3 dni.
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4.2 UGOTAVLIJANJE DIFERENCIACIISKEGA POTENCIALA HESC-P

4.2.1 Diferenciacija celic v monoslojih
4.2.1.1 Preverjanje osteogenega potenciala

4.2.1.1.1 Aktivnost alkalne fosfataze

Aktivnost alkalne fosfataze, ki je znailna za osteogene celice v zgodnjih stopnjah
diferenciacije, se je v osteogenem gojisc¢u pri hESC-P skozi ¢as gojenja povecevala (Slika
30, 1A-1D) v primerjavi s kontrolnim gojis¢em, kjer aktivnosti nismo zaznali (Slika 30,
2A-2D). Aktivnost alkalne fosfataze je bila pri hESC-P v prvih dveh tednih kultivacije
nizja kot pri BMSC prvega donorja in primerljiva z BMSC drugega donorja, v tretjem in
cetrtem tednu pa je bila aktivnost primerljiva z BMSC. Sklepamo, da imajo hESC-P
primerljiv osteogen potencial kot BMSC. Poleg tega je tako pri hESC-P kot tudi pri
vzorcih BMSC le del celic v populaciji pozitiven za prisotnost alkalne fosfataze. Pri NHF
(negativna kontrola) aktivnosti alkalne fosfataze med 4 tedni gojenja v osteogenem gojiscu
nismo zaznali, z izjemo posami¢nih celic (Slika 30, 7A-7D). Pozitivna reakcija so temno
vijoli¢no obarvane celice. Vse celice so bile za boljSo vidljivost in kontrast obarvane tudi S
hematiksilinskim barvilom.

Tedenl Teden 2 Teden 3 Teden 4

1C

J&

Se nadaljuje



Koren, A. Karakterizacija predniskih celic, pridobljenih iz humanih embrionalnih maticnih celic. 46
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Nadaljevanje

Slika 30: Naras¢anje aktivnosti alkalne fosfataze v tednih 1-4 pri razli¢nih celi¢nih tipih. (1A-1D) hESC-P
osteogeno gojisée; (2A-2D) hESC-P kontrolno gojisée; (3A-3D) BMSC 1 osteogeno gojisce; (4A-4D)
BMSC 2 kontrolno gojisce; (5A-5D) BMSC 2 osteogeno gojisce; (6A-6D) BMSC 2 kontrolno gojisce, (7A-
7D) NHF osteogeno gojisce; (8A-8D) NHF kontrolno gojisce.
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4.2.1.1.2 Barvanje Von Kossa

hESC-P so med 4-tedenskim gojenjem kopicile kalcij (Slika 31), ki je eden od indikatorjev
osteogene diferenciacije. Mesta nalaganja kalcija so obarvana ¢rno. V primerjavi z BMSC
so bile hESC-P na zacetku (teden 2) manj odzivne na osteogeno indukcijo, v nadaljevanju
gojenja pa so kopicile kalcij v vecji meri kot BMSC obeh donorjev. Vzorec nalaganja
kalcija je bil pri hESC-P nekoliko drugacen kot pri BMSC: BMSC so kalcij nalagale bolj v
skupkih, hESC-P pa bolj enakomerno po celi povrsini (Slika 31; 1D, 3D in 5D). Razlika je
bila tudi v sposobnosti nalaganja kalcija med vzorci BMSC: BMSC 1 so po 4 tednih
nakopiCile ve¢ minerala kot BMSC 2 (Slika 31, 3D in 5D). Pri posameznih celicah smo
pozitivno reakcijo zaznali tudi pri NHF v osteogenem gojiscu.

Teden 1 Teden 2 Teden 3 Teden 4
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Nadaljevanje

Slika 31: Celi¢no barvanje Von Kossa v tednih 1-4 pri razliénih celiénih tipih. Pozitivna reakcija so ¢rno
obarvana mesta nalaganja kalcija. (1A-1D) hESC-P osteogeno gojis¢e; (2A-2D) hESC-P kontrolno gojisce;
(3A-3D) BMSC 1 osteogeno gojisce; (4A-4D) BMSC 1 kontrolno gojisc¢e; (5A-5D) BMSC Il osteogeno
gojisée; (6A-6D) BMSC II kontrolno gojis¢e; (7A-7D) NHF osteogeno gojisée; (8A-8D) NHF kontrolno
gojisce.
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4.2.1.1.3 Izrazanje osteogenega oznacevalca Cbfa-1 (Runx-2)

Cbfa-1 je transkripcijski faktor, ki je povezan z osteoblastno diferenciacijo. Kljub njegovi
klju¢ni vlogi v osteogenezi nismo izmerili pomembnega povisanja izrazanja Cbfa-1 v
osteogenem gojiSéU v primerjavi s kontrolnim gojis¢em tako pri hESC-P kot tudi pri
primerjalnih celi¢nih tipih (BMSC 1, BMSC 2 in NHF) (Slika 32).

Izrazanje Cbfa-1 v osteogenem gojiicu Izrazanje Cbfa-1 v kontrolnem gojiséu
1000 1000

100

relativnoizraZanje gena gelde na
GAPDH

hESCP BMSC1 BMSC2 NHF hESCP BMSC1 BMSC2 NHF

Htedenl ®tedenl ©teden3 ®tedend Htedenl ®tedenl teden3 ®tedend

Slika 32: Izrazanje osteogenega oznacevalca Cbfa-1 v osteogenem in kontrolnem gojiscu

4.2.1.2 Preverjanje adipogenega potenciala

4.2.1.2.1 Barvanje Oil Red O

hESC -P, ki smo jih gojili v adipogenem gojiséu, so bile po 2 in 3 tednih gojenja le sibko
pozitivne za Oil Red O (slika 33, 1B in 1C) v primerjavi z BMSC, ki so po treh tednih
kultivacije v adipogenem gojis¢u tvorile velike mascobne vakuole (Slika 33, 3C in 5C).
BMSC 2 so v primerjavi z BMSC 1 tvorile ve¢je in bolj Stevilne lipidne vakuole (Slika 33,
3D in 5D), pri NHF pa lipidnih vakuol nismo zaznali (Slika 33, 7A-7D).

Teden 1 Teden 2 Teden 3 Teden 4

=

Se nadaljuje
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Nadaljevanje

Slika 33: Celi¢no barvanje Oil Red O v tednu 1-4 pri razli¢nih celi¢nih tipih. Pozitivna reakcija so rdece
obarvane lipidne vakuole. (1A-1D) hESC-P adipogeno gojisée; (2A-2D) hESC -P kontrolno gojis¢e; (3A-3D)
BMSC 1 adipogeno gojisce; (4A-4D) BMSC 1 kontrolno gojisce; (5A-5D) BMSC 2 adipogeno gojisce; (6A-
6D) BMSC 2 kontrolno gojisce; (7A-7D) NHF adipogeno gojisce; (8A-8D) NHF kontrolno gojisce.
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4.2.1.2.2 Izrazanje adipogenega oznacevalca PPARYy

Transkripcijski faktor PPARy je oznalevalec adipogeneze. Pri hESC-P povecCanega
izrazanja PPARy v adipogenem gojis¢u v primerjavi s kontrolnim gojis¢em nismo zaznali
(Slika 34), kar nakazuje, da celice niso bile odzivne na adipogeno stimulacijo. V nasprotju
s hESC-P pa smo pri BMSC obeh donorjev opazili velik porast v izrazanju receptorja
PPARYy po 2 tednih gojenja. Povecano izrazanje PPARy v drugem tednu rasti sovpada s
¢asom indukcije adipogeneze, s katero smo zaceli po enem tednu gojenja, ko so celice
dosegle konfluenco. Po 1 tednu indukcije smo celice $e dva tedna gojili v gojiscu za
vzdrzevanje adipogenega fenotipa, v tem ¢asu se je izrazanje PPARy zmanjsalo in je bilo
primerljivo vrednosti izmerjeni po 1 tednu. Nekoliko poviSanje izrazanje PPARy smo
zaznali tudi pri negativni kontroli NHF po 2 tednih gojenja.

PPAR v v adipogenem gojis¢u Izrazanje PPAR v v kontrolnem gojiséu
1000 1000
=
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Slika 34: Izrazanje adipogenega oznacevalca PPAR vy v adipogenem in kontrolnem gojiséu

4.2.2 Diferenciacija celic v peletih
4.2.2.1 Morfologija in vsebnost DNA v peletih

Po &tirih tednih gojenja v osteogenem, hondrogenem in kontrolnem gojis¢u smo primerjali
velikost in vsebnost DNA v peletih hESC-P, BMSC 1, BMSC 2 in NHF. Velikost peletov
smo primerjali z opazovanjem histoloskih rezin pod svetlobnim mikroskopom (Slika 35).
Najvec;ji so bili peleti iz BMSC 2 in NHF. Znotraj posameznih celi¢nih tipov so bili v vseh
primerih peleti najmanjsi v kontrolnem gojis¢u, najvecji pa v hondrogenem gojis¢u. Peleti
v hondrogenem gojis¢u so bili e posebno veliki v primeru BMSC 2 in NHF. Sklepamo, da
so komponente hondrogenega gojis¢a vplivale na poveéevanje velikosti peleta.
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Slika 35: Histoloske rezine peletov, obarvane s hematoksilinom za bolj$o vidnost celic. Primerjava velikosti
in morfologije peletov iz hESC-P , BMSC 1, BMSC 2 ter NHF v hondrogenem, osteogenem ter kontrolnem
gojiscu

Z merjenjem koli¢ine DNA smo ocenjevali Stevilo celic v peletih. Ob predpostavki, da so
vsi peleti na dan 1 vsebovali enako stevilo celic (300.000 celic/pelet), lahko sklepamo, da
se je med 4 tedni kultivacije najbolj povec¢evalo Stevilo celic pri peletih iz NHF (Slika 36).
Pri BMSC 2 je bila v hondrogenem gojis¢u koli¢ina DNA statisticno pomembno vecja
(p<0,05) kot v kontrolnem gojis¢u. Pri hESC-P in BMSC 1 ni bilo statisti¢cno pomembnih
razlik v Stevilu celic na pelet v med razlicnimi gojis¢i. Pri NHF je bila koli¢ina DNA v
osteogenem gojiscu statisticno pomembno niZja v primerjavi s kontrolnim in hondrogenim
gojis¢em (p<0,05).
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Slika 36: Primerjava §tevila celic v peletih po 4 tednih kultivacije v osteogenem, kontrolnem in hondrogenem
gojis¢u med razli¢nimi tipi celic. Velikost peleta je izrazena kot koli¢ina DNA (ng/ml). Stevilo vzorcev v
skupini n = 4-6 za hESC-P, n = 4-5za BMSC 1, n = 5-6 za BMSC 2 in n = 5-6 za NHF. Zvezdica oznacuje
statisticno pomembno razliko med skupinama (p<0,05).
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4.2.2.2 Preverjanje osteogenega potenciala

4.2.2.2.1 Barvanje Von Kossa

Peleti hESC-P ter BMSC so po 4 tednih kultivacije v osteogenem gojis¢u vsebovali
mineraliziran matriks (Slika 37). Pozitiven rezultat barvanja Von Kossa (VK) so ¢rno
obarva podrocja, ki so povezana z mesti nalaganja kalcija. Nasprotno peleti, ki smo jih
gojili v kontrolnem gojiscu, niso bili pozitivni po barvanju VK. Pozitivno reakcijo smo
zaznali tudi pri negativni kontroli NHF, ki smo jih gojili v osteogenem gojiScul.

NHF

Slika 37: Barvanje Von Kossa histoloskih rezin iz peletov po 4-tedenski kultivaciji v osteogenem in
hondrogenem gojiscu

hESC-P BMSC1 BMSC2
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4.2.2.2.2 Vsebnost kalcija v peletih

Prisotnost mineraliziranega matriksa smo potrdili tudi biokemijsko z merjenjem vsebnosti
kalcija. Izmerjeno koli¢ino kalcija smo normalizirali na velikost peleta ter izrazili kot
koli¢ino kalcija na DNA (ug/ng). Pri vseh skupinah celic (hESC-P, BMSC 1, BMSC 2 ter
NHF) je bila pri peletih, ki smo jih gojili v osteogenem gojis¢u, vsebnost kalcija statisticno
znacilno veéja v primerjavi s peleti iz hondrogenega ter kontrolnega gojis¢a (Slika 38).
Vsebnost kalcija v osteogenem gojiscu je bila najvisja v peletih iz BMSC 2, najnizja pa pri
peletih iz BMSC 1. Vrednost kalcija v peletih hESC-P je bila primerljiva z vrednostima
pri BMSC. PoviSano vrednost kalcija smo izmerili tudi pri peletth NHF v osteogenem
gojiscu (Slika 38).
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Slika 38: Izmerjene koli¢ine kalcija, normalizirane na koli¢ino DNA v kontrolnem, osteogenem in
hondrogenem gojis¢u pri razliénih celi¢nih tipih (n = 5-6 za hESC-P in NHF, n = 4-5za BMSC 1 tern =5 za
BMSC 2). Zvezdica oznacuje statisticno pomembno razliko med skupinama (p<0,05).

4.2.2.3 Preverjanje hondrogenega potenciala

4.2.2.3.1 Barvanje z alcianskim modrilom

Alciansko modrilo se specificno veze na negativnho nabite mukopolisaharide in
glikozaminoglikane. Peleti hESC-P, gojeni v hondrogenem gojisc¢u, so bili v primerjavi s
peleti BMSC §ibko pozitivno obarvani, kar nakazuje, da sicer imajo hondrogen potencial, a
je le-ta v primerjavi z BMSC manjsi (Slika 39). Velika razlika v intenziteti obarvanja pri
BMSC 1 in 2 kaze na to, da je hondrogeni potencial BMSC variabilen ter se razlikuje med
celicami razlicnih donorjev. Rahlo pozitivnho obarvanje smo zaznali tudi v zunanjem
predelu peletov NHF, gojenih v hondrogenem gojis¢u, negativno barvanje pa smo zaznali

pri vseh peletih v kontrolnem gojiscu.
hESC-P BMSC 1 BMSC 2 NHF
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Slika 39: Histoloske rezine iz peletov, obarvane z alcianskim modrilom. Pozitivna reakcija je modre barve.
Slike so posnete pri 100-kratni povecavi.
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4.2.2.3.2 Vsebnost glikozaminoglikanov v peletih

Peleti iz hESC-P so v hondrogenem gojis¢u kopiCili glikozaminoglikane (GAG), ki so
eden od indikatorjev hondrogene diferenciacije. V osteogenem in kontrolnem gojiscu je
bila koncentracija glikozaminoglikanov statisti¢cno znacilno nizja od koli¢ine GAG v
hondrogenem gojis¢u (Slika 40) (p<0,05). Vsebnost GAG pri peletih iz hESC-P je bila
primerljiva z GAG pri BMSC 1 v hondrogenem gojis¢u, medtem ko je bila vsebnost GAG
pri BMSC 2 kar 30-krat visja kot pri BMSC 1, kar kaze na veliko variabilnost populacij
BMSC. Pri NHF ni bilo poviSanega kopi¢enja GAG v primerjavi s kontrolnim gojis¢em.
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Slika 40: Izmerjene vrednosti GAG, normalizirane na koli¢ino DNA, v kontrolnem, osteogenem in
hondrogenem gojis¢u pri razli¢nih celi¢nih tipih (n = 3-5 za hESC-P in BMSC 1; n = 5-6 za NHF; n = 5-6 za
BMSC 2). Zvezdica oznacuje statisti¢no pomembno razliko med skupinama (p<0,05).

4.3 NASADITEV IN PREZIVETJE HESC-P NA NOSILCIH 1Z
DECELULARIZIRANE GOVEJE KOSTI

4.3.1 Razporeditev in Zivost celic v konstruktih

Celice so en dan po nasaditvi enakomerno razporejene po nosilcu (Slika 41), velika vecina
jih je bila zivih tudi v notranjosti nosilca (Slika 42 A). Tudi 3 dni po nasaditvi na nosilec
so bile celice enakomerno razporejene in v veliki ve€ini zive, ter so imele nekoliko
podaljSano obliko, kar kaze, da so se uspesno pritrdile na nosilec (Slika 42 C).
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Slika 41: Razporeditev celic v notranjosti nosilca. Celice so za bolj$o vidljivost obarvane s hematoksilinskim
barvilom. 20-kratna povecava.

Slika 42: Ocena zivosti celic 1 in 3 dni po nasaditvi na nosilec. Z zeleno so obarvane Zive celice, z rdeco pa
mrtve. Barvne slike so bile posnete z uporabo fuorescence, ¢rno-bele pa s faznim kontrastom. Vse slike so
bile posnete pri 40-kratni povecavi.
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4.3.2 Ucinkovitost nasaditve celic hESC-P na nosilec (angl. Seeding Efficiency)

Ucinkovitost nasaditve celic hESC-P na nosilec iz decelularizirane kosti je bila 55 % na
dan 1 ter 86 % na dan 3 (Slika 43). Iz rezultatov predvidevamo, da se je na dan 1 po
sejanju priblizno polovici celic (750.000 celic) uspelo zadrzati v nosilcu, ostale pa so
izplavale, ko smo konstruktu dodali svez medij. Do dneva 3 so se celice uspesno pritrdile
na nosilec ter se ze pri¢ele podvojevati. Priblizno 30 % vseh celic v nosilcu se je podvojilo,
saj se je uCinkovitost sejanja iz 55 % povecala na 86 %.
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Slika 43: Utinkovitost nasaditve hESC-P na nosilec. U¢inkovitost sejanja je izrazena kot kvocient med
Stevilom celic na posamezen dan in zacetnim Stevilom celic (n = 4).

Preglednica 14: Izmerjene koli¢ine DNA za izra¢un uéinkovitosti sejanja hESC-P na nosilec

hESC-P hESC-P + nosilec | hESC-P + nosilec | hESC-P + nosilec
L dan 0 dan0 dan 1 dan 3
koncentracija  DNA | 6824,60 6799,91 3786,11 5870,47

(ng/ml)
standardni odklon 267,28 744,54 625,68 655,45
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

hESC predstavljajo kolicinsko neomejen vir celic za uporabo v regenerativni medicini.
Prakti¢na uporaba hESC temelji na razvoju enostavnih in ucinkovitih protokolov za
usmerjeno diferenciacijo celic. Pridobljena populacija mora biti uniformna, enostavna za
kultivacijo, mora preziveti in vivo transplantacijo in tvoriti funkcionalno tkivo brez
tveganja nastanka tumorjev.

V S$tudiji smo celostno okarakterizirali hESC-P, ki smo jih predhodno pridobili iz s
serumom inducirane hESC linije H9 v mezodermalno usodo.

Protokol za usmerjeno diferenciacijo hESC je enostaven, ne temelji na kokultivaciji z
drugimi celicami zivalskega izvora (Barberi in sod., 2005) ter ne vkljucuje priprave
embrioidnih telesc (Hwang in sod., 2008). Prednost izpustitve EB koraka je v tem, da so
EB heterogena populacija tako v velikosti kot v sestavi, kar vpliva na ponovljivost metode
(Mateizel in sod., 2008). Protokol temelji na monoslojnem pristopu, edini indukcijski
faktor pa je fetalni telecji serum.

Zastavljena karakterizacija celic je obsegala opazovanje morfologije in dinamike rasti
hESC-P skozi podaljsano gojenje, preverjanje njihovega diferenciacijskega potenciala in
vitro ter ugotavljanje sposobnosti celic, da se v osteogenih pogojih uspe$no pritrdijo na
nosilec in proliferirajo, kar je predpogoj za prenos v in vivo okolje ali za nadaljnjo
kultivacijo v bioreaktorskem sistemu.

Novost v na$i Studiji je in vitro ekspanzija celic, pridobljenih iz embrionalne linije H9,
primerjava diferenciacijskega potenciala hESC-P z BMSC dveh razli¢nih darovalcev ter z
NHF in nasaditev na biorazgradljiv nosilec v kombinaciji s faktorji, ki vzpodbujajo
osteogeno diferenciacijo.

S primerjavo morfologije hESC-P in BMSC smo ugotovili, da imajo hESC-P med
gojenjem podaljsano, fibroblastom podobno obliko, ki je podobna obliki BMSC (Slika 28).
Skozi podaljsano gojenje so hESC-P ohranile isto dinamiko rasti (Slika 13) in se
morfolosko niso bistveno spreminjale skozi naraS¢ajoce pasaze (Slike 14-27). V teoriji bi
lahko po 40 dneh kultivacije hESC-P namnozili do 5 x 10™ celic, kar je zadostno §tevilo za
regeneracijo vedje poskodbe kosti. Za nastanek 1 cm® nove kosti je potrebno priblizno 70 x
10° osteoblastov (Muschler in sod., 2004).

V 40 dneh se je populacija hESC-P 20-krat podvojila (12 pasaz) ter pri tem ohranila
morfoloske znacilnosti. V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno preveriti tudi stabilnost
kariotipa hESC-P med podaljsanim gojenjem. MSC lahko v in vitro pogojih kultiviramo
omejeno dolgo; 8-15 pasaz, kar ustreza 25-40 populacijskim podvojitvam. Ce jih gojimo $e
naprej, dobijo veliko in ploscato obliko, postanejo senescentne ter se nehajo podvojevati
(DiGirolamo in sod., 1999). Mateizel in sod. (2008) so za diferenciacijo humanih
embrionalnih linij VUBO1 in VUBO02 uporabili podoben diferenciacijski protokol,
pridobljene celice pa so ohranile fibroblastno morfologijo in stabilen kariotip skozi vsaj 18
pasaz.
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Pri testiranju diferenciacijskega potenciala hESC-P smo ugotovili, da imajo celice mo¢an
osteogen potencial, niso pa bile mo¢no odzivne na indukcijo hondrogene in adipogene
diferenciacije. Sklepamo, da so hESC-P unipotentne. Pri BMSC smo potrdili multipotenten
diferenciacijski potencial (Pittenger in sod., 1999).

Po 4 tednih kultivacije hESC-P v gojis¢u z dodanimi osteogenimi suplementi (Jaiswal in
sod., 1997) smo uspesnost diferenciacije ocenili s parametri, ki definirajo zrel osteoblastni
fenotip: aktivnost alkalne fosfataze, nalaganje mineralov ter izraZanje transkripcijskega
faktorja Cbfa-1/Runx-2.

Alkalna fosfataza ni specifi¢na za kostno tkivo, vendar je visoko izraZanje kostno-jetrno-
ledvicne razliCice alkalne fosfataze pomemben zgodnji marker osteogeneze (Rodan in
Rodan, 1988). Osteoprogenitorske celice ne izrazajo AP, aktivnost alkalne fosfataze se
nato povecuje z napredovanjem osteogeneze ter doseze vrh v osteoblastni fazi, pri
fosfataze nekoliko zmanjSana (Aubin in sod., 1998; Jaiswal in sod., 1997). Skozi stiri
tedensko kultivacijo v osteogenem gojis¢u se je AP aktivnost pri hESC-P iz tedna v teden
povecevala (Slika 30). Celice, ki so bile AP pozitivne, smo opazili od prvega tedna
indukcije. V primerjavi z referencnima BMSC kulturama so bile hESC-P na zacetku
osteogene indukcije nekoliko manj odzivne kot BMSC, v tednu 3 in 4 pa so tako hESC-P
kot BMSC 1 in BMSC 2 izrazale mo¢no encimsko aktivno AP (Slika 30). Sklepamo, da so
hESC-P ter BMSC v tednu 4 dosegle zrel osteoblasten fenotip.

Cbfa-1/Runx-2 je transkripcijski faktor, ki se aktivira, ko nastopi osteogeneza in velja za
robusten marker osteogene usmerjenosti (Ducy, 2000). Analize misi, pri katerih se gen za
Cbfa-1 ne izraza (angl. knock-out), so pokazale, da Cbfa-1 regulira skupino za osteoblaste-
specifiénih genov ter da je posledica njegove odsotnosti prekinitev diferenciacije v
osteoblastno linijo (Karsenty, 2000). Analize izrazanja mRNA v osteogenem in
kontrolnem gojis¢u pri tednu 1, 2, 3 in 4 niso pokazale povisane regulacije Cbfa-1 pri
hESC-P, prav tako ne pri referenénih BMSC 1 in BMSC 2, negativna kontrola NHF pa je
imela celo nekoliko povisano izrazanje Cbfa-1 v osteogenem gojiscu, kar je nepricakovan
rezultat (Slika 32).Glede na to, da smo dobili nepri¢akovane rezultate tudi pri pozitivnih in
negativnin kontrolah, sklepamo, da Cbfa-1 sicer uravnava gene, povezane z
napredovanjem osteogeneze, vendar njegovo izrazanje ne sovpada z napredovanjem
diferenciacije. Dodatno bi bilo potrebno preveriti tudi izrazanje genov, ki jih Cbfa-1
uravnava s svojo vezavo na promotor, naprimer osteokalcin. Frank in sod. (2002) so
ugotovili, da se je pri BMSC izraZzanje Cbfa-1 s ¢asom 20-dnevne kultivacije v osteogenem
gojis¢u povecevalo le v manjsi meri (do 5-kratno relativno povecanje izrazanja), izrazanje
pa je bilo tudi visoko variabilno med razli¢nimi darovalci. Tudi Pittenger in sod. (1999) so
izmerili povecano izrazanje Cbfa-1 v nediferenciranih BMSC ter v celicah, ki so jih
diferencirali v druge mezenhimalne linije, zato so ocenili,da Cbfa-1 ni dober marker za
opazovanje napredovanja osteogene diferenciacije.

Konéni  oznaCevalec  osteoblastne  diferenciacije je tvorba  mineraliziranega
ekstracelularnega matriksa (ECM). In situ je ECM sestavljen iz organske in anorganske
komponente. Organsko komponento ECM sestavlja v glavnem kolagen tipa I z manjSimi
koli¢inami drugih nekolagenih proteinov, od katerih je najbolj specifi¢en osteokalcin.
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Glavna anorganska komponenta kosti pa je mineraliziran kalcijev fosfat ali z drugim
imenom, s Kkarbonati-substituiran hidroksiapatit (Heng in sod., 2004). Nastajanje
mineraliziranega ECM skozi ¢as diferenciacije smo opazovali z barvanjem Von Kossa.
Srebrov nitrat iz barvila Von Kossa ne reagira direktno s kalcijem v ECM, ampak s fosfati
v prisotnosti kisline. Obmocja v tkivu, ki so bogata s karbonati in fosfati, so
nespremenljivo povezana z obmocji nalaganja kalcija. Barvanje Von Kossa se zaradi svoje
enostavnosti ter nizke cene pogosto uporablja za detekcijo mineralizacije v tkivnih
kulturah. Celice hESC-P so po 4 tednih kultivacije v osteogenem okolju mo¢no
mineralizirale, pri¢etek tvorbe mineraliziranega matriksa je bil najbolj o¢iten po tednu 3 in
4 (Slika 31). V kontrolnem gojis¢u nismo zaznali pozitivne reakcije, ¢rno obarvanih
podrocij nalaganja kalcija. Mineralizacija je bila uspeSna tudi pri obeh referencnih tipih
BMSC, kalcificiranega matriksa pa je bilo glede na rezultat barvanja ve¢ pri hESC-P kot
pri BMSC, kar nakazuje, da imajo hESC-P visoko mineralizacijsko sposobnost. Ponekod
smo pozitiven rezultat zaznali tudi pri negativni kontroli NHF, kar je bilo Se posebej o¢itno
pri peletih NHF v osteogenem gojis¢u po 4 tednih kultivacije (Slika 37).

In vitro Studije kultivacijskih sistemov so pokazale, da pozitivho barvanje Von Kossa ni
zadosten dokaz za identifikacijo mineralizirane faze (Bonewald in sod., 2003) zaradi
moznosti distroficne mineralizacije in da je dodatno potrebna analiza minerala $e z drugimi
tehnikami, kot so difrakcija z rentgenskimi zarki ali Fourierjeva transformacijska
infrardeca spektroskopija (angl. Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR). Uporaba
10 mM B-GP v gojiscu, enako koncentracijo tega osteogenega suplementa smo uporabljali
tudi v nasi Studiji, je povezana z vi§jo stopnjo distrofi¢ne mineralizacije (Bonewald in sod.,
2003).

hESC-P so bile le $ibko odzivne na adipogeno indukcijo. Akomulacija lipidov je indikator
razvoja celic v zrele adipocite. Po barvanju celic z barvilom Oil Red O, ki rdece obarva
trigliceride, smo opazili zelo Sibko obarvanje majhnih mas¢obnih vakuol pri hRESC-P, ki je
bilo v primerjavi z velikimi lipidnimi vakuolami pri BMSC komaj zaznavno. RT-PCR
analiza adipogenega oznaCevalca PPARy ni pokazala poviSanega izrazanja v casu
adipogene indukcije pri hESC-P, medtem ko smo pri BMSC zaznali poviSano izraZanje
PPARy med tretiranjem celic z gojis¢em za indukcijo adipogeneze (Slika 34, teden 2).
PPARy je transkripcijski faktor in velja za glavnega regulatorja adipogeneze
(Muruganandan in sod., 2008). Deluje kot heterodimer z retinoidnim X receptorjem in se
veze na PPAR-odzivno regijo tarénih genov. Za dodatno preverjanje adipogenega
potenciala hESC-P predlagamo ponovno indukcijo adipogeneze po tretjem tednu gojenja.
Zanimivo bi bilo tudi tretiranje celic med diferenciacijo z rosiglitazonom, ki je PPARy
agonist. Xiong in sod. (2005) so pokazali, da rosiglitazon spodbuja adipogeno
diferenciacijo hESC.

Kulture iz peletov in mikromas so zaradi 3D celi¢nih interakcij pogosto uporabljene za
ucéinkovito hondrogenezo MSC (Mackay in sod., 1998) in predniskih celic, pridobljenih iz
hESC (Hwang in sod., 2006). Merjenje koli¢ine DNA v peletih je pokazalo statisti¢no
znadilno povecanje DNA v peletih v hondrogenem gojis¢u le pri BMSC 2 (Slika 36).
Opazene razlike v velikosti peletov so tako v vecji meri posledica povecane koli¢ine
ekstracelularnega matriksa, ki nastaja med hondrogeno stimulacijo ob prisotnosti citokina
TGFB-3 v gojiscu (Slika 35). Podobno so v svoji Studiji opazili tudi Hwang in sod. (2006).
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Hondrogen potencial hESC-P v kulturi peletov je ostal omejen; v hondrogenem gojis¢u
smo zaznali le Sibko pozitivno obarvanje z alcianskim modrilom v zunanjih predelih peleta
(Slika 39). Neenakomerno obarvanje peletov z alcianskim modrilom je najverjetneje
posledica tega, da so hESC-P nekoliko heterogena populacija celic, ki se na pogoje
kultivacije razlicno odzivajo. Kvantifikacija glikozaminoglikanov (GAG) v peletih po 4
tednih je pokazala povecano koli¢ino GAG/DNA pri hESC-P v hondrogenem v primerjavi
s kontrolnim gojis¢em, vendar je bila le-ta v primerjavi s koli¢cino GAG/DNA pri BMSC2
zanemarljivo majhna (Slika 40).

Opazili smo velike razlike med nekaterimi meritvami pri BMSC 1 in BMSC 2. Razlike so
bile najbolj ocitne v koli¢ini GAG v peletih, kjer je bila razlika v vrednostih med obema
populacijama celic v hondrogenem gojis¢u kar 30-kratna (Slika 40). Velika razlika je bila
tudi v intenziteti barvanja z alcianskim modrilom (Slika 39). Zaklju¢imo lahko, da je vpliv
donorja (starost, spol, genetski dejavniki itn.) na sposobnost diferenciacije BMSC zelo
velik.

Visoke celi¢ne gostote spodbujajo tvorbo mineraliziranega matriksa, saj se tudi v razvoju
kosti osifikacija za¢ne na mestu mezenhimskih kondenzacij (Frohlich in sod., 2009). Pri
celicah, ki smo jih gojili v kulturi peletov v osteogenih pogojih, je bilo barvanje Von Kossa
bolj intenzivno kot v monoslojih (Slika 37). Dolocanje celokupne koncentracije kalcija po
4 tednih kultivacije je potrdilo viSjo vsebnost kalcija pri hESC-P v osteogenem v
primerjavi s kontrolnim gojiscem (Slika 38).

Negativno kontrolo v na$i studiji je predstavljala primarna celi¢na kultura normalnih
humanih fibroblastov (NHF), za katero velja, da je terminalno diferenciran celi¢ni tip
vezivnega tkiva. Zaradi svoje lahke dostopnosti ter prisotnosti v razlicnih tkivih so
fibroblasti pogosto uporabljen celi¢ni tip v bioloskih eksperimentih. Rezultati merjenja
celokupne koncentracije kalcija (Slika 38) ter barvanje Von Kossa (Slika 37) pri peletih so
pokazali, da so tudi NHF med 4-tedensko kultivacijo v osteogenem mediju kopicile kalcij,
ki je eden od parametrov osteogene diferenciacije, Cesar nismo pri¢akovali. Poskus s
fibroblasti smo zaradi izkljuCitve moznosti napake ponovili v dveh neodvisnih
eksperimentih ter v obeh primerih dobili enak rezultat (neobjavljeni podatki). Sudo in sod.
(2007) so proucevali 25 razli¢nih humanih primarnih fibroblastnih populacij ter ugotovili,
da vecina populacij iz razlicnih humanih tkiv (pljuca, koza in popkovina) vsebuje tudi
celice, ki so se sposobne diferencirati v vsaj eno mezenhimsko linijo, vklju¢no z
osteoblasti, hondrociti in adipociti. V kar 19 populacijah izmed 25 testiranih so opazili
osteogeno diferenciacijo, v nekaterih pa tudi hondrogeno in adipogeno. Sudo in sod.
(2007) zato predlagajo, da se v primarnih fibroblastnih celi¢nih kulturah nahajo tudi
mezenhimske predniske in mati¢ne celice. Drugi mozZen razlog za pridobljene rezultate je
ze prej omenjena distrofiéna mineralizacija. AP aktivnost je neodvisen indikator osteogene
diferenciacije, pri NHF je bilo barvanje AP v osteogenih pogojih negativno, vendar smo
opazili redke posamezne celice, ki so bile AP pozitivho obarvane (Slika 30).

Glede na to, da smo poleg mo¢nega osteogenega potenciala hESC-P zaznali le zelo $ibek
hondrogen in adipogen potencial, hESC-P najverjetneje niso popolnoma uniformna
populacija celic, ampak so med ve¢ino celic, ki imajo samo osteogen potencial tudi
dolocene celice, ki so ohranile hondrogen in/ali adipogen potencial. Muraglia in sod.
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(2000) je ugotovil, da multipotentna predniska celica iz kostnega mozga najprej izgubi
adipogen, nato hondrogen, nazadnje pa $e osteogen diferenciacijski potencial, kar sovpada
z naSimi rezultati. Muraglia in sod. (2000) predlaga, da populacijo BMSC sestavljajo
mezenhimske mati¢ne in predniS$ke celice z uni-, bi- in multipotentnim znacajem. Za
dokon¢no potrditev te hipoteze pri hESC-P bi morali posamezne hESC-P klonalno
namnoziti in testirati njihov diferenciacijski potencial.

V nadaljnjih raziskavah predlagamo optimizacijo diferenciacijskih gojis¢, s ¢imer bomo
lahko dokon¢no preverili sposobnost diferenciacije hESC-P v hondrogen in adipogen
fenotip.

Predmet proucevanja v tekocih raziskavah je tudi analiza izrazanja povrSinskih antigenov
pri hESC-P s pretocno citometrijo. hESC-P, pridobljene v predhodnih Studijah (Barberi in
sod., 2005; Mateizel in sod., 2008) izrazajo podobne povrSinske oznafevalce kot MSC
(Preglednica 4). Vendar pa je tako kot pri MSC tudi pri hESC-P potrebno celice
ovrednotiti funkcionalno, z opazovanjem sposobnosti celic, da se uspe$no pritrdijo na
plastiko in s testiranjem diferenciacijskega potenciala (Dominici in sod., 2000).

Primeren biomaterial, ki podpira pritrjevanje, proliferacijo ter diferenciacijo celic v zeljeni
celiéni tip, je kljucen za uspeSno regeneracijo tkiva (Hwang in sod., 2006). V nasi Studiji
smo za celi¢ni nosilec uporabili govejo decelularizirano kost. Martin in sod. (1999) je
pokazal osteoinduktivne lastnosti nosilca, njegove prednosti pa so Se ugodne mehanske
lastnosti ter idealna poroznost. Nasaditev celic hESC-P na nosilec na dan 1 je bilo 55,7 +
9,2 % ucinkovito (Slika 43), skoraj vse celice v nosilcu so bile viabilne (Slika 42), po treh
dneh pa so se uspesno pritrdile ter Ze zacele deliti, saj se je ucinkovitost sejanja povecala
na 86,3 + 9,6 %.(Slika 43). V predhodni studiji (Grayson in sod., 2008) je bila uspesnost
sejanja BMSC na nosilec iz decelularizirane kosti takoj po nasaditvi 28,1 %. Celice, ki so
ostale na nosilcu, so bile razporejene po povrsini nosilca enakomerno (Slika 41). Iz
rezultatov nasaditvene $tudije lahko zaklju¢imo, da je bila izbira decelularizirane kosti kot
biomateriala primerna, saj omogocéa prezivetje, pritrditev in rast hESC-P, kar so
vzpodbudni rezultati za nadaljnje Studije osteogenega potenciala in vitro v bioreaktorskem
sistemu ter in vivo z implantacijo na mesto poskodbe v modelnega sesalca.

V nadaljnjem delu se nameravamo osredoto¢iti na osteogen potencial hESC-P ter gojiti
celice hESC-P na nosilcu iz decelularizirane kosti v bioreaktorskem sistemu. V kosteh
omogoca izmenjavo hranil, kisika ter odpadnih snovi med metaboli¢no aktivnimi osteociti
intersticijski tok, ki deluje tudi kot vir hidrodinami¢nih striznih sil. Zato predlagamo
uporabo bioreaktorskega sistema s perfuzijo, saj je znano, stalen pretok medija skozi
konstrukt omogoca bolj enakomerno prezivetje celic in homogeno razporeditev novega
kostnega matriksa kot gojenje v stati¢nih pogojih (Meinel in sod., 2004). V kombinaciji s
kultivacijo celic v perfuziji predlagamo tudi optimizacijo osteogenega medija, npr.
dodajanje bFGF in BMP-2, za katera je znano, da moc¢no spodbujata osteogeno
diferenciacijo pri MSC (Hanada in sod., 1997). Nenazadnje predlagamo tudi presaditev
hESC-P ter diferenciranih tkivnih konstruktov v SCID mis, da dokon¢no izklju¢imo
moznost nastanka teratomov in vivo.
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SKLEPI

Zaklju¢imo lahko, da imajo iz humanih embrionalnih mati¢nih celic pridobljene predniske
celice (hESC-P) unipotenten diferenciacijski potencial in sposobnost podaljSane rasti v
kulturi. Morfolosko so podobne in imajo podobno dinamiko rasti kot BMSC. Sposobne so
in vitro diferenciacije v zrel osteoblastni fenotip ter nalaganja mineraliziranega
ekstracelularnega matriksa. Pri sejanju na nosilec iz decelularizirane goveje kosti se nanj
uspesno pritrdijo, enakomerno razporedijo po povr$ini nosilca ter pri tem ostanejo viabilne.
Po 3 dneh kultivacije na nosilcu v osteogenih pogojih se za¢nejo podvojevati. Na podlagi
pridobljenih rezultatov so hESC-P potencialno primerne za uporabo v tkivnem inZenirstvu
kosti.
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6 POVZETEK

Cloveske embrionalne mati¢ne celice (hESC) predstavljajo koli¢insko neomejen vir
univerzalnih celic za uporabo v regenerativni medicini in tkivnem inZenirstvu. Njihov
pluripotenten znacaj jim omogoca, da Se teoreticno lahko razvijejo Vv katerikoli celi¢ni tip v
nasem telesu. Spontana diferenciacija hESC po presaditvi v misi s sindromom hude
kombinirane imunske pomankljivosti privede do nastanka teratomov, tumorjev, ki so
sestavljeni iz razlicni mezo-, endo- in ektodermalnih derivatov. Prakticna uporaba hESC
temelji na razvoju enostavnih in uéinkovitih protokolov za usmerjeno diferenciacijo celic.
Pridobljena populacija mora biti uniformna, enostavna za kultivacijo, mora preziveti in
vivo transplantacijo in tvoriti funkcionalno tkivo brez tveganja nastanka tumorjev. Eno od
podrocij, kjer bi se lahko uporabljale celice, diferencirane iz hESC, je tudi rekonstrukcija
vecjih poskodb hrustanca in kosti.

Mezenhimske mati¢ne celice (MSC) so izolirali iz razli¢nih odraslih mezenhimskih tkiv,
njihov terapevtski potencial pa je zaradi visje varnosti pri uporabi velik. Glavni problem
pri uporabi MSC v klini¢nih aplikacijah je majhno Stevilo celic, ki jih lahko pridobimo iz
enega donorja, ter omejena sposobnost proliferacije celic in vitro. Po drugi strani imajo
hESC neomejen proliferacijski potencial in vitro, z usmerjeno diferenciacijo hESC v
mezenhimsko usodo pa bi lahko pridobili neomejene koli¢ine mezenhimskih prednic, ki bi
jih lahko diferencirali v razlicna mezenhimalna tkiva, pri ¢emer ne bi prislo do nastanka
teratomov. Razumevanje diferenciacije hESC po korakih do mezenhimske usode je tudi
pomembno orodje razvojne biologije ter molekularnih mehanizmov kontrole nastanka
mezoderma in mezodermalne specifikacije pri cloveku.

V $tudiji smo okarakterizirali predniS$ke celice, pridobljene iz humanih embrionalnih
mati¢nih celic (hESC-P) za namen uporabe v tkivnem inzenirstvu. Preverili smo njihove
morfoloske znalilnosti, vpliv podaljSanega gojenja na celi¢ni fenotip in morfologijo ter
diferenciacijski potencial celic za tvorbo nekaterih mezenhimskih tkiv (kost, hrustanec in
mascobno tkivo) v monoslojni (2D) kulturi ter v enostavnih tridimenzionalnih (3D)
pogojih, kulturi peletov. Pozitivna kontrola v naSih raziskavah sta bili dve populaciji
odraslih mezenhimskih mati¢nih celic iz kostnega mozga, negativna kontrola pa primarni
humani fibroblasti. Ker so hESC-P pokazale mocan osteogen potencial, smo jih v
nadaljevanju poskusov nasadili na celi¢ni nosilec iz decelularizirane goveje kosti in
preverili njihovo sposobnost pritrditve in prezivetja na bioloskem nosilcu.

Rezultati so pokazali, da imajo hESC-P v kulturi podalj$ano, fibroblastno obliko, in so
morfolosko podobne mezenhimskim mati¢nim celicam iz kostnega mozga. Skozi
podaljsano gojenje (do dvanajste pasaze) so hESC-P ohranile isto dinamiko rasti in se
morfolosko skozi razlicne pasaze niso spreminjale. Pri testiranju diferenciacijskega
potenciala hESC-P smo ugotovili, da imajo celice mocan osteogen potencial, niso pa bile
dobro odzivne na hondrogeno in adipogeno indukcijo diferenciacije. Sklepamo, da imajo
hESC-P sposobnost daljse rasti v kulturi ter da so unipotentne, osteogene predniske celice.

Osteogen potencial smo ugotovili pri gojenju v 2D pogojih z merjenjem encimske
aktivnosti alkalne fosfataze ter z barvanjem Von Kossa. Aktivnost alkalne fosfataze ter
intenziteta obarvanja Von Kossa sta skozi teden 1, 2, 3 in 4 naraS¢ala. Dodatno smo z RT-
PCR preverjali izrazanje osteogenega oznacevalca Cbfa-1. V Kulturah peletov (3D okolje)
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so hESC-P po stirih tednih gojenja v osteogenem gojis¢u nakopicile kalcij, ki smo ga
ugotovili z biokemijsko metodo merjenja celokupne koncentracije kalcija ter z barvanjem
histoloskih rezin peletov po barvanju Von Kossa. Hondrogen potencial smo preverjali v
kulturi peletov z barvanjem histoloskih rezin z alcianskim modrilom in z merjenjem
koncentracije glikozaminoglikanov. Adipogen potencial smo preverjali v monoslojnih
kulturah z metodo barvanja Oil Red O ter merjenjem izraZanja oznaéevalca adipogeneze
PPARY z metodo RT-PCR.

hESC-P smo nasadili na nosilce iz decelularizirane kosti ter ugotavljali uéinkovitost
nasajevanja celic z merjenjem vsebnosti DNA (merilo za Stevilo celic v konstruktu) in
viabilnost celic s kvalitativnim testom LIVE/DEAD. Ugotovili smo, da so se hESC-P na
nosilec uspes$no pritrdile, vecina celic znotraj nosilca je bila viabilnih, po treh dneh pa so se
celice pricele tudi razmnozevati po povrSini nosilca. Na osnovi ugotavljanja rastnih
karakteristik, diferenciacijskega potenciala in sposobnosti rasti na izbranem celicnem
nosilcu sklepamo, da so hESC-P potencialno uporabne v tkivnem inZenirstvu za
regeneracijo kosti.
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