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V diplomski nalogi smo zeleli skrajSati in optimrati postopek izolacije celic
elasténega hrustanca, pridobljenegacibveSkega uhlja. Hrustanec biopsijskih
vzorcev treh darovalcev smo namestili v r&aé encimske medije (0,1 %, 0,3 %,
0,5 % kolagenaza Il ter meSanica 0,5 % kolagenaireQ,5 % tripsina) in tkivo
inkubirali med mirovanjem, vrtenjem in meSanjem. B9 6. in 21. urah
razgradnje smo s portjo Stetja celic s tripanskim modrilom délb Stevilo in
odstotek Zivih izoliranih celic. Stevilo izoliranibelic se je v v&ni primerov
povaevalo v odvisnosti odasa razgradnje in koncentracije kolagenaze Il v
encimskem mediju. Med vzorci inkubiranimi med m@&oyem, vrtenjem in
meSanjem ni bilo statigtio signifikantnih razlik v Stevilu in delezu Zivih
izoliranih celic. Vpliv ¢asa razgradnje in koncentracije kolagenaze Il nazde
zivih izoliranih celic ni bil opazen. V drugem detiiplomske naloge smo zeleli
izvedeti, ali je humani elagtii hrustanec primeren alternativen vir celic za
implantacijo na mesta poskodb hialinega sklepnegaténca. Hondrocite smo
izolirali iz uSesnih biopsijskih vzorcev petih daaicev. Po sedem dnevnem
gojenju v enosloju in alginatnem hidrogelu smo ztade RT-PCR doldili
izraZzanje izbranih genov, ki kodirako komponenteeizeltnega matriksa (kol
II, kol I, agr, ver in els) ter rezultate primerjal podatki izraZzanja omenjenih
genov priin vitro gojenih celicah hialinega sklepnega hrustanca. zZdraih
po gojenju v enosloju do zniZzanja ekspresije genéiat Il in agr. Nasprotno pri
celicah znotraj alginatnega hidrogela ni priSloodeenjenega znizanja ekspresije.
Prav tako je bil nivo ekspresije za gene kol I, Kolagr in verprimerljiv s
podatki zahialini hrustanec, z izjemo gena za, &aterega ekspresija je bila pri
celicah elastinega hrustanca v vseh primerih viSja. Na podlagiltatov lahko
potrdimo, da imajo celice ela&tiega hrustanca po kratkotrajnem gojenju v
tridimenzionalni kulturi potencial za popravilo paglb hialinega sklepnega
hrustanca.
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The purpose of this thesis was to shorted aptimize the process of cell
isolation from human ear elastic cartilage. Cagglérom the biopsy specimens of
tree cadaveric donors was placed in a differenéstign suspensions (0,1 %, 0,3
%, 0,5 % collagenase Il and mixture of 0,5 % calase Il and 0,5 % trypsin)
and incubated under different conditions (stagmatiotation and mixing). After
3, 6 and 21 hours of digestion the number and péage of viable isolated cells
was determined by trypan blue cell counting. In mcases the number of
isolated cells increased with time of digestion amwdh concentration of
collagenase Il in digestion suspension. There werestatistically significant
differences in the number and percentage of thblevissolated cells between
samples incubated under different conditions (stfign, rotation and mixing).
No impact of digestion time and concentration dfagenase Il on the percentage
of viable isolated cells has been observed eithbe second purpose of this
graduation thesis was to determine if auriculatilege is an adequate alternative
cell source for implantation into articular surfalesions. Chondrocytes were
isolated from a ear biopsy tissue of five cadavelonors. The expression of
specific extracellular matrix genes (col I, cobgr, ver in ed) was analyzed after
one week of chondrocytes cultivation in the monetaand in the alginate
hydrogel with the RT-PCR method. Our results wemngared with information
about gene expression in vitro cultivated articular cells. The cartilage biopsy
specimens revealed the highest expression of gehasw els, and as expected
the downregulation of col Il and agr expression whserved in the monolayer
cultivated cells. On the contrary the mentioned di@gulation was not observed
in the cells embedded in the alginate hydrogel. ialtally, the expession of
genes col |, col Il, agr and ver was comparablarticular cartilage. The gene els
however, remained higher in the elastic cartilagksaegardless of the culture
type. Based on our results we can confirm thatcalar chondrocytes cultivated
in a 3D environment have a potential to repaircatsr cartilage lesions.
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KAZALO SLIK

Preéni prerez elastnega hrustanca. a) shematski prikaz (Caceci, 2003),

b) histoloSka rezina (Bergman, 1999) 6
Shematski prikaz strukture kolagena (Cahael, 2008). 8
Shematski prikaz molekule tropokolageBadsell, 2000). 8
Molekule elastina, ki so povezane pmai kovalentnimi vezmi in tvorijo
prozen preplet (Janqueira in Cameiro, 2005). 9
Prikaz polimerizacije in nastanka netopeldsténih viaken. 9
Prikaz osnovnih postopkov pri gojenju cetia tridimenzionalnih nosilcih
(van Griensven in Kasper, 2004). 15

Shematski prikaz poteka dela: vptiwsa razgradnje, raztiih encimskih
medijev ter inkubacije med mirovanjem, vrtenjemmasanjem na izolacijo

celic elastinega hrustanca. 19
Shematski prikaz poteka dela: spremljdamtipa celic elasthe hrustanca
v enoslojni in tridimenzionalni kulturi. 20
Nosilec iz alginatnega hidrogela. 24
Prikaz pomnoZevanja ¢ae cDNK (Tagman® Gene Expression Assays-
Protocol, 2004). 32
Vpliv ¢asa razgradnje in raztiih encimskih meSanic na Stevilo izoliranih
celic pri vzorcih inkubiranih med mirovanju. 38
Vpliv ¢asa razgradnje in raztiih encimskih meSanic na Stevilo izoliranih
celic pri vzorcih inkubiranih med vrtenjem. 38
Vpliv ¢asa razgradnje in raztiih encimskih meSanic na Stevilo izoliranih
celic pri vzorcih inkubiranih med meSanjem. 39
Vpliv ¢asa razgradnje in razhiih encimskih meSanic na odstotek Zivih
izoliranih celic pri vzorcih inkubiranih med mirongm. 41
Vpliv ¢asa razgradnje in razhiih encimskih meSanic na odstotek zZivih
izoliranih celic pri vzorcih inkubiranin med vrtesm. 41
Vpliv ¢asa razgradnje in razhiih encimskih meSanic na odstotek zivih
izoliranih celic pri vzorcih inkubiranih med meSan;. 42
Fotografiji primarnih kultur hondrocitopo enotedenskem gojenju v
enosloju. 43
Fotografiji primarnih kultur hondrocitopo enotedenskem gojenju v
alginatnem hidrogelu. 43
Nivo izrazanja genov kol I, kol I, agver in els v vzorcih biopsij
humanega uSesnega elastiga hrustanca. 45

Nivo izrazanja genov kol Il, kol I, agrer in els po 7-dnevhem gojenju
celic humanega uSesnega elastga hrustanca v enoslojnih kulturah. 45
Nivo izrazanja genov kol Il, kol I, agrer in els po 7-dnevnem gojenju
celic humanega uSesnega elastga hrustanca v tridimenzionalnih
kulturah. 46
Diferenciacijski indeksi kol Il/kol 1zratunani za vzorce biopsij in celice
po sedem dnevnem gojenju v enoslojnih in tridimenainih kulturah. 47
Diferenciacijski indeksi alg/ver, iztmani za vzorce biopsij in celice po
sedem dnevnem gojenju v enoslojnih in tridimenZioihakulturah. 47
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Priloga C

Priloga D

Priloga E

Priloga F

KAZALO PRILOG
Stevilo izoliranih celic pri posameznih pogojih gaadnije.
Odstotek Zivih celic pri posameznih pogojih razgijad

Rezultati statistinih analiz podatkov Stevila izoliranih celic priggoneznih
pogojih razgradnje — Friedmanov test.

Rezultati statistinihn analiz podatkov deleza zivih izoliranih celiai p
posameznih pogojih razgradnje — Friedmanov test.

Normalizirane vrednosti izraZzanja izbranih genoxzercih petih darovalcev
in razlicnih pogojih gojenja.

Rezultati statistinih analiz podatkov izraZzanja posameznih genov —
Friedmanov in Wilcoxonov test.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

agr agrekan

cDNK komplementarna DNK, ki nastane z obratnagkaipcijo iz mRNK
kol kolagen

Ct mejni cikel pri RT-PCR

dATP deoksiadenin-trifosfat

dCTP deoksicitozin-trifosfat

DEPC dietilpirokarbonat

dGTP deoksigvanin-trifosfat

D-MEM Dulbeccova modifikacija Eaglovega medija
DMSO dimetilsulfoksid

DNK deoksiribonukleinska kislina

dNTP deoksinukleotid-trifosfat

dTTP deoksitimin-trifosfat

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

els elastin

F12 Hamov medij za ceéhe kulture

FAM™ 6-karboksifluorescin

FBS fetalni goveji serum

g enota pospeska pri centrifugiranju

HBSS Hanksova ozmolarna raztopina soli

min minuta

MRNK informacijska ribonukleinska kislina

N Stevilo vzorcev

PBS slani fosfatni pufer

pov povpréna vrednost

RNA ribonukleinska kislina

RT-PCR verizna reakcija pomnoZevanja v realdasu
SD standardna deviacija ali standardni odklon
TAMRA™ 6-karboksi-tetrametil-rodamin

TR tripsin

ver verzikan
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agrekan
alginat

bioreaktor

celicna kultura
dediferenciacija

elastin

enoslojna kultura
fenotip

fibroblast

fibrocit
glikozaminoglikani

hondrocit
kolagen

kolagenaza
mediana

mezenhim
invitro
tripsin

tkivno inzenirstvo

tridimenzionalna kultura

verzikan

SLOVARCEK

proteoglikan hrustarega tkiva

Zelatinasta oborina, izvkk rjavih alg s sposobnostjo vsrkati
koli¢ino vode, ki je do 300-krat ¥g@ od lastne teze

posoda v kateri potekajo bioloSki imkamijski procesi pod
to¢no dola@enimi in nadzorovanimi pogoji gojenja

n&n gojenja evkariontskih celic zunaj zivega orgamiz

proces spreminjanja fenotipa tamisih celic v obliko
zn&ilno za vezivno tkivo

protein izvenceélega matriksa elagtiega hrustanca, ki daje
elasttnost in proznost

nespedifia metoda za gojenje celic, ki temelji na sposotonos
pritrditve celic na dno gojilne posode

vidne lastnosti organizma, ki so poslediapisov v genomu in
okoljskih dejavnikov

celica vezivnega tkiva, ki sintetiziemnorfno medcetnino
(glikozaminoglikane) in vlakna (proelastin in trdqmbagen)
celica vezivnega tkiva, ki se razvijefibroblasta in vzdrzuje
medcelénino

nerazvejani, linearni polimesestavljeniiz ponavljaj@ih se
disaharidnih enot iz aminosladkorja in uronske kisline

osnovna ¢el enota hrustégnega tkiva

pomemben protein izven¢ekga matriksa hrustanega
tkiva, ki daje natezno trdnost in strukturno obliko

encim, ki katalizira hidrolizo kolagena

je srednja vrednost nekega zaporedja ,Skevizdeli Stevila,
razvr&ena po velikosti, na dve enaki polovici po Stevilu
elementov - njena prednost je, da osamelci manyajpl na
njeno vrednost

embrionalno tkivo, iz katerega se mealiostrazvije tudi
hrustargno tkivo
procesi in poskusi, ki potekajo v nadzorovaneroljokzunaj
Zivega organizma
encim, ki ga uvtdmo med serinske proteaze in katalizira
hidrolizo peptidnih vezi

interdisciplinarno razwojraziskovalno podgge, ki zdruZuje
najnovejSa spoznanja modernih tehnologij ter naiavmih in
medicinskih znanosti

metoda gojenja evkarioiftstelic znotraj razlinih nosilcev,
ki omogaajo celicam rast v treh dimenzijah prostora
poglaviten proteoglikan izvencelega matriksa vezivnega
tkiva
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1 UvOoD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Hrustanec, med katerega wago hialini, vezivni in elasthi hrustanec, je oblika
vezivnega tkiva, ki sestoji iz manjSega Stevila drocitov in obilnega izvenceinega
matriksa, ki ga sestavljajo razie makromolekule, vklgno s kolageni in proteoglikani.
Zgradba izvencalhega matriksa je bistvena za opravljanje zahtemaibg hrustanca, saj
omoga@a, da mehanske obremenitve ne po¥ajm deformacije tkiva, pri elagtiem
hrustancu pa nudi tudi oporo mehkim tkivom. Zargmisebne sestave in diea
prehranjevanja (samo difuzija) je sposobnost hnestada se sam obnovi po poskodbi ali
bolezni zelo slaba. Na mestu poskodbe pride dofetediciacije in spremembe fenotipa
hrustagnega tkiva, kar vodi v izpolnitev poSkodovanegaadetustanca z manjvrednim
vezivno - hrustainim tkivom, ki se veliko slabSe zoperstavlja obraiheam. S pomdgjo
tkivnega inzenirstva, ki razvija bioloSke nadomesta okvarjena tkiva in organe, ze
uspesno zdravimo nekatere poskodbe hrustanca

Metoda implantacije avtolognih hondrocitov se j&kazala za izredno uspeSno pri
zdravljenju poSkodb sklepnega hrustanca in je daemladel redne klithe prakse.
Strokovnjaki vseskozi strmijo k izboljSanju in ragy novih metod, ki bi poenostavile
postopek priprave bioloSkih nadomestkov in skrajSakrevanje bolnikov. Wgna
dosedanjih poskusov potrjuje, da je elastihrustanec obetaven alternativen vir celic za
implantacijo na mesta poskodb hialinega hrustaima.dolaiene prednosti pred hialinim
hrustancem, saj lahko potrebno biopsijsko tkival@oimo z nezahtevnim posegom iz lazje
dostopnega mesta (uhelj), kar skrajSa okrevanjaikel Z omenjenim virom celic bi
morda lahko pridobili v&e Stevilo hondrocitov in tako skrajSali postopekemja ali celo
omogdaili neposredno implantacijo.

Elastiéno in hialino hrustainmo tkivo v telesu opravlja razZhi funkciji, kar se odraza tudi v
razlicni sestavi izvencalnega matriksa. Dokazali so, da so hondrociti izliréga
hrustanca sposobni tvoriti ustrezen izvergelmatriks tudiin vitro, ¢e jih gojimo znotraj
nekaterih tridimenzionalnih nosilcexe Zelimo kot vir celic za zdravljenje poSkodb
hialinega hrustanca uporabiti celice ekastiga hrustanca, se moramo pred tem pfafdri
da so omenjene celice sposobne proizvajati matrlgsilen za hialino hrustaimo tkivo.
Sami smo predvidevali, da bi se tudi hondrociti elasténega tkiva v ustreznem
tridimenzionalnem okolju obnaSali podobno kot hawiir hialinega hrustamega tkiva,
torej predvsem poveali proizvodnjo kol Il in agr in zmanjsali proizvop kol I.

V diplomski nalogi smo uporabili vzorce el&stega hrustanca odvzete iz uhljev
darovalcev. Z razgradnjo elastega hrustanca pri ragtiih pogojih smo Zeleli skrajSati in
optimizirati postopek izolacije, saj je pri uporabondrocitov v klinine namenetas
postopka razgradnje tkiva zelo pomemben, ker Zeilrolirane celice&im prej uporabiti. S
pomaijo metode RT-PCR in opazovanjem celic pod invertninikroskopom smo
spremljali fenotipske lastnosti celic elgsiga hrustanca po sedem dnevnem gojenju v
enoslojni in tridimenzionalni kulturi ter rezultapeimerjali s podatkin vitro gojenih celic
hialinega hrustanca. Naloga je del obseZnejSegasireno-raziskovalnega projekta, v
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katerem Zelimo ugotoviti, kakSen potencial za immaijo na mesta poskodb hialinega
hrustanca imajo celice elasiega hrustanca. Optimizacija razgradnje in infolijgao
fenotipskih lastnostihin vitro gojenih celic elasthega hrustanca bi pripomogle k
tehnoloSkemu razvoju tkivno inZenirskih aplikadipterin osnova so celice ela@stega
hrustanca. Slednje se Ze uporabljajo za zdravljegeoureteralnega refluksa, potekajo pa
tudi raziskave transplantacije hondrocitov etastga hrustanca na mesto odstranjenega
jedra medvretatne plogice. Elastni hrustanec je prav tako pogosto uporabljeno tkivo
plasteni kirurgiji.

1.2 NAMEN NALOGE

Namen diplomske naloge je bil skrajSati in optimagi postopek razgradnje humanega
elasténega hrustanca, odvzetega iz uhlja, saj bi lahkkernr primeru hitreje pripravili
celicno kulturo oziroma izolirane hondrocite Ze isti destavili na mesto poSkodbe. S
primerjavo fenotipa celic elagtiega hrustanca po sedem dnevnem gojenju v enostojni
tridimenzionalni kulturi s fenotipom celic hialinedhrustanca, gojenih pod istimi pogoiji,
smo Zeleli doléiti, ali je humani elastni hrustanec primeren alternativen vir celic za
implantacijo na mesta poskodb hialinega sklepnegstéinca.

Zeleli smo:
1. v ¢im krajSem casu iz biopsijskega vzorca pridobiti zadostno $#bevi
hondrocitov za nadaljnjo uporabo v kiine namene:

— spremljati uspesSnost razgradnje tkiva v odvisnosti uporabe razinih
encimskih medijev, inkubacije med mirovanjem, vigem in meSanjem ter
¢asa razgradnje,

- dolxiti vpliv razli¢nih encimskih medijev, inkubacije med mirovanjem,
vrtenjem in meSanjem téasa razgradnje na odstotek zivih izoliranih celic,

2. na podlagi kvantitativnega ovrednotenja izbranihayeugotoviti,ée je elastini
hrustanec primeren vir celic za popravilo poSkodialitega sklepnega
hrustanca:

— ugotoviti razlike v izraZzanju izbranih genov cedilasttnega hrustanca po
sedem dnevnem gojenju v enoslojni in tridimenzionkllturi (alginatnem
hidrogelu) glede na nivo izraZzanja genov v vzotidpsij,

— fenotip celic elastinega hrustanca po sedem dnevnem gojenju v enoslojni
in tridimenzionalni kulturi primerjati s fenotipoeelic hialinega hrustanca,
gojenih pod istimi pogoji.
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1.3 DELOVNA HIPOTEZA

Predpostavili smo, da bi z uporabo ustrezne koneifjgn@ncimske mesSanice in mehanske
razgradnje lahko skrajSatias izolacije hondrocitov pri vzorcih odvzetih iz rhanega
uSesa. PospeSeno razgradnjo hréstammedcetinine smo piiakovali pri vzorcih, katerih
medij za razgradnjo smo meSali z magnetnim meSatempri vzorcih, ki smo jih v
epruvetah z medijem za razgradnjo namestili v steklvalje in jih vrteli v napravi z
nastavki za vrtenje. Prav tako smo ¢pkovali, da bo Stevilo izoliranih celic/mg
inkubiranega tkiva naraalo s trajanjem razgradnje in viSanjem koncenteakiglagenaze

Il v mediju za razgradnjo. Sklepali smo, da se bted zivih celic manjSal z daljSanjem
trajanja razgradnje in viSanjem koncentracije kefsage |l ter da bo nizji v encimskem
mediju z dodatkom tripsina.

Pricakovali smo, da bodo razlike v izrazanju izbrandgngy, ki kodirajo komponente
izvenceltnega matriksa, v primerjavi z vzorci biopsij najji@npo gojenju v diskih iz

alginata, saj alginatni hidrogel bolje ponazarjaanao tridimenzionalno okolje celic. Pri
hondrocitih v enoslojih smo iakovali pojav spremenjenega izraZzanja izbranih geno
podoben dediferenciaciji celic hialinega hrustanda, katerega pride tekom gojenja v
enoslojni kulturi. Sklepali smo, da bo fenotip ceklasttnega hrustanca, gojenih v
tridimenzionalnih kulturah, najbolj podoben fenatigelic hialinega hrustanca in da bi bile
le-te najprimernejSe za implantacijo na mesta pdiSkoalinega hrustanca.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HRUSTANEC

2.1.1 Osnovne zndilnosti

Hrustanec je specializirana oblika vezivna tkivias& razvije iz mezenhima. Sestavljajo ga
specializirane celice imenovane hondrociti ter ibageencelten matriks. Je tkivo, ki je
neozikeno, nima lastnih limfnih Zil in kapilar. Prehrajguse s prehajanjem hranilnih
snovi preko izvencalnega matriksa (Eroschenko in DiFiore, 2007). Njeg@snovna
funkcija je zagotavljanje strukturne opore tkivomprepréevanje njihove deformacije, ki
bi jo povzra@ile mehanske obremenitve (Bucci, 1995). Slednmggae, ker je hrustanec
relativno odporen na pritiske in raztezanja (Stoskw979).

Hondrociti so specializirane celice, ki lezijo zraytposebnih prostokov, imenovanih
lakune. Stevilo hondrocitov v posamezni lakuni varod ene do osem celic. Vse celice, ki
jih najdemo znotraj posamezne lakune, so potomke same celice in tvorijo tako
imenovano izogeno skupino hrustaih celic (Junqueira in Carneiro, 2005).

Glavna naloga hondrocitov je izlanje in vzdrZzevanje izvencé&tiega matriksa, ki sestoji

iz netopnih beljakovinskih viaken, topnih polimenovwode. Kolagen, hialuronska kislina,
proteoglikani in glikoproteini predstavljajo glavmaakromolekule, prisotne v matriksu
vseh tipov hrustanca (Junqueira in Carneiro, 20@%dno pomembne so interakcije med
celicami in matriksom, saj regulirajo Stevilne pgee kot so: pritrditev, rast, diferenciacija
in prezivetje celic. Omenjeni procesi So pomemlanrazvoj, vzdrzevanje in regeneracijo
hrustanega tkiva (Guilak, 1999).

IzvencelEni matriks hrustanca lahko razdelimo v tri pagao pericelularni, teritorialni in
interteritorialni matriks. Regije matriksa se r&mjejo po oddaljenosti od hondrocitov,
vsebnosti proteoglikanov, vsebnosti kolagenskih kette njihovem premeru in
orientiranosti (Weinstein in sod. 2005). Pericelniamatriks, ki neposredno obdaja
hondrocite, je s proteoglikani najbogatejSi delnkad. Skupaj s hondrociti tvori osnovno
enoto hrustanca, imenovano hondron (Mow in HuisR€€5). Podr§e izvenceknega
matriksa, ki obdaja pericelularni matriks, imenugetaritorialni matriks. Zanj je zrdna
nizja koncentracija proteoglikanov in vsebnostddnkolagenskih vlaken, ki tvorijo koSari
podobno mrezo okoli posamezne ali skupine hondredifdolphe, 1992). NajobsSirnejsSi
in od hondrocitov najbolj oddaljeni je interterit@ni matriks, ki prispeva naj¢g delez k
biomehanskim lastnostim hrustanca (Callaghan, 2@D8)enjeni matriks vsebuje najnizjo
vsebnost proteoglikanov in kolagenska vlakna, kiodovlaken v teritorialnem matriksu
razlikujejo po debelejSem premeru in dréigieorientiranosti (Weinstein in sod., 2005).

Glede na prisotnost, kélno in vrsto beljakovinskih vlaken v izvenagliem matriksu
lo¢imo tri tipe hrustadnega tkiva: hialini, vezivni in elagti hrustanec. Vsak tip ima
specifitne lastnosti, ki so povezane z nalogami, ki jihaopajo. NajpogostejSi je hialini
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hrustanec, ki ga najdemo v sklepih, rebrnih hrustarembrionalnih kosteh, delu nosnega
pretina, sapniku in grlu (van Blitterswijk in so@008). Vezivni hrustanec je tip hrustanca,
ki se nahaja na mestih, ki potrebujé&jasto oporo ali veliko natezno trdnost. Nahaja se v
medvretetnih plo&icah, kolenskem meniskusu in sramni zrasti (HunzikE992).
Elasteni hrustanec (slika 1), ki je zaradi mreZe etashi vlaken prozen, najdemo v uhlju,
zunanjem sluhovodu in epiglotisu (Bucci, 1995).

Hrustanec se razvije iz mezenhimskih celic, ki e€api preoblikujejo in odebelijo ter s
hitrimi mitoticnimi delitvami tvorijo gosto celno zasnovo hrustanca. Odebeljene celice,
ki zatno izlocati hrustagni matriks, imenujemo hondroblasti. Ko izkni izvencekini
matriks povsem obda celice, tako da so le-te poue&eme, govorimo o zrelih hrustémh
celicah ali hondrocitih (Kaur, 2001). Med razvojguoteka diferenciacija hrustanca iz
centra navzven, kar pomeni, da imajo osrednje edlclastnosti hondrocitov, medtem ko
so celice na periferiji Se vedno ttpi hondroblasti (Junqueira in Carneiro, 2005).

Mezenhimske celice se diferencirajo tudi v fibraiéa ki tvorijo perihondrij. To je
ovojnica iz gostega vezivnega tkiva, ki obdajéine hrustanca. Sestavljata jo dve plasti:
zunanja plast, ki je dobro oZena in prekrvljena, ter notranja zarodna plast g&nenko

in DiFiore, 2007). Fibroblasti notranje plasti imagposobnost, da se preobrazijo v
hondroblaste, ki se postopoma diferencirajo v hocite (Kaur, 2001). Hrustanec se
prehranjuje z difuzijo nutrientov iz kapilar v peondriju, zato ima zunanja plast
perihondrija pomembno prehranjevalno funkcijo (Jugica in Carneiro, 2005).

Hrustanec raste na dvadmaa: z intersticialno in apozicijsko rastjo. Priersticialni rasti
raste hrustanec z mitdtimi delitvami obstojgih hondrocitov, prisotnih znotraj
hrustaknega matriksa, in z izéanjem novega matriksa, ki se nalaga med in okrdig ce
(Eroschenko in DiFiore, 2007). To oblika rasti jeadlna predvsem za zgodnje faze
razvoja hrustanca in jo tako najdemo pri mladih staocih z malo medcéhine.
Apozicijska rast se odvija na periferiji hrustan&ger se celice z zunanje zarodne plasti
perihondrija diferencirajo v hondroblaste, ki selijdein kasneje, ko se obdajo s
hrustanim matriksom, preoblikujejo v hondrocite (Jungadir Carneiro, 2005).

2.1.2 Hondrociti

MiSljenje, da je hrustanec preprosto in homogeroike zmotno, saj je v resnici precej
variabilno, kar velja tudi za hondrocite. V r&gih delih tkiva najdemo hrustame celice
razlicnih oblik in velikosti, ki so raztino razporejene (Stockwel, 1979). Na periferiji
hrustanca najdemo hondrocite ekipih oblik, medtem ko so celice, ki leZijo globlje,
okrogle in se okfajno v lakunah pojavljajo v izogenih skupinah deeic (Kaur, 2001).
Hondrociti tvorijo izvencetini matriks, vendar se regionalno razlikujejo pgosjosinteze
in tipu sekrecijskih produktov. Tudi povrSina hoodtov je precej variabilna. Mnogi
celicni izrastki segajo v okolisSki matriks, medtem koajm hondrociti na meji tkiva
skorajda gladko povrsSino. Raati tipi hrustanca in celo regije znotraj istegaatilahko
kazejo veliko variabilnost v Stevilu hondrocito\gj $irustatine celice zasedajo 1-10 %
volumna tkiva (Stockwel, 1979). Tako variira Stevilondrocitov v razéinih delih od okoli
7000 do 24000 celic na nirfvan Blitterswijk in sod., 2008). Povzamemo lahka, na
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obliko, velikost in ostale zrdnosti hondrocitov vplivajo tip hrust&nega tkiva, njihova
pozicija znotraj tkiva, cetha gostota in sama starost organizma.

Kot pri drugih sekrecijskih celicah sta tudi prifavocitih najbolj izrazita celha organela
zrnati endoplazemski retikulum in Golgijev apardtar je posledica produkcije
makromolekul. Mladi hondrociti vsebujejo mitohondriz dobro izoblikovanimi in
Stevilnimi kristami, medtem ko pri starejSih opaairslabSi razvoj omenjenih organelov,
kar kaze na nizjo respiratorno aktivnost pri sta@n hrustancu. Pogosta je tudi prisotnost
magobnih kapljic v citosolu, ki pa lahko variira v adaosti od tipa hrustanca, njegove
starosti in pozicije hondrocita znotraj tkiva. Vlicah elastinega hrustanca so lipidne
kapljice obtajno prisotne v velikem Stevilu, kar pa ne pripgajfunkciji zaloge energije,
ampak naj bi imele v celici mehansko funkcijo (&iwel, 1979). Hrustatne celice
vsebujejo v citoplazmi Stevilne filamente, ki imggomembno vilogo pri njihovi vezavi z
izvenceltnim matriksom in hkrati prispevajo k biomehanskiasthostim hondrocitov
(Van Blitterswijk in sod.).

Hondrociti se z receptorji na c&ti povrSini, kot so integrini, aneksin V in CD44,
povezujejo z izvencalnim matriksom. Preko teh interakcij lahko hondro@aznajo
spremembe v matriksu, ki so posledica deformache ntehanskih obremenitvah ali
posledica razgradnje molekul matriksa. Hrustanetvje, metabolno aktivno tkivo, vendar
imajo hondrociti omejene zmoznosti prilagajanjaespenjenim razmeram. Metabolna
aktivnost hrustagnih celic je relativno nizka, kar omejuje zmozZnbsaistanca, da popravi
nastale poSkodbe (Mow in Huiskes, 2005).

hondrocite v
lakuni

perihondrij

.| elastiéna

lakune
vlakna

matriks

perihondrij matriks elastitna
viakna

a)

Slika 1: Preni prerez elastnega hrustanca. V obilnem izven¢akkm matriksu s kolagenskimi in el&siimi
vlakni se znotraj lakun nahajajo hondrociti. a) eheski prikaz (Caceci, 2003), b) histoloSka rezina
(Bergman, 1999)
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2.1.3 lzvenceliéni matriks

Izvenceltni matriks, ki sestoji iz vode, netopnih proteirskiaken in topnih polimerov,
predstavlja prevladuim sestavino hrustanca. Od netopnih proteinskiheriakajdemo v
matriksu elastinega hrustanca elastin in kolagen in le-ta tvargoodje, ki daje hrustancu
trdnost, vzdrzljivost, proZznost ter obliko. Od tdprpolimerov najdemo v matriksu tri
druzine makromolekul: glikozamonoglikane, glikomioke in proteoglikane. (Junqueira in
Carneiro, 2005). Proteoglikani z visjo molekulsk@agsn tvorijo veéje agregate, ki so
imobilizirani znotraj prostatkkov mreze vlaken. Hondrociti pa izajo v okolje tudi
proteoglikane z nizjo molekulsko maso, ki ne twwrggregatov, vendar so prav tako
povezani z omrezjem iz kolagenskih in ekasti viaken. Visoka vsebnost proteoglikanov
in njihov polianionski zn&j omogd@ajo vezavo velike kotine vode v matriks, Ki
predstavlja v&ino celothe mase hrustanca (Boer in sod. 1989).

Obilni izvenceltni matriks giti hondrocite ter nudi mehansko oporo. Voda v ikatr ima
vlogo medija za prehajanje nutrientov, odpadnihdpkbov, razlénih rastnih faktorjev,
citokinov, hormonov, plinov, ionov ter nekaterihugih molekul (Junqueira in Carneiro,
2005). Hondrociti v lakunah ne tvorijo c&lih povezav, so pa izredno pomembne
interakcije med hondrociti in matriksom, saj vpjivana diferenciacijo in rast celic.
Pomembno vezavno viogo ima izvenceii glikoprotein hondronektin, ki povezuje
hrustane celice s kolagenskimi vlakni v matriksu (Erosdteein DiFiore, 2007).

2.1.3.1 Kolageni

Kolageni sestavljajo druzino proteinov, za kateran&ilna velika heterogenost. Poznamo
ze veliko razknih kolagenov, ki jih kodira we kot 40 razknih genov. Glede na
molekularno sestavo, strukturo, funkcijo in prissghv dol@enem tipu tkiva razdelimo
kolagene v raziine skupine. Prisotnost posameznih tipov kolagenalol¢enem tipu
hrustagnega tkiva se odraza v speaiiih fizioloSkih in mehanskih lastnostih tega tkiea

v njegovi razporeditvi v telesu (Brinckmann in sa2D05). V hialinem hrustgnem tkivu
previaduje kolagen Il, ki ga v uwt@mo v skupino kolagenov, ki tvorijo dolge fibrile.
Omenjena kolagenska vlakna dajejo hialinemu hrgstamatezno trdnost in strukturno
obliko. Kolagen tipa | je v matriksu hialinega htarsca prisoten v majhnih keéinah ali pa
celo povsem manjka, medtem ko pri elastim hrustatnem tkivu sledn;ji tip kolagena
prevladuje (Caplan, 1984; Hunziker in sod., 2002).

Kolageni v naSem telesu so rénih oblik in velikosti. Gledano z biomehanskegdi&ta

je zelo zanimiva skupina fibrilarnih kolagenov, até&ro uvr§amo kolagene tipa ll, I, V in
Xl, ki jih najdemo tudi v hrustancu (Fratzl, 200&)snovna enota kolagenskih fibril je
tropokolagen, katerega dolZina je okoli 260 nmri@nper med 1,4 in 2,0 nm (Williams in
Elliott, 1989). Za to molekulo je ztigen trojni heliks, sestavljen iz tredn polipeptidnih
verig, ki vsebujejo eno ali ¥eza kolagen zndnih regij. Omenjene regije zaznamuje
ponavljaj@ga aminokislinska sekvenca Gly-X-Y, kar omdgo tvorbo trimetine
superheline molekule. Polipeptidne verige, se ovijejo olswibje osi in druga okoli druge,
tako da so ostanki glicina skriti v notranjostiagiice, ostala aminokislinska ostanka
sekvence (X in Y), ki sta pogosto prolin in hidrigkslin, pa izpostavljena na povrsju.
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Med seboj so povezane z vodikovimi vezmi in hidbofioni interakcijami (Fratzl in sod.,
2008). Tropokolagenske molekule, ki so vzporedmastepntasto urejene, polimerizirajo
v kolagenske mikrofibrile, le-te pa skupaj tvoriolagenska vlakna, ki so lahko dolga tudi
nekaj mikrometrov (Hancox, 1972).

Sinteza kolagena poteka vévieorakih. Prekurzorjo polipeptidnih verig imajo na N-koncu
verige posebno signalno aminokislinsko sekvenconkbg@a prehod verige z ribosoma v
notranjost zrnatega endoplazemskega retikuluma, dgivijo serijo posttranslacijskih
modifikacij in se povezejo v prokolagenske molekieatzl in sod., 2008). Molekule nato
potujejo preko Golgijevega omreZzja, kjer se spaiixavezikle. Le-ti se zlijejo s celno
membrano in molekule se sprostijo v izvensigliprostor. Tu N- in C- prokolagen
peptidaza odstrani terminalne propeptide in nagtarmepokolagenske molekule, ki
polimerizirajo v kolagenske mikrofibrile, te pa gevezejo v kolagenska vlakna (Champe,
2007).

M N M I N B

molekula tropokolagena
{300 nm-1,5 nm)

— alfa polipeptidna
’ veriga

zdruZitev v
mikrofibrilo

zdruZitev v zrelo
kolageno fibrilo

zdruiitev v vetje
agregate-kolagena
vlakna

Slika 3

Slika 2

Slika 2: Shematski prikaz strukture kolagena. Molektopokolagena se zdruzujejo v mikrofibrile, éegia
naprej v kolagenske fibrile in nazadnje v vlaknari@ichael, 2008)

Slika 3: Shematski prikaz molekule tropokolagere katero je znglen trojni heliks, sestavljen iz tref
polipeptidnih verig, ki vsebujejo eno ali&ea kolagen zrinih regij (Godsell, 2000)
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2.1.3.2 Elastin

Poleg kolagena | je pomembna sestavina izvetresia matriksa elastiega hrustanca
tudi elastin, ki mu daje elastiost in proZnost. Nasprotno izvené¢ali matriks hialinega
hrustanca ne vsebuje omenjenih proteinskih vliakésnovna struktura elastina je tako
pricakovano drugéna kot pri kolagenu. Ne vsebuje ponavlig@aminokislinske sekvence
Gly-X-Y in ne sestavlja ga trojni heliks. Od amimgin prevladujejo glicin, alanin, valin,
levcin in prolin. V manjSi koliini je prisoten tudi hidroksiprolin, medtem ko odsilizina

ni. Zaradi visoke vsebnosti hidrofobnih aminokisimbogate medsebojne povezanosti je
elastin eden izmed najbolj netopnih proteinov (Beakainy in sod., 1996).

Osnovna enota elastina je tropoelastin, ki ga mivdjo in v izvencelini matriks izl@&ajo
hrustagne celice. Sestavljen je iz okoli 800 — 850 amislkskih ostankov in je topen
(Bezkorovainy in sod., 1996). V matriksu interagsaspecifénimi glikoproteinskimi
mikrofibrilami premera 10 — 12 nm, ki so druga pont@a komponenta ela&tih viaken
(Murray in sod., 2006). Omenjene mikrofibrile, kdtepomembna strukturna komponenta
je glikoprotein fibrilin, naj bi imele vlogo ogroaj ki omog@a pravilno orientiranost in
namestitev molekul tropoelastina, ki nato polimeaip (Linke in sod., 2003). Do
polimerizacije in nastanka netopnih elasin viaken pride, ko se preko reakcije, ki jo
katalizira encim lizil oksidaza, v izvenatiem matriksom med seboj poveze& veolekul
tropoelastina. Nastane s Stevilnimi vezmi povezaiign preplet, ki omog@a, da se elastin
tudi po raztezanju vrne v prvotno obliko (Champsan., 2007).

elasticno vlakno
A

g \ tropoelastin funkcionalen protein

|

molekula elastina
/ pretna povezava

J —

o

Slika 4 Slika 5

Slika 4: Molekule elastina, ki so povezane s¢pmai kovalentnimi vezmi in tvorijo proZen prepleki
omogaa, da se elastin tudi po raztezanju vrne v prvotiliko (Janqueira in Cameiro, 2005).

Slika 5: Prikaz polimerizacije in nastanka netopeidsttnih vlaken do katerega pride, ko se preko reakcije,
ki jo katalizira encim lizil oksidaza, v izvena@tiem matriksom med seboj poveZe weolekul tropoelastina.
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2.1.3.3 Proteoglikani

Proteoglikani vplivajo na proznost, odpornost n#iglk, raztezanje in nekatere druge
fizikalne lastnosti tkiva v katerem se nahajajoeler razlénih mehanizmov, vkljtno s
pozitivho in negativno regulacijo aktivnosti rastrfaktorjev, vplivajo na aktivhost celic.
Koli¢ina in narava proteoglikanov prisotnih v tkivu imavpliv tudi na obliko in
organizacijo kolagenskih vlaken (Herndon, 2007).

Proteoglikane ozrtaije prisotnost verig glikozaminoglikanov, ki so led@ntno vezane na
osrednjo proteinsko molekulo (Garg in sod., 20@2ljkozaminoglikani so nerazvejani,
linearni polimeri, sestavljeniz ponavljajéih se disaharidnih enot iz aminosladkorja (N-
acetilglukozamin ali N-acetilgalaktozamin) in uronske kisline Kgionska ali iduronska
kislina) (King, 2008) Glikozaminoglikani, ki jih najdemo v izvenc&iem matriksu
hrustagnega tkiva so: keratan sulfat, hondroitin sulfat in hialukankislina. Zaradi
hidroksilnih, karboksilnih in sulfatnih stranskih skupin, kb selektronegativne, so
glikozaminoglikani in posledno proteoglikani zelo hidrofilni in tako odgovorni za&liko
vsebnost vode v hrustamem tkivu. Negativno nabite skupine nathgitegnejo pozitivhe
ione, kar ima za posledico veliko razliko v koncenjrdonov znotraj in zunaj hrustanca.
Osmotsko neravnovesje ter velikost proteoglikanskihlekud, ki prepréuje njihovo
prerazporeditev, imata za posledico vdor vode v hrustamatriks Seibel in sod., 2006)
Velika vsebnost vode je pomembna za prenos manjSikekeolo(plinov, hranil, odpadnih
produktov, rastnih faktorjev, ionov) ter za odpornoststanca na pritisk. Negativni naboji so
odgovorni tudi za elektrostétie interakcije s proteinskimi vlak(iHerndon, 2007).

Najpomembnejsi proteoglikan hrustaega matriksa je agrekan. Le-ta &ipp sestoji iz
okoli sto verig hondroitin sulfata in trideset \@keratan sulfata, ki so vezane na s serinom
bogat osrednji proteinAlberts in Wilson, 2008). Molekule agrekana in nekateri drugi
proteoglikani senekovalentno vezejo na hialuronsko kislino, ki za razli#gaougih omenjenih
glikozaminoglikanov ne vsebuje sulfatnih skupifri povezavah sodelujejo tudi manjsSi
vezavni proteini, ki ojgajo omenjene vezave s hialuronsko kisliiibsamezna molekula
hialuronske kisline lahko veze nekaj sto proteoglikanskdiekul in tako tvori agregate z
molekulsko maso 1 do 5 x 36altonov in dolZino do nekaj mikrometroV. hrustagnem
tkivu pa najdemo tudi proteoglikane z nizjo molekd maso, ki ne tvorijo agregatov
(Meisenberg in Simmon&006).

2.1.3.4 Glikoproteini

Veliko manjsi delez od proteoglikanov predstavljagiikoproteini, ki so proteini s
kovalentno vezanimi oligosaharidi. Za razliko odteoglikanov, tu protein predstavlja
vecinski delez molekule. Glikoproteini nastanejo, ke ¢ posttranslacijskem procesu
glikozilacije, ki je encimsko odvisen, sladkorjidijo na aminokisline asparagin, serin ali
treonin. Poznamo dve vrsti glikozilacije: N-gliktagija (vezava duSika amidne skupine
asparagina) in O-glikozilacija (veZe se kisik hkbilne skupine serina in treonina)
(Meisenberg in Simmons, 2006).

Hewitt s sodelavci je leta 1980 v hrustaem tkivu odkril glikoprotein hondronektin z
molekulsko maso okoli 180 kilodaltonov. Omenjeniukturni glikoprotein omogéa
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vezavo hondrocit s kolagenom tipa Il ter tako peveiustatine celice s komponentami
izvenceltnega matriksa (Carsons in Horn, 1988).

2.2 TKIVNO INZENIRSTVO

Tkivno inZenirstvo je hitro se razvijaje in izrazito interdisciplinarno razvojno-
raziskovalno podrge, ki zdruZuje najnovejSa spoznanja modernih thdgio ter
naravoslovnih in medicinskih znanosti. V zadnjitkaidetih je priSlo do velikega napredka
v tkivnem inzenirstvu, kar lahko pripiSemo Stevilmnhovim tehnikam, ki so pripomogle k
ucinkovitejSi izolaciji celic ter uspeSnejSemu gojemm implantaciji produktov caelnega in
tkivnega inzenirstva. Celice aln vitro izdelana tkiva omog@jo obnovitev ali popravilo
dolocenih okvar v tkivih in organih, ki so lahko poslediprirojenih ali pa pridobljenih
pomanijkljivosti, in omog&ajo vzdrzevanje ali pa tudi izboljSanje nekaterimkcij
¢loveSkega tkiva. Strogo nadzorovani pogoji pri g@jetkivnih in organskih nadomestkov
ter stalen nadzor kakovosti dela pogojujejo njihaporabo na ljudeh (Saltzman, 2004).

Tkivno in celigno inZenirstvo predstavlja v razvitem svetu obé®jm vse pomembnejSe
podraije regenerativne medicine, saj Ze danes ponuja ostizna @inkovito zdravljenje
0z. obnovo nekaterih poskodovanih ali okvarjenilr {Meyer in sod., 2009). Trenutno se
v klinicne namene uporabljajo tkivni nadomestki, ki so tref@ tanki, neoziljeni,
neozieni in katerih funkcija je primarno dalena z biomehanskimi lastnostmi
izvenceltnega matriksa. To so predvsem nadomestki hrustdmsdi in koze (lkada,
2006). V Sloveniji se na primer v okviru redne kime prakse pridobivajo in vsajajo
avtologne hrustame celice, kar pomeni, da z bolnikovimi lastnimiic@mi, vzgojenimi v
laboratoriju, uspesno zdravijo posSkodbe sklepnegatanca (Bosnjak, 2007). Vseskozi so
v teku tudi Stevilne klirine raziskave, kjer preizkuSajo nove tkivno-inZeg@rpostopke, ki
obetajo nove nane zdravljenja in zmanjSano uporabo telesu tujiatemalov, ki se
uporabljajo pri klasinin oblikah zdravljenja. V prihodnosti bo s pofjw tkivhega
inZenirstva morda moZnan vitro izdelati celoten avtologen organ, ¢smer bi reSili
probleme kot so: pomanjkanje donorjev organov, &amje presajenih organov in
nevarnost prenosa ragiih nevarnih boleznjiMeyer in sod., 2009).

Kljub naragajoci potrebi po tkivnih-inzenirskih nadomestkih ineepnemu razvoju, ki ga

je omenjeno podkge dozivelo v zadnjem desetletju, pa nekateri dajavomejujejo
njihovo uporabo v redni Klighi praksi. Ti dejavniki so: pomanjkanje tkivnih pmij,
spremembe fenotipa gojenih celic, potreba po rawm poznavanju naravnih
mehanizmov in lastnosti tkiv, veliki fingni in ¢asovni vlozki pri preverjanju in
vrednotenju novih metod, razvoj ustreznih nosildgkada, 2006), problem perfuzije,
prezivetja in funkcioniranja tkivnega nadomestkaimpplantaciji, potreba po zelo Sirokem
znanju, ki mora zajemati ragtie vidike medicine, celne in molekularne biologije,
znanosti in inzenirstva, ter Stevilnacet vpraSanja, ki se nanaSajo predvsem na uporabo
embrionalnih matinih celic (Van Blitterswijk in sod., 2008).
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2.2.1 Odzem celic ali tkivhega vzorca

Najbolje je, ¢e za zdravljenje poskodb uporabimo avtologne cebzgoma tkivne
konstrukte, za kar potrebujemo celice ali vzoreealpacienta. Omenjeni vzorec ali celice
lahko pridobimo s pomio razlicnih metod in postopkov, ki jih izberemo glede na vi
celic, vrsto celic in tkiva ter vrsto klitme aplikacije. Glede na omenjeno se izbere tudi
najustreznejSi n@n za odvzem tkivhega vzorca, ki je lahko manjSiukSki poseg,
endoskopija ali nekatere druge oblike biopsij. VoSpi klini¢ni praksi so bioptini vzorci

in celice odvzeti zgolj za diagnostie namene (histoloSki pregled)sa jih ne implantira
nazaj v pacienta. Nasprotno pa se v primeru tkignegenirstva po kammnem postopku
gojenja tkivo oziroma celice vnesejo v pacienta,dahteva strogo sterilne in nadzorovane
pogoje pri odvzemu, hrambi, rokovanju in prenosaorega do laboratorija, saj lahko le na ta
n&in zagotovimo pacientu ustrezno varnost (Van Btigjk in sod., 2008).

2.2.2 lzolacija celic iz biopsijskega vzorca

Po odvzemu tkivnega vzorca je potrebno celice @irai, kar pomeni, da jih Kkmo med
seboj in od izvencalnega matriksa. L#itev celic in matriksa se afajno prine z
mehansko razgradnjo. Ustrezno metodo in priptkmazberemo glede na kaino tkiva in

tip izvenceltnega matriksa. V primeru mashnega tkiva zadostuje Ze vorteksiranje v
ustreznem mediju, medtem ko je pri tkivih, kot jaistanec, potreben razrez s skalpelom
nacim manjSe ko&e (Lu in sod., 2006; Van Blitterswijk in sod., Z)0Te tkivhe ko&e
obicajno namestimo v ustrezno encimsko mesanico in izdloramo celice, ki jih nato
prenesemo na gofi8. Pri nekaterih medcehih povezavah imajo pomembno viogo od
kalcija odvisne adhezivne molekule kadherini irideso obutljive na helatorje kalcijevih
ionov, kot je etilendiaminotetraocetna kislina (E®)T V tem primeru lahko celice
izoliramo z vnosom biopsije v pufer, ki vsebuje ERTZa ve&ino biopsij pa uporabimo
encime kot so razlhe proteaze, kolagenazo in tripsin, ki sprostijticeeiz njihovega
izvenceltnega matriksa. Ti encimi so spe¢ifi za proteine v izvencélem matriksu
posameznega tipa tkiva in poskat se dolei tudi najprimernejSias trajanja razgradnje
in koncentracija encimske meSanice (Van Blitterswijsod., 2008).

2.2.3 Gojenje celic v tkivnem inzenirstvu

Po encimski izolaciji celic iz tkiva je potrebnoepr klinicno uporabo celice oajno Se
namnoziti do zelenega Stevila, kar dosezemo z¢ragli metodami gojenja. Pri gojenju
tkivnih in organskih nadomestkov je izredno pomembda secim bolj priblizamo
naravnemu okolju, zato so znanstveniki v zadnjiihlglozili veliko truda v izboljSanje
pogojev gojenja, ki bi biltim bolj podobni naravnim razmeram v telesu in biogatali
boljSo ohranitev fenotipa izoliranih celic. Sledygepa ne moremo dasece ne poznamo
lastnosti posameznega tkiva in celic, ki ga segti@vl Celice v tkivu obstajajo znotraj
tridimenzionalnega okolja, kjer so v tesnem stikizezenceltnim matriksom, ki ima
pomemben vpliv na diferenciacijo, rast in preZigetelic (Guilak, 1999). Raziskovalci
preizkuSajo razéine naravne in sintétie materiale, katerih lastnosti in struktura so
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podobne naravnemu izvenaglemu matriksu, da bi zmanjSali pojav dediferenggagian
Blitterswijk in sod., 2008).

2.2.3.1 Enoslojne celine kulture

Splosno uporabljena metoda gojenja vaedm in tkivnem inZenirstvu je enoslojna ¢eh
kultura. V tem primeru izolirane celice namestimagejilne posode, ki morajo biti v
sterilnem okolju in v ustrezni atmosferi (zrak wéd@m je 5% CO2). V omenjene posode
vnesemo tek& medij, ki pogosto vsebuje serum, ustrezne rasahkéorje, antibiotike,
protiglivne snovi in druge spedifie dodatke. Celice lahko prezivijo in se razmngbuie

v mediju, ki ima ustrezen pH in temperaturo (37z&sesalske celice). Iz medija celice v
kulturi pridobijo hranila, kisik in druge potrebrsmovi. Celice tvorijo enosloj, tako da se
pritrdijo na dno gojilne posode, kar je zaw® celic predpogoj za Zatek delitev. Dno
gojilne posode lahko prevemo Se s plastjo sestavin izvendatiga matriksa, da olajSamo
pritrditev celic. Ko celice prerastejo celotno ¢uoji posodo, govorimo 0 pojavu
konfluentnosti in takSno kulturo je potrebno s pdéjootripsinizacije prenesti v o
gojilno posodo s svezim hranilnim medijem, saj eridnasprotnem primeru do kontaktne
inhibicije. Tako nastale cele kulture predstavljajo prvo pasazo oziroma coeli
generacijo. Stevilo pasaZ je razen v primeru thagalinih linij omejeno (van Blitterswijk

in sod., 2008).

Prednosti enoslojne ca&fie kulture so, da je ekonotnga, relativno nezahtevna in om@égo
namnozitev velikega Stevila celic v relativno keatkéasu. Slabost pa, da pogost pojav
dediferenciacije, kjer celice spremenijo svoje fgmeke lastnosti, kar je neugodno za
tkivno-inzenirske aplikacije, saj celice izgubijgogo funkcionalnost (van Blitterswijk in
sod., 2008).

2.2.3.2 Tridimenzionalni nosilci

Zaradi pojava dediferenciacije v enoslojnih kulturzolirane celice vse pogosteje nasadijo
v tridimenzionalne nosilce, kge proces do neke mere reverzibilen (Benya in &caff
1982; Frenkel in DiCesare, 1999; Barin Malicev, 2008) Gre za naravne ali sintétie
polimere v razlicnih oblikah, ki omog®ajo celicam rast v treh dimenzijah prostora
(Fedorovich, 2006). Pomembno je, da je nosilecdgoadabilen, porozen in ima ustrezne
mehanske in kemijske lastnosti ter sposobnost araumja celine dejavnosti, kot sta npr.
razmnozevanje in diferenciacija. Posebej primeerazltne tkivnoinzenirske aplikacije
in pogosto uporabljeni so hidrogeli, ki vsebujéfot pove ze ime, veliko kalino vode, ki
omogaa prenos hranil in odpadnih snovi in daje etasist. Za pripravo hidrogelov se
uporabljajo razlini vodotopni polimeri, ki se preko vodikovih vedi &nskih interakcij
povezejo in tvorijo vodoodporne mrezaste strukt(@Barlic in Malicev, 2008) Tako
nastanejo nosilci kot so agarozni gel, alginatjriln hitozan (Swarbrick in Boylan, 2004).

Podobno kot enoslojne kulture ima tudi uporabartrehzionalnih nosilcev svoje prednosti
in slabosti. Maksimalna debelost tkivnih kultur g@mejena s sposobnostjo difuzije
nutrientov in kisika do celic ter odpadnih produkt@ nastajajéega tkiva. Ker so
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tridimenzionalne kulture z vseh strani obdane zijeed je mogdéa maksimalna debelina
vedja kot v primeru enoslojnih kultur, vendar je difazhranil in kisika v notranjost
nosilcev kljub obdajajgemu mediju in porozni strukturi nosilcev velikokna¢zadostna.
Celice imajo znotraj tridimenzionalnega okolja elimoznosti za pritrditev in rast, a je
njihova rast pdasnejSa, kote bi jih gojili v enoslojni kulturi (Bronzino, 2000 Kot Ze
omenjeno pa je velika prednost pred gojenjem v lepgsda so spremembe fenotipskih
lastnosti celic manjSe in da je po nasaditvi ceiaustrezen tridimenzionalni nosilec proces
dediferenciacije do dotene stopnje reverzibilen (Benya in Scaffer, 198&nkel in
DiCesare, 1999; Batliin Malicev, 2008). Zato se v tkivnem inZenirstvu osnovnasé)na
kultura pogosto uporablja predvsem za hitro nantawezcelic, pred implantacijo pa se
nasadijo na ustrezne tridimenzionalne nosilce, el&im bolj povrne prvoten fenotip, s
¢imer se poviSa kakovost celic (Mukaida in sod, 30@8®vrne se prvotna oblika celic in
ekspresija genov se pribliza tisti v tkivu, hkrgta uporaba nosilcev velikokrat om@go
manj invazivho metodo operacije pri implantacijidoenestka (Benya in Scaffer, 1982;
Barli¢ in Malicev, 2008).

2.2.4 Gojenje celic v bioreaktorjih

Eden izmed pomembnejSih izzivov pri tkivnem inzstviu je, kako obdrzati debelejSi in
kompleksni tkivni konstrukt viabilemn vitro med gojenjem tern vivo po implantaciji.
Raziskovalci so v preteklosti preizkusili razie tehnike nasaditve celic (Vunjak-
Novakovic in sod., 1998.; van Blitterswijk in so®008), ki omog®ajo enakomerno
prostorsko nasaditev na nosilce, vendar niso doZefgnih rezultatov, saj so se zaradi
omejitve difuzije znotraj konstrukta Se vedno pgga heterogena podt@, ki jih
zaznamuje velika gostota celic na periferiji in f8anv notranjosti konstrukta (Lewis in
sod., 2005; Malda in sod., 2004; van Blitterswifk $od., 2008) ter neenakomerna
razporeditev izvenca&lnega matriksa (Martin in sod., 1999; van Blitteijkvim sod., 2008).
Danes se uporabljajo raatie metode, ki naj bi zmanjSale omejitev difuzijepovesale
oskrbo celic z nutrienti in kisikom. Ena izmed tahetod je tudi gojenje celic v
bioreaktorjih, kjer so pogoji gojenja vseskozi katitani (van Blitterswijk in sod., 2008).

Na splosno je bioreaktor posoda v kateri potek&y&edmijske reakcije. Gledano s staas
tkivnega inZenirstva pa je bioreaktor definiran gapomaiek v katerem potekajo bioloski
in biokemijski procesi pod tmo dola@enimi in nadzorovanimi pogoji gojenja (Martin in
sod., 2004). Bioreaktor naj bi zagotovil optimalmovitro okolje za hitro rast celic in
proizvodnjo tkivnih pripravkov. Njegova pomembndaua je, da izboljSa oskrbo celic s
hranili in posebej s kisikom, ki je zaradi svojalst topnosti in difuzivnosti pogosto
omejujai dejavnik pri gojenjun vitro (Casey in Arhur, 2000). Zaradi poviSanega prenosa
kisika in hranil v notranjost tkivhega konstruktppviSane koncentracije kisika in
enakomernejSe razporeditve hranil v gojilnem meggijtazporeditev celic znotraj tkivhega
konstrukta veliko bolj homogena, zviSa pa se ttamlpisja prezivetja celic (van Blitterswijk
in sod., 2008).
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celice nosilci gojenje in vitro

Slika 6: Prikaz osnovnih postopkov pri gojenjuicela tridimenzionalnih nosilcih, ki so lahko nanaeali
sintetiéni. Prav tako se razlikujejo pogoji gojenjavitro (van Griensven in Kasper, 2004).

2.3 TKIVNO INZENIRSTVO HRUSTANCNEGA TKIVA

2.3.1 Sposobnost obnove hrustafnega tkiva

Ceprav ima na3e telo v veliki meri zmoZnost obngee najdemo v telesu tudi tkiva, ki
kljub metabolni aktivnosti nimajo ali imajo omejerzmnoznost regeneracije (Meyer in
Wiesmann, 2006). V slednjo skupino tkiv uvrSamoi thrustanec. VsakrSna poSkodba
tkiva inicira poseben regeneracijski odgovor (Buaker, 1997, Meyer in Wiesmann,
2006). Zmoznost hondrocitov, da zaznajo sprememéestavi izvencalnega matriksa in
sintezo novih molekul, predstavlja osnovo za polpie mehanizme. Omejeno zmozZnost
regeneracije hrustanca pa lahko pripiSemo predwdgstvu, da hrustanec ni neposredno
prekrvavljen in ozigen, in da vsebuje majhno Stevilo nediferencirarelicc(Martin in
Buckwalter, 2000). Dodaten omejdjalejavnik pa so hondrociti, ki so tesno ujete zajot
izvenceltnega matriksa, in tako kljub delitvi teZko migrvaj)a mesto poSkodbe (Wnek in
Bowlin, 2004). V nasprotju s hrustancem odraslélgaeka pa ima hrustanec zarodka
veliko veijo zmoznost regeneracije, kar lahko pripiSemo kaal strukturi in sestavi
izvenceltnega matriksa (Namba in sod., 1998).

2.3.2 Poskodbe in zdravljenje s pomdo tkivnhega inZenirstva

Zaradi narafajoctega Stevila poskodb hrustanca, ki nastanejo predvsat posledica
povetane obremenitve hrustanca meddimni aktivnostmi, bolezni ali starosti, in zaradi
omejene sposobni hrustanca, da te poSkodbe pomaMviili raziskovalci in zdravniki
prisiljeni iskati nove reSitve in metode, ki bi poimogle k regeneraciji nastalih poSkodb
(Van Blitterswijk in sod., 2008). V mnogih primeritiso dosegli Zelenih rezultatov, saj je
prislo do tvorbe hrust&no-fibroznega tkiva, ki je biomehansko manjvredmami odporno
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na veje in daljSe obremenitve, kar vodi le v kratkot@jizboljSanje funkcionalnosti in
lajSanje simptomov (Buckwalter in Mankin, 1998; VBlitterswijk in sod., 2008). Leta
1994 je bil objavljen prvEélanek z rezultati poskusov a@liega zdravljenjem hrustémh
poSkodb, pri katerem so uporabili bolniku lastneistargne celice (Brittberg, 1994).
Metoda implantacije avtolognih hondrocitov se jkaizala za uspesSno in je dandanes del
redne klinéne prakse.

2.3.2.1 Avtologna transplantacija hondrocitov

Pri omenjeni metodi gre za c#&ilo zdravljenje, in sicer za vzgojo bolniku lastaiiravih
hrustagnih celic v laboratoriju, ki jih kasneje vstavim@ mmesto poskodbe hrustanca
(Brittberg, 1994; Barli in Malicev, 2008). Razvita je bila za zdravljenje poskodb
kolenskega hrustanca in se tudi v Sloveniji upgaakbt del redne kliine prakseza
zdravljenje omejenih hrustanih lezij (Radosavljew, 2006). Bolniku odvzamemo majhen
koXek zdravega hrustanega tkiva, v laboratoriju encimsko izoliramo hawate iz tkiva

in jih namnozimo do Zelenega Stevila (Brittberg,949 Barli in Malicev, 2008). V
preteklosti so nato celice v obliki suspenzije zbali na mesto posSkodbe pod zaplato
periosta, danes pa hondrocite vse pogosteje gajianaosilcih (tako dvodimenzionalnih
kot tridimenzionalnih), saj tako olajSamo tudi ogemo tehniko ob implantaciji
hondrocitov (Radosavlje®j 2006). Vseskozi potekajo tudi raziskave v smesqaabljanja
tehnologije, iskanja idealnega tridimenzionalnegailoa in manj invazivnih operativnih
tehnik ter novih, ginkovitejSih metod izolacije in gojenja hrustarh celicin vitro.

2.3.3 lzzivi in tezave pri gojenju hrustanénih celicin vitro

Pomemben izziv je pridobitev zadostnega Stevila dhmeitov za tvorbo tkivnega
konstrukta, katerega velikost bi bila primerna egenmeracijo poSkodbe hrustanca. Ker je
proliferacija hondrocitov v calni kulturi omejena, jih moramo ¥im krajSem ¢asu
namnoZiti do Zelenega Stevila. Tu secamo s problemom dediferenciacije hrugtah
celic, saj se hondrociti po izolaciji in gojenjun vitro zelo radi dediferencirajo v
fibroblaste, kar pomeni, da postopoma spremeni@esfenotipske lastnosti in postanejo
na videz podobni fibroblastom (Mayer in sod., 200Baktorji, ki lahko vplivajo na
zvetanje omenjene dediferenciacije so naslednji: gejerglic v enosloju, nasaditev
neustreznega Stevila celic v gogs izolacija celic iz biopsije hrustanca starejSégaeka

in izolacija celic iz hrustamega sarkoma (Sabatini, 2004).

Enega glavnih pokazateljev za proces dedifereneigoredstavljajo kvantitativne in
kvalitativne spremembe v sintezi makromolekul izvaignega matriksa. V kulturi pride
do padca sinteze z&ilnih proteinov hrustatnega martiksa in dporasta sinteze nekaterih
nespeciftnih proteinov. Hondrociti proizvajajo in iztajo vse manj za hrustanec Zit@ih
proteoglikanov in namestkolagena llproizvajajo vse w& kolagena tipa | (Wong M,
Hunziker 1998; van Osch in sod, 2001; Baiti Mali¢cev, 2008). Opazen je tudi preskok iz
produkcije proteoglikanov z visoko molekulsko magagrekan) na produkcijo
proteoglikanov z nizko molekulsko maso (dekorinhiglikan) (von der Mark in sod.,
1977, Benya in Shaffer, 1982; Mitrovic in Darmo®90; Buckwalter in Mankin, 1997).
Pri elasttnem hrustancu se zmanjSa produkcija elagti vlaken (Moskalewski, 1979).
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Opazna je tudi sprememba okroglaste oblike v pan@tp fibroblastno obliko
(von der Mark in sod., 1977). Pojav dediferencegpskusimatim bolj omejiti, saj z
zagotavljanjem hrust&negafenotipa celic, powsamo moznost za tvorbo kakovostnega
tkiva na mestu implantacije in kliino uspesnost postopka (Adolphe in sod., 1992).

Poleg dediferenciacije se pri gojenju hrugtah celicin vitro sre&éujemo Se z nekaterimi
drugimi tezavami in omejitvami. Izolirane humaneudiartne celice imajo omejen
proliferacijski potencial in Stevilo cehih delitevin vitro se s starostjo manjSa (Dozin in
sod., 2002), prav tako pa se zmanjSa njihova spastivediferenciacije (Benya in Shaffer,
1982). Hondrogenezo lahko pospeSimo z ustreznm g@saditvijo hondrocitov (potrebno
Stevilo hondrocitov na nasilcu je &dot 20 x 10° celic/ml ali vsaj 1x 1P celic/cnf)
(Puelacher in sod., 1994; Iwasa in sod. 2003; vhiteBwijk in sod., 2008), uporabo
specifénih rastnih faktorjev, gojenjem v kulturi peletadlkzer in sod., 1960; Bassleer in
sod., 1986) in nekaterimi drugimi dejavniki, vengs pogoji, ki favorizirajo ohranitev
hrustainega fenotipa, obajno niso skladni s tistimi, ki favorizirajo pora&tevila celic
(Glowacki in sod., 1983). Povzamemo lahko, da ¢wiki kakovostnih hrustamih celic,

ki jih lahko vzgojimoin vitro in uporabimo za popravilo poskodbe hrustanca, entej

Preden se odtimo za zdravljenje poSkodovanega tkiva s pgmavtolognih hrustamih
celic, moramo imeti v mislih, da imajo na kakovizstliranih celic in posledno na uspeh
zdravljenja poSkodbe pomemben vpliv starost bolrékanje hrustanca na mestu odvzema,
travma, stopnja posSkodbe hrustanca, diabetes iatewk druge bolezni (Mayer in sod.,
2009), zato vsi bolniki niso primerni za omenjerdrawljenje. Za pridobitev ustrezne
biopsije hrustatnega tkiva pacienta in vsaditev pripravijenegacoelga nadomestka je
potreben operativni poseg, kjer so mozni zapletipotrebna je rehabilitacija, kar je
pomembna omejitev. Znanstveniki se trudijo, dailbmyprihodnje posegéim bolj prijazni
bolniku in bi lahko operacijo izvrSili zgolj v enekoraku.

2.3.4 Uporaba celiénih kultur elasti ¢énega hrustanca

Podobno kot za hialini hrustanec obstajajo Stevlredklinine in kliniénih raziskave za
uporaboin vitro vzgojenih celic elasthega hrustanca, katerih rezultati so zelo spodbudni
Implantacija avtolognih gojenih hondrocitov eléséga hrustanca se je izkazala kot
uspeSna metoda za zdravljenje vezikoureteralnefyzksa, pri katerem gre za stekanje
s&a iz mehurja nazaj v ledvico kot posledica oslatgga vezikoureteralnega ustja, kar
povzrata krontno vnetje in okvaro ledvic (Atala in sod.200Bpsedaniji klinéni rezultati

so spodbudni, saj kazejo, da lahko s pgm@ndoskopske vstavitve a&tiega pripravka
odpravimo ali zmanjSamo refluks visjih stopenj (Ketein sod., 2005; Kregafelikonja in
sod., 2008)

Bolecine v krizu sodijo med najpogostejSe vzroke obiskwv zdravniku v zahodnem
svetu. Pogosto je omenjena higte posledica degeneracije medvreéten plogice, saj
zaradi krontne preobremenjenosti hrbtenice prihaja vse pogosiej njene pre@dsne
obrabe (Poiraudeau in sod., 1999). UspeSna in egestejSa uporaba metode avtologne
transplantacije hondrocitov za zdravljenje nekhatempoSkodb hrustanca je dala
raziskovalcem zagon za izdelavo bioloskega nadd@aest pulpozno jedro medvreter
plo&ice. Izvedenih je bilo ze nekaj poskusov na ziyakh so za izdelavo omenjena
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nadomestka uporabili celice uSesnega élastja hrustanca. Dobljeni rezultati dokazujejo
sposobnost transplantiranih celic el&stiga hrustanca za obnovo mesta, kjer je bilo
odstranjeno jedro medvretare plo$ice (GorenSek in sod., 2004). Vsekakor pa moramo
nadaljevati s poskusi in projekti, da bomo imelt weformacij o winkovitosti, varnosti,
fenotipu in rediferenciaciji celic po implantacigr bomo lahko metodo tudi optimizirali
(Sakai, 2008).

V teku pa so Se raziskave na pagwoplasténe kirurgije in nekaterih drugih Kliémih
podraijih, katerih vir celic za tkivnho inzenirske aplikpc so hondrociti uSesnega
elasttnega hrustanca, saj imajo nekatere prednosti pradinim hrustancem.
PomembnejSa prednost eldsgga hrustanca za uporabo v tkivnem inZenirstvdgdahko
potrebno tkivno biopsijo pridobimo z nezahtevnimkiratkotrajnim posegom s hitrejSo
rehabilitacijo bolnika(Kregar Velikonja in sod., 2008)Slabost je v tem, da imamo v
primerjavi s celicami sklepnega hrustanca le malkadov o zmoZznostih rediferenciacije
in regeneracijan vitro gojenih celic elastnega hrustancin vivo, in da veina le-teh
izhaja iz poskusov na Zivalih (GorenSek in sodQ&Westreich in sod., 2004). Vendar so
dosedanji rezultati predkligmih in kliniénih raziskav dovolj obetavni, da nam sluzijo kot
pomemben argument, da nadaljuiemo z raziskovanjediferenciacijskinsposobnosti
hondrocitov elastnega hrustanca in z razvojem njihovega potencialaugorabo v
razlicnih aplikacijah tkivnega inZenirstva.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK POSKUSOV

Kot je prikazano na Sliki 6, smo biopsijske vzorcgesnega elastiega hrustanca treh
darovalcev, ki so bili razlno stari (24, 27 in 40 let) s powjo skalpela razrezali na
majhne ko&ke. Predhodno smo pripravili medij za razgradnjotremi razlgnimi
koncentracijami encima kolagenaze Il (0,1 %, 0,3ir#40,5 %) ter meSanico 0,5 %
kolagenaze Il in 0,5 % tripsina. K& tkiva smo enakomerno razdelili in jih prenesli v
centrifugirke ali ¢caSe (odvisno od pogojev inkubacije) z 10 ml usteezncimske
mesanice, tako da smo imeli skupaj 9 vzorcev 290,D,3 % in 0,5 % kolagenazo ter 6
vzorcev z meSanico 0,5 % kolagenaze Il in 0,5 @sinia. Vzorce smo nato inkubirali pri
razlicnih pogojih (mirovanje, vrtenje, mesanje). Po 3.jr621. urah razgradnje tkiva v
razlicnih encimskih meSanicah med mirovanjem, vrtenjemmeSanjem smo preSteli
izolirane celice in doldli odstotek zivih celic s pomio hemocitometra in tripanskega
modrila. Celice, ki smo jih dobili po izolaciji, smezamrznili.
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Slika 7: Shematski prikaz poteka dela: v@lasa razgradnje, raztiih encimskih medijev ter inkubacije med
mirovanjem, vrtenjem in meSanjem na izolacijo cel&sténega hrustanca.
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V drugem delu diplomske naloge smo uporabili bigsi vzorce uSesnega elasgga
hrustanca, ki so bili v aseptiih pogojih odvzeti petim moskim darovalcem (sttirod 32
do 43 let) znotraj 30 ur po njihovi nenadni smi@lika 7). Odobritev za izvajanje
poskusov, ki so del obseZnejSega raziskovalnegkpa) je izdala Komisija Republike
Slovenije za medicinsko etiko (Stevilka odobritve/@/05). Biopsijske vzorce smo s
pomaijo skalpela razrezali na majhne kk8 ter jih 18 ur inkubirali v encimskem mediju.
Iz izoliranih celic petih darovalcev smo nato pahab pripravili enoslojne kulture
hondrocitov (nasaditvena gostota je bila 3000 s=thé) in celice nasadili v alginat, in sicer
v koncentraciji 1x 1¢° celic/ml. Enoslojne in tridimenzionalne aale kulture smo 7 dni
gojili v enakem gojilnem mediju (D-MEM s 15 % hunianserumom in 50ug/ml
gentamicina) v inkubatorju pri 37 °C in 5 % €@ojilni medij smo zamenjali dvakrat v
tednu.
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Slika 8: Shematski prikaz poteka dela: spremljémjtipa celic elasthega hrustanca v enoslojni in
tridimenzionalni kulturi.
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Po sedmih dneh gojenja v inkubatorju smo iz enosiojn tridimenzionalnih kultur
(diskov alginata) odvzeli vzorce celic za izolaciRNA. 1z vzorcev smo s ponio
Trireagenta (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) izolirdRNA in jo prepisali v cDNA z
uporabo High Capacity cDNA Archive kita (Applied @iystems, Foster City, CA) in
cDNA analizirali z metodo RT-PCR. Zanimalo nas maFkanje genov, ki kodirajo
gradbene enote, speciiie za hialini izvencalni matriks (kolagen Il in agrekan) in genov,
ki kodirajo gradbene enote, speaife za fibroblastni tip hrustéanega tkiva (kolagen I in
verzikan). Poleg tega smo spremljali Se izrazargstiea, zndéilnega za elastni
hrustanec. Izrazanje genov smo analizirali s prog@DS 2.1 (Applied Byosistems, ZDA)
in Microsoft Excel.

3.2 ODVZEM HRUSTANCNEGA TKIVA

Biopsijski vzorci elastinega hrustanca so bili v asépih pogojih odvzeti in takoj
preneseni v transportni ldek s sterilno, na 37 °C ogreto transportno tekm — D-
MEM/F-12 (1:1) (Gibco, ZDA) z antibiotikom gentanmom (50ug/ml) (Gibco, ZDA).

3.3 OSNOVNI POSTOPKI GOJENJA CECNIH KULTUR

3.3.1 Uporabljene kemikalije, potroSni material in laboratorijska oprema

3.3.1.1 Kemikalije

- D-MEM/F-12 (1:]) (Gibco, Paisley, Velika Britanija)

- DMSO (Sigma, ZDA)

- CaC} (25 mM) (Merck, Neniija)

- FBS (BioWhittaker, Verviers, Belgija)

— Humani serum (Zavod RS za transfuzijsko medicihgubljani, Educell d.o.0.)
— Fungizon (25Qg/ml) (Gibco, ZDA)

— Gentamicin (5Qug/ml) (Gibco, ZDA)

- PBS

— HBSS (Gibco, ZDA)

- Alginat (MediAlg MG17, Svica)

— Kolagenaza Il (324U/ml) (Gibco, ZDA)

— Tripansko modrilo (Gibco, ZDA)

— Tripsin/EDTA (0,5 g tripsina, 0,2 g EDTA, 0,85 g Gld) (Sigma, ZDA)

3.3.1.2 Droben laboratorijski material

— Avtomatske pipete (Eppendorf, Néija)
— Celi¢na sita 4Qum (Falcon, ZDA)
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— Epruvetke za zamrzovanje (Costar, ZDA)

- Hemocitometer - Neubauerjeva komora (Sigma, ZDA)

- Injekcijske brizge 20 in 50 ml (Tyco Kendall, Zdario kraljevstvo V. B. In S.
1)

- Krovna stekla

— Mikrocentrifugirke 1,5 ml (Costar, ZDA)

- Pinceta

— Pipete za enkratno uporabo 2, 5, 10 in 50 ml (Cp2@A)

— Pipetni nastavki 10-100l in 100-1000ul (Costar, ZDA)

- Gojilne ploge s 6 in 24 luknjami (TPP, Svica)

- Polipropilenske centrifugirke 15 in 50 ml (Falc@DA in TPP, Svica)

- Polipropilenske petrijevke 35 mm (TPP, Svica)

- Posode za gojenje c#tiih kultur 25 cm (Costar, ZDA)

— Aluminijska folija

— SteklenetaSe

— Skalpel

— Spatula

— Sterilizacijski filter Minisart 0,2um (Sartorius, Nekija)

— Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke

— Magneti za magnetno mesSalo

3.3.1.3 Laboratorijska oprema

— Analitska tehtnica (Scaltec, Germany)

— Centrifuga (Tehtnica, PLC 322, Slovenija)

— CO2 inkubator (Jouan IG 150, ZDA)

- Digitalni fotoaparat Nikon E900 (Nikon, Japonska)

— Rotacijski stresalnik, vortex, MS2 MinishakéKA , ZDA)
- Hladilnik (+4 °C) in zamrzovalnik (-20°C) (Electrot, Svica)
— Invertni mikroskop TMS (Nikon, Japanska)

— Fluorescedni mikroskop (Nikon, Japonska)

— Osebni rdunalnik za obdelavo slik

- Pipetor za pipete, Pipetboy (Integra, Svica)

— Magnetno mesalo

— Naprava z nastavki za vrtenje

- Tekai dusik

— Grelni blok (Biometra, Nettija)

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

— Zagitna mikrobioloSka komora (Iskra Pio, Slovenija)
— Vodna kopel (GFL, Nehja)
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3.3.2 lzolacija hondrocitov iz hrustanénega tkiva

Transportne lokke s transportno tekmo in vzorci odvzetega tkiva smo stehtali na
analitski tehnici ter vzorce prenesli v Z&@§o mikrobioloSko komoro. Ka®k tkiva
posameznega darovalca smo s pinceto prenesli yepktr in s pomojo skalpela in
pincete najprej odstranili morebitne ostanke perthiga, nato pa smo hrustanec razrezali
na majhne kake (priblizno 1mm).

V prvem delu poskusov, kjer smo Zeleli dotovpliv razlicnih encimskih meSanic in
fizikalnih pogojev razgradnje (mirovanja, vrtenja nesanja) na Stevilost ter odstotek
zivih celic, smo koZke tkiva prenesli v centrifugirke alaSe z 10 ml encimske mesSanice z
0,1 %, 0,3 % in 0,5 % kolagenazo ter meSanico OJobagenaze Il in 0,5 % tripsina. Po
tri centrifugirke z 0,1 %, 0,3 % in 0,5 % kolageaaer dve z encimsko meSanico 0,5 %
kolagenaze Il in 0,5 % tripsina, v katere smo poebiio namestili kake tkiva, smo
postavili v inkubator. Enako smo storili v primertienja, le da smo tokrat centrifugirke z
encimskimi mediji in ko&ki tkiva namestili v valje naprave za vrtenje, tal®so se vzorci
tekom celotne inkubacije vrteli. V primeru meSapg@smo 10 ml posameznih encimskih
medijev namesto v centrifugirke odpipetirali v déste caSe, saj smo poleg ki®v tkiva

v vsako ¢aSo vnesli tudi magnet, ki je ob namestitaS na magnetna meSala mesal
encimski medij. Stevilo vzorcev s posameznim enkimsmedijem je bilo v primeru
mirovanja, vrtenja in meSanja enako (po trije vear,1 %, 0,3 % in 0,5 % kolagenazo ter
dva z encimsko me3anico 0,5 % kolagenaze Il i®fBpsina). Zivost in Stewthost celic
smo spremljali po 3., 6. in 21. urah razgradnje.

Sestava razinih encimskih medijev za razgradnjo hrustaega tkiva (10 ml), ki smo jih
uporabili v prvem delu poskusov.

Encimski medij z 0,1 % kolagenazo:
- 10 mg kolagenaze II

— 10ul gentamicina

— 80yl fungizona

- do 10 ml gojiga D-MEM/F-12

Encimski medij z 0,3 % kolagenazo:
- 30 mg kolagenaze Il

— 10yl gentamicina

— 80yl fungizona

- do 10 ml gojiga D-MEM/F-12

Encimski medij z 0,5 % kolagenazo:
- 50 mg kolagenaze II

— 10l gentamicina

— 80yl fungizona

- do 10 ml gojiga D-MEM/F-12
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Encimska meSanica 0,5 % kolagenaze Il in 0,5 9%itrgp
— 50 mg kolagenaze I

— 10pl gentamicina

— 80ul fungizona

— 100uyl tripsin (0,5g/ml trypsin stock)

- do 10 ml gojiga D-MEM/F-12

Medij za razgradnjo hrustéanega tkiva smo v vseh primerih pred uporabo striln
prefiltrirali.

V drugem delu diplomske naloge, kjer je bil naS eampredvsem spremljati spremembo
fenotipa elastinega hrustanca pri celicah, gojenih v enoslojuriginhenzionalni kulturi
(alginat) ter rezultate primerjati s fenotipaselic hialinega hrustanca, smo kké tkiva
posameznega darovalca prenesli v 50 ml cetrifugzkd0 ml medija za encimsko
razgradnjo. Centrifugirke smo povrSinskéisiili in jih vnesli v CQ inkubator, kjer je
potekala inkubacija 18 ur pri 37 °C.

Vzorce smo po 18 urah razgradnje vzeli iz inkujatan razgrajeno hrusténo tkivo
prelili preko celénega sita (premer por je 40m). Centrifugirke s cetno suspenzijo
posameznega darovalca smo centrifugirali 5 minut3p0 x g na sobni temperaturi ter
odlili supernatant. Calnho usedlino smo nato se dvakrat sprali, tako da ssaallino s
stresanjem na elektriem meSalniku in s ponjm pipete resuspendirali v DMEM/F-12
mediju, ki je vseboval 15 % FBS in gentamicin§0nl) ter nato centrifugirke s cétio
suspenzijo ponovno centrifugirali (5 minut pri 38(). 1z kortne suspenzije celic smo
odvzeli 20ul vzorca, celice presteli in dalid odstotek Zivih celic z raztopino tripanskega
modrila.

3.3.3 Gojenje celic v enosloju in v alginatnem hidrogelu

Izolirane celice smo po spiranju i8&sno nasadili v enosloj in tridimenzionalni nosilec
(alginatni hidrogel). 75 000 celic (3000 celicRijrposameznega darovalsmo nasadili v
posodo za gojenje cafiih kultur s povrsino 25 cmv katero smo pred tem dodali 5 ml
gojilnega medija DMEM s 15 % heterolognim humanigrugnom in gentamicinom
(50ug/ml). Gojilne posode smo zaprli, povrSinskeéistili in za 7 dni prenesli v CO
inkubator.

Slika 9: Nosilec iz alginatnega hidrogela.
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V sterilnih pogojih smo s pond PBS pripravili 1 % raztopino alginata (MediAlg®A17,
Svica). Izr&unali smo ustrezen volumen alginata in volumen &neli suspenzije
posameznega darovalca, ki ju potrebujemo za doseline gostote 1x 10° celic/ml.
Dobljenim suspenzijam alginata in celic smo do@&0 mM CaCl (Merck, Nentija) in
pustili 15 minut, da je priSlo v kalupih (premeran) do formacije diskov. Po tvorbi gela
smo diske (premera 7 mm in visoke 2 mm) odstranikalupov, jih sprali s PBS in jih s
spatulo prenesli v posamezne luknje gojilne ¢@as Sestimi luknjami. Vsakemu disku smo
dodali gojilni medij za hondrocite, ki je bil en&lot v primeru enoslojnih kultur, pl¢é
ocistili in za teden dni postavili v COnkubator.

3.3.4 Dohranjevanije celiénih kultur hondrocitov

Kulture hondrocitov smo tekom 7 dnevnega gojenjar& dohranili. Izrabljen gojilni
medij smo s pipeto odstranili iz gojilnih posodrmslojnimi kulturami celic in iz gojilnih
plo& z luknjami, v katere smo namestili alginatne diskleondrociti, in ga nadomestili z
ustreznim volumnom svezega gojilnega medija, segeeha 37 °C.

3.3.5 Tripsinizacija celiénih kultur

Po enotedenskem gojenju smo enoslojnetiwelikulture obdelali s tripsinom. Tripsin je
encim, ki celice odlepi od dna gojilne posode.

Iz posod za gojenje cefiih kultur s povrsino 25 cfrsmo najprej odstranili izrabljen
gojilni medij in ga nadomestili s sterilno filtrina raztopino za spiranje (HBSS). Posode
smo priblizno 15 sekund rahlo stresali, nato p#ofro za spiranje odpipetirali. V posode
smo nato dodali 5 ml 0,5 % raztopine tripsin/EDTAih za 5 minut postavili v inkubator
(37°C in 5 % CGQ). Celice so se po dodatku tripsinacpte spro&ati z dna in tako ustvarile
suspenzijo celic. Ce&lho suspenzijo iz posamezne gojilne posode smo alisesjo
prenesli v centrifugirko (15 ml) ter dodali 5 ml jl)jeega medija. Centrifugirke s
suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 300 x @ sobni temperaturi. Supernatant smo
odlili in ponovili spiranje z gojilnim medijem. lkon¢ne suspenzije celic smo odvzeli 20
vzorca, presteli celice in dalibi odstotek Zivih celic z raztopino tripanskegadrita.
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3.3.6 Stetje celic in dol@&anje odstotka Zivih celic s tripanskim modrilom

Po 3., 6. in 21. urah razgradnje tkiva v r&zl encimskih meSanicah med mirovanjem,
vrtenjem in meSanjem smo celice presteli in didil@dstotek Zivih celic. 1z meSanice za
razgradnjo smo odvzeli 20 pl vzorca in mu dodaklerolumen raztopine tripanskega
modrila. Tripansko modrilo vstopa izk§no v mrtve celice, ki se zato obarvajo modro in
jih lo¢imo od neobarvanih Zivih celic. S pipeto smo 20neSanice vzorca in tripanskega
modrila prenesli pod krovno steklo hemocitometrgiiasteli Zive in mrtve celice v obeh
poljih (posamezno polje sestavlja 9 kvadratkov).

Skupno Stevilo zivih in mrtvih celic v suspenzimes raunali po formuli:
N=nxRxVx1d

N - skupno Stevilo zivih/mrtvih celic v suspenziji

n - Stevilo prestetih Zivih/mrtvih celic v kvadréik Stevilo kvadratkov

R - faktor redenja zaradi meSanja s tripanskim modrilom (2)

V - volumen cekine suspenzije, iz katere smo vzeli vzorec (ml)

Odstotek zivih celic (%) = (Stevilo zivih celic / Stevitivih in mrtvih celic) x 100



Lesjak K. Gojenje celic elagtiega hrustanca za uporabo v tkivhem inZenirstvu. 27
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

3.3.7 Shranjevanje celic v tek&em duSiku

Celice, ki smo jih dobili po izolaciji iz biopsijglga tkiva ali po tripsinizaciji in jih nismo
potrebovali za nadaljnje poskuse, smo zamrznili.

3.3.7.1 Postopek zamrzovanja celic

Dolocili smo skupno Stevilo celic v suspenziji in seall za Stevilo celic, ki jih Zelimo
zamrzniti v posamezni epruvetki za zamrzovanje p8nzijo smo enakomerno razdelili v
centrifugirke in jih centrifugirali 5 minut pri 308 g na sobni temperaturi. Supernatant smo
odstranili in p@asi (zaradi tokghega vpliva dimetilsulfoksida na celice) ob steoddli v
celicno usedlino 2 ml medija za zamrzovanje. MeSanico prenesli v ohlajene epruvetke
za zamrzovanije, jih zaprli in namestili v posodoppdasno zmrzovanje MrFrosty. Po 24-
urni inkubaciji na — 80 °C smo prenesli epruvetkekasi dusik (- 196 °C).

Priprava medija za zamrzovanje (za 1 vzorec pojeehbo 2 ml medija):

— 1 ml seruma,
- 0,75 ml DMEM,
- 0,25 ml DMSO.

3.3.7.2 Postopek odmrzovanja celic

Epruvetko za zamrzovanje z zamrznjenimi hondrositio vzeli iz posode s te&m
duSikom in jo na hitro odtalili pri 37 °C. Med ogdganjem smo celicam s pipeto dodajali
serum in jih prestavljali v 50 ml centrifugirko. ltrim delom in dodajanjem seruma
prepr&imo toksttno delovanje dimetilsulfoksida (DMSQO). Celicam snaio dodali 10 mli
gojilnega medija in homogenizirali suspenzijo stinjem na rotacijskem stresalniku.
Spiranje smo ponovili, nato pa deéilb Stevilo in odstotek Zivih celic z raztopino
tripanskega modrila.

3.3.8 Fotografiranje celic pod invertnim mikroskopom

Celice smo fotografirali neposredno po razgradkijva in po gojenju v enosloju in
alginatu. Poveéavo, pod katero je bila narejena slika, smo ¢bl@lede na poveavo
mikroskopa in glede na optio poveéavo digitalnega fotoaparata Nikon E900.
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3.4 KVANTITATIVNO DOLO CANJE IZRAZANJA SPECIFCNIH GENOV V
VZORCIH ENOSLOJNIH IN TRIDIMENZIONALNIH KULTUR

3.4.1 Izolacija RNA

3.4.1.1 Uporabljene kemikalije, potroSni material in laborgska oprema

3.4.1.1.1 Kemikalije

. 75 % etanol, pripravljen iz 96 % (Pharmachem, Sigag
. DEPC (Sigma, ZDA)

. Izopropanol (Sigma, ZDA)

. Kloroform (Sigma, ZDA)

. Pretis¢ena voda (Ph. Eur!
. Trireagent (SigmazZDA)

"4Zavod RS za transfuzijsko medicino)

3.4.1.1.2 PotroSni material

. Mokrocentrifugirke (Eppendorf, Netija)
. Nastavki za pipete; 10, 100 in 10QI0(Costar, ZDA)
. Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke

3.4.1.1.3 Laboratorijska oprema

. Avtomatske pipete (Eppendorf, Néija)

. Centrifuga 5804 R (Eppendorf, Néija)

. Elektricni stresalnik, vortex (MS2 Minishaker IKA, ZDA)
. Grelni blok (Eppendorf, Netija)

. Spektrofotometer, BioPhotometer (Eppendorf, Nigah

. Vodna kopel (GFL, Nethja)

. Zamrzovalnik (-80 °C) (Electrolux)

3.4.1.2 Odvzem vzorcev in priprava celic za RNA analize
Za izolacijo RNA smo v drugem delu poskusov prikesa od petih darovalcev shranili:
— vzorec biopsije

— vzorec enoslojne kulture po enotedenskem gojenjugsinizaciji
— alginatne diske s hondrociti po enotedenskem gojen;
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Vzorce enoslojnih kultur smo centrifugirali 5 minpti 300 x g na sobni temperaturi.
Supernatant smo odlili in peletu dodali Trireag@ninl Trireagenta zadostuje za razkroj 5-
10 x 16 celic). Pelet smo suspendirali s ponavkajo pipetiranjem, nato pa lizat celic
prenesli v mikrocentrifugirke. Vzorce biopsij inséie iz gela smo s por®jo spatule prav
tako prenesli v mikrocentrifugirke in dodali 1 mtifeagenta. Tako pripravljene vzorce
smo hranili v zamrzovalniku (-80 °C) do analize.

3.4.1.3 Priprava reagentov potrebnih za izolacijo RNA

S pomgjo DEPC v reagentih za izolacijo RNA dimo RNA-ze. Izopropanolu, 75 %
etanolu in pr&is¢eni vodi smo dodali 0,1 % DPEC. Po dodatku smoopae pustili preko
noci v inkubatorju (37 °C), nato pa jih v vodni kopdétikubirali 1 uro pri 80 °C. Do
uporabe smo jih hranili v hladilniku (4 °C).

3.4.1.4 Postopek izolacije RNA

Mikrocentrifugirke s cetinim lizatom, ki smo jih hranili v zamrzovalniku @8C) smo
vzeli iz njega in jih pustili 5 minut na sobni teerpturi (tako smo zagotovili popolno
disociacijo nukleoproteinskin kompleksov). Dodatns 0,2 ml kloroforma na 1 ml
uporabljenega Trireagenta. Vzorce smo tesno zaipristresali na eleknem stresalniku
15 sekund, nato pa jih pustili stati na sobni terapei od 2 do 15 minut. Sledilo je 15-
minutno centrifugiranje pri 12000 x g na 4 °C.deatrifugiranju se je meSanica razslojila
v tri faze: rdéo organsko fazo (vsebuje proteine), interfazo (ugeldNA) in zgornjo,
brezbarvno vodno fazo (vsebuje RNA). Vodno fazo smpeenesli v novo
mikrocentrifugirko in ji dodali 0,5 ml izopropanol@a 1 ml uporablijenega Trireagenta.
Vzorce smo premesali, hato pa jih pustili na sabmiperaturi od 5 do 10 minut. Sledilo je
10-minutno centrifugiranje pri 12000 x g na 4 #& dnu mikrocentrifugirk smo dobili
oborino RNA. Supernatant smo odstranili in RNA pelsprali z najmanj 1 ml 75 %
etanola na 1 ml uporabljenega Trireagenta. Vzome stresali na elektiem stresalniku
in jih centrifugirali 5 minut pri 7500 x g na 4 °Gupernatant smo odlili in RNA pelete
osusili na zraku (odprte mikrocentrifugirke smo tdusia zraku od 5 do 10 minut).
Osusenim peletom smo dodali ustrezno dwb preiscene vode z 0,1 % DEPC in
pospesili raztapljanje RNA s ponavljgjm pipetiranjem in 10- do 15-minutno inkubacijo
pri 55 do 60 °C(istost vzorca in koncentracijo RNA smo izmerili spektrofotometru.
Vzorce RNA smo do nadaljnje uporabe shranili v zawalniku (-80 °C).
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3.4.2 Prepis RNA v DNA (obratna transkripcija)

3.4.2.1 Uporabljene kemikalije, potroSni material in laborgska oprema

3.4.2.1.1 Kemikalije

. High Capacity cDNA Archive Kit (Applied BiosystemaDA), ki vsebuje:
o pufer za obratno transkripcijo (10x)
0 nukleotide dATP, dTTP, dCTP, dGTP (25x)
0 nakljuéne z&etne oligonukleotide (10x)
0 encim MultiScribe
. RNA-zni inhibitor (Applied Biosystems, ZDA)
. Pretis&¢ena voda (Ph. Eur™4Zavod RS za transfuzijsko medicino)

3.4.2.1.2 PotroSni material

. Mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nedija)
. Nastavki za pipete; 10, 100 in 10QI0(Costar, ZDA)
. Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke

3.4.2.1.3 Laboratorijska oprema

. Avtomatske pipete (Eppendorf, Néia)

. Grelni blok (Eppendorf, Netija)

. Spektrofotometer, BioPhotometer (Eppendorf, Nigam
. Zamrzovalnik (-20 °C) (Electrolux)

3.4.2.2 Postopek prepisa RNA v cDNA
Celotno RNA smo prepisali v cDNA, uposStevajmavodila za sestavo High Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). RNA smo vié zamrzovalnika in prenesli v

posodo z ledom. Po potrebi smo vzorce radtiesipretis¢eno vodo z 0,1 % DEPC.

Transkripcijsko meSanico smo v mikrocentrifugirglede na Stevilo vzorcev) pripravili
iz naslednjih reagentov (1 vzorec):

. 5 ul 10x pufra za obratno transkripcijo,
. 2 ul 25x dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
. 5 ul 10x nakljunih zasetnih oligonukleotidov,

. 2,5ul encima MultiScribe,
. 2,5ul RNA-znega inhibitorja (kotna koncentracija 1),
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. 1 ul RNA
. do 50ul pretis¢ene vode z 0,1 % DEPC,

MeSanico smo inkubirali v grelnem bloku: 10 minat26°C , nato pa 2 uri na 37°C.
Koncentracijo ¢ DNA smo izmerili na spektrofotometVzorce cDNA smo do nadaljnje
uporabe shranili v zamrzovalniku (-20°C).

3.4.3 Analiza izraZzanja genov z verizno reakcijo pomnoZeanja v realneméasu

3.4.3.1 N&in delovanja metode RT-PCR

Verizna reakcija pomnozevanja v realnéasu je kvantitativna metoda za ugotavljanje
kolicine mRNA v celici, ki za razliko od klagsiega PCR, nastajanje produkta zazna, ko je
le-ta v eksponencialni fazi pomnoZevanja in ne, jkoZze dosezZen plato. Je izredno
obkdutljiva in omog@a dolaianje nizkega nivoja izrazanja genov. Temelji naepBu
MRNA v cDNA s pomgjo reverzne transkriptaze, pomnozevanjériarcDNA, detekciji

in kvantifikaciji pomnozenega produkta s pafjwofluorescednih ozn&evalcev. Dobra
lastnost metode je tudi ta, da poteka le nekaj seijo lahko deloma avtomatizira (Fennell
in sod., 2005; Espy in sod., 2006).

Pri metodi gre za pomnoZevanje ¢t@ CDNA na katero se poleg cednih
oligonukleotidov veze Se fluoresc@m ozn&ena sonda (Tagman sonda), ki se spewfi
prilega na zaporedje med obema&etaima oligonukleotidoma. Sonda leatko zaporedje
DNA, ki ima na 5- koncu vezano reportersko fluoresoertarvilo in na 3- koncu duSilec
fluorescence, ki v nerazgrajeni sondi absorbira fluemese reporterskega barvil&eveda
obstajajo sonde z razhimi reporterskimi in duSilnimi barvili. V naSem ipreru smo
uporabili sondo, ki ima kot reportersko barvilo aas-karboksifluorescin (FAMY) in kot
dusilec6-karboksi-tetrametil-rodamin (TAMRA'). Med pomnoZevanjem DNA polimeraza s
svojo eksonukleazno aktivnostjo odcepi sondo in pastedse sprostita tudi obe barvili, ki sta
sedaj léeni, karonemogoi duSenje emisijskega spektra, ki ga oddaja remktebarvilo
(FAM™). Fluorescenca med pomnoZevanjem cDNA riara$ sicer sorazmerno s kiifio
odcepljenih sond, ki pa je prav tako sorazmernalgiko nastalega produkta. Cikel, pri
katerem fluorescenca (krivulja pomnozevanja cDNA)$preseze 10-kratnik standardne
deviacije sevanja bazne linije imenujemo Ct ali mejikel (Cycle treshold). Le-ta je
obratnosorazmerna &stni koncentraciji cDNA v vzorcu (Dieffenbach in &ksler, 2003;
Rapley in Harbron, 2004; Flohlich, 2004).



Lesjak K. Gojenje celic elagtiega hrustanca za uporabo v tkivhem inZenirstvu. 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

zadetni =
oligonukleotid (F) ® sonda NFQ X MGB
C zaCetni

oligonukleotid (R)

zacetni ®- P
oligonukleotid (F) ﬂ sonda

: zacetni

oligonukleotid (R)

zaetni @,-v‘ - \
F e

oligonukleotid (F) ’

-
-

zacetni
oligonukleotid (R)

Slika 10: Prikaz pomnozZevanjatae cDNK (Tagman® Gene Expression Assays-Proto©@i4p

3.4.3.2 Uporabljene kemikalije, potroSni material in labtorgska oprema
3.4.3.2.1 Kemikalije

. Osnovna zmes - TagMatniversal PCR MasterMix (Applied Biosystems, ZDA)

. Pretiscena voda (Ph. Eur™4zavod RS za transfuzijsko medicino)

. Zacetni oligonukleotidi in sonda za&loveski gen kolagen Il (TagM&nGene
Expression Assays-Assays on Demahd\pplied Biosystems, ZDA)

. Zacetni oligonukleotidi in sonda za&loveski gen kolagen | (TagM&nGene
Expression Assays-Assays on Demahd\pplied Biosystems, ZDA)

. Zacetni oligonukleotidi in sonda za&loveski gen agrekan (TagM&nGene
Expression Assays-Assays on Demahdipplied Biosystems, ZDA)

. Zacetni oligonukleotidi in sonda za&loveski gen verzikan (TagM&nGene
Expression Assays-.Assays on Demahdpplied Biosystems, ZDA)

. Zatetni oligonukleotidi in sonda zailoveski gen elastin (TagM&n Gene

Expression Assays Assays on Demahdpplied Biosystems, ZDA)
. Zacetni oligonukleotidi in sonda z&loveski gen GADPH (Human GAPDH
Endogenous Control, Applied Biosystems, ZDA)
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3.4.3.2.2 PotroSni material

. Folija za lepljenje optne reakcijske plasce (ABI Prism Optical Adhesive
Covers) (Biosystems, ZDA)

. Aluminijasta folija

. Luknjicasto pokrivalo za optho reakcijsko plaSco

. Mikrocentrifugirke (Eppendort, Netija)

. Opticna reakcijska plasca s 96 luknjicami (ABI Prism 96- Well Optical R¢ian
Plate) (Applied Biosystems, ZDA)

. Nastavki za pipete; 10, 100 in 10QI0(Costar, ZDA)

. Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke

3.4.3.2.3 Laboratorijska oprema

. Apart ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems, ZDA)
. Avtomatske pipete (Eppendorf, Néia)

. Centrifuga (Tehtnica, PLC 332, Slovenija)

. Kadicka z ledom

3.4.3.3 Verizna reakcija pomnozZevanja v realné&asu

Mikrocentrifugirke z vzorci cDNA smo vzeli iz zanovalnika in prenesli v katko z

ledom. Vzorce smo redi s pregis¢eno vodo z 0,1 % DEPC v razmerju 1 : 1.

V mikrocentrifugirkah smo posebej za vsak gen (getall, kolagen I, agrekan, verzikan,
elastin in GADPH, ki sluzi kot endogena kontrola)eSali ustrezno kalino reagentov in
pripravili reakcijsko meSanico, ki smo jo prenesdi led. Sonde in 2atne oligonukleotide
smo med pripravo reakcijske zmesi &t pred svetlobo s pomigo aluminijske folije.
Sestava reakcijske meSanice za 1 vzorequ20

. 12,5ul osnovne zmesi - TagMan® Universal PCR MasterMix,

. 1,25ul zatetnih oligonukleotidov in sonde TagMan® Gene Expi@s Assays-
Assays on Demanily,

. 6,25l precis¢ene vode,

. 5 ul ustrezno retenegavzorca cDNA.

V opti¢no ploEico s 96-imi luknjicami smo odpipetirali po 20 meSanice, nato pa dodali
Se 5ul vzorca. Kot negativho kontrolo meSanice za posara@egene smo Vv luknjice
namesto cDNA dodali po Sul precis¢ene vode. Optnho plogico smo zalepili s
samolepilno folijo in jo centrifugirali 2 minuti pA000 x g na sobni temperaturi. Potem
smo jo prekrili z lukngastim pokrivalom in vstavili v aparat ABI Prism THT. V
racunalniSkem programu SDS 2.1 smo izbrali sonde, naelu reakcije in Stevilo ciklov.
Proces verizne reakcije pomnozevanja je potekedlvfiazah: 2 minuti pri 50 °C, 10 minut
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pri 95 °C in 40 ciklov pomnoZevanja, ki so bili &edjeni iz 15-ih sekund pri 95 °C in 1
minute pri 60 °C.

Po korgani reakciji smo meritve analizirali s potjo programov SDS 2.1 in Microsoft
Excel. Za vsak vzorec cDNA smo doilo vrednost Ct, ki je obratno sorazmernaeimi
koncentraciji cDNA, in predstavlja zaporedni cikpli katerem krivulja pomnoZevanja
(intenziteta fluorescence) preseze delo nivo. Ct-vrednost primerjalnega gena GADPH
smo odsteli Ct-vrednosti posameznega getzt)( Relativni nivo izrazanja vsakega gena,
ki kaze, ali je pretevani gen izrazen v ¥gm ali manjSem obsegu kot primerjalni, smo
potem rgunali po relaciji:

Ekspresija = 2 ¢¢)

Vrednost relativnega izrazanja genov smo za potmireerjanja posameznih vzorcev
normalizirali s pomnozevanjem/deljenjem s 100.
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3.5 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Rezultate izolacije hondrocitov pri ragiih pogojih razgradnje (razhi encimski mediji,
¢as razgradnje in inkubacija (mirovanje, vrtenjarieSanje) smo prikazali kot povgre
vrednosti (Slika 1, Slika 2 in Slika 3). Pri vsakesatu podatkov smo prikazali tudi
standardno deviacijo, ki je zaradi majhnega Stexdlarcev in velike bioloSke raznolikosti
v vegini primerov velika. Za statistho vrednotenje razlik med vzorci inkubiranimi med
mirovanjem, vrtenjem in meSanjem (po enak&su gojenja in v enaki encimski mesanici)
smo izbrali in izvedli neparametri Fridmanov test. Kot z@dne smo opredelili tiste
razlike, pri katerih smo z izbrano metodo dokazidi je verjetnost telne hipoteze manjSa
od 5% (p < 0.05).

V diplomski nalogi smo spremljali tudi odstotek ihivcelic v odvisnosti od trajanja
razgradnje (tri, Sest in enaindvajset urna razgegdrazlnih encimskih mesanic (0,1 %,
0,3 % in 0,5 % kolagenaza Il ter meSanica 0,5 %ad@haze in 0,5 % tripsina) in
inkubacije pri razkinih pogojih (mirovanje, vrtenje in meSanje). Reatdtsmo tudi v tem

primeru v treh grafih prikazali (Slika 4, Slika & Slika 6) kot povpréne vrednosti s

prikazanimi standardnimi deviacijami ter razlike dmezultati vzorcev mirovanja, vrtenja
in meSanja statigtno ovrednotili s Fridmanovim testom (p < 0.05).

Primerjavo rezultatov ekspresij za posamezen geladlkn 11, kolagen I, verzikan, agrikan
in elastin) med vzorci biopsij, enoslojnimi in tingenzionalnimi kulturami hondrocitov
smo statistino vrednotili z neparametnimi testi. S Fridmanovim testom smo najprej
preverili, ¢e lahko govorimo o zidnih razlikah, nato pa smo opravili Se parne prrijanee
med rezultati biopsij, enoslojnih in tridimenziond kultur z Wilcoxonovim testom
predznéenih rangov. Kot zrnglne smo opredelili tiste razlike, pri katerih smadzbrano
metodo dokazali, da je verjetnostelne hipoteze manjSa od 5 % (p<0.05). Stétisti
analiza je bila narejena zétanalniSkim programom SPSS 13.0 za Windows.
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4 REZULTATI

4.1 STEVILO IZOLIRANIH IN DELEZ ZIVIH IZOLIRANIH HONDROCITOV:
VPLIV CASA RAZGRADNJE, RAZLIENIH ENCIMSKIH MEDIEV TER
INKUBACIJE MED MIROVANJEM, VRTENJEM IN MESANJEM

4.1.1 Stevilo izoliranih hondrocitov

Prvi korak pri zdravljenju hrusté&nih in drugih poSkodb s pomjo tkivnega inZenirstva
predstavlja izolacija hondrocitov iz biopsijskegaokca. Stevilo izoliranih celic smo
spremljali po tri, Sest in enaindvajset urni endimsazgradnji humanega uSesnega
elasttnega hrustanca v razhih medijih za razgradnjo (0,1 %, 0,3 % in 0,5 Uakenazi

Il ter meSanici 0,5 % kolagenaze 1l in 0,5 % tn@di ki smo jih inkubirali pri razénih
pogojih (mirovanje, vrtenje in mesSanje). Ugotavljadmo namré vpliv razlicnih
koncentracij encima kolagenaze I1l, dodatka tripsinatrajanja razgradnje ter vpliv
inkubacije pri razkinih pogojih (mirovanje, vrtenje, meSanje) na StevHoliranih celic.
Stevilo celic smo dolli z metodo barvanja s tripanskim modrilom.

Rezultate poskusov razgradnje humanega é&fegja hrustanca po ragiem trajanju
razgradnje v razthih encimskih meSanicah med mirovanjem, vrtenjerméasanjem smo
zaradi boljSe preglednosti prikazali v trekidaih grafih. Vplivéasa razgradnje in razhih
encimskih meSanic na Stevilo izoliranih celic smikgzali loteno za mirovanje (Slika 11),
vrtenje (Slika 12) in meSanje (Slika 13).

Pri pregledu rezultatov moramo upoStevati, da Zaradjhnega Stevila vzorcev in

morebitnih napak pri Stetju izoliranih celic s hestometrom rezultati niso dovolj

zanesljivi in nam lahko sluzijo zgolj kot orientgciza morebitne nadaljnje poskuse.
Slednjo trditev potrjujejo velike standardne dey&cki kazejo, da so med posameznimi
vzorci, ki smo jih inkubirali pri enakih pogojih,recejSnje razlike v Stevilu preStetih
izoliranih celic.

Ker je bil naS namen daldi tudi vpliv vrtenja vzorcev in meSanja encimskeqedija z
magnetnim meSalom na Stevilo izoliranih celic, srétevilo izoliranih celic/mg
inkubiranega tkiva med vrtenjem in meSanjem priaierg Stevilom celic pri vzorcih
inkubiranih v enakih encimskih meSanicah in po ema&asu razgradnje med mirovanjem.
Primerjavo rezultatov vzorcev inkubiranin med maojem, vrtenjem in meSanjem smo
statisttno vrednotili s Friedmanovim testom (p<0,05), kipukazal statistho zn&ilnih
razlik med vrednostmi. Glede na rezultate tako eemo potrditi, da bi vrtenje oziroma
meSanje pospesilo izolacijo celic elés@ga hrustanca in skrajSalo postopek razgradnje.

NajmanjSe Stevilo izoliranih celic smo v vseh priheinkubacije (med mirovanjem,
vrtenjem in meSanjem) presteli po treh urah raageadkiva v 0,1 % kolagenazi Il
Najnizja povpréna vrednost (310 celic/mg inkubiranega tkiva, SD&=18I=3)) je bila

ugotovljena pri vzorcih, ki smo jih med mirovanjenkubirani pri omenjenih pogojih. Po
pricakovanjih je bilo Stevilo izoliranih celic v primervseh encimskih meSanic med
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mirovanjem, vrtenjem in meSanjem po Sest urni r@dgji vetje kot po treh urah.
Poveanje Stevila celic/mg inkubiranega tkiva po enaajdetin urah razgradnje v
primerjavi s Sestimi urami je bilo manjSe od nagsiltakovanj in je bilo opazno predvsem
pri vzorcih z 0,1 % in 0,3 %, kolagenazo Il. Najaiovpreéna vrednost (4720 celic/mg
inkubiranega tkiva, SD=1915 (N=3)) je bila preStatavzorcih, ki smo jih 21 ur inkubirali
v encimski mesanici 0,5 % kolagenaze Il in jih was razgradnje vrteli.

Rezultati v veé&ji meri potrjujejo, da z viSjo koncentracijo kolagee Il v mediju za
razgradnjo po enaketrasu inkubacije izoliramo g Stevilo celic/mg inkubiranega tkiva.
Ta razlika v Stevilu izoliranih celic je bila v &ai primerov najbolj opazna po tri in Sest
urni razgradnji in pri vzorcih z 0,3 % in 0,5 % &gknazo Il glede na vzorce z 0,1 %
kolagenazo II. Glede na rezultate nismo ugotoditi, bi imel dodatek tripsina v medij z
0,5 % kolagenazo glede na izolirano Stevilo celimediju z 0,5 % kolagenazo Il brez
tripsina winek na Stevilo izoliranih celic/mg inkubiranegavtk

Slednje se sklada tudi z nasSimi opazanji razgradmfebiranega tkiva po tri, Sest in
enaindvajset urni razgradnji v posameznih encimskédijin. Po tri urni razgradnji med
mirovanjem, vrtenjem in meSanjem so bili pri vsedoreih vidni kogki nerazgrajenega
tkiva. Najve jih je bilo v mediju z 0,1 % kolagenazo, najma p mediju z 0,5 %
kolagenazo in 0,5 % kolagenazo z dodatkom tripghaaobno je bilo po 6 urni inkubaciji,
le da so bili v tem primeru koSki nerazgrajenegevatkmanjSi in v primeru 0,5 %
kolagenaze in 0,5 % kolagenaze z dodatkom tripsomaaj opazni. Po enaindvajset urni
razgradnji je bilo nerazgrajeno tkivo vidno pri vein z 0,1 % kolagenazo in komaj
opazno pri 0,3 % kolagenazi, medtem ko v medijilD,2 % kolagenazo in 0,5 %
kolagenazo z dodatkom tripsina ni bilo vidnih ok@mnnerazgrajenega tkiva. V nobenem
primeru nismo opazili razlik pri ostankih nerazgrsgga tkiva glede na inkubacijo med
mirovanjem, vrtenjem in meSanjem.

Za izolacijo celic humanega elastega hrustanca v kléne namene se pogosto uporablja
enaindvajset urna razgradnja tkiva med mirovanjemediju z 0,1 % kolagenazo Il. V
nasem primeru smo po inkubaciji treh vzorcev prieajanih pogojih izolirali povpkao
3761 celic/mg (SD=725, N=3) inkubiranega tkiva. @jeeo povpréno vrednost smo na
grafih (Slika 12, Slika 13 in Slika 14) prikazalirdeo ¢rtkanocdrto, saj predstavlja mejo,
ki smo jo Zeleli dos# oziroma pres#i, da bi lahko govorili o ugodnejSih pogojih
razgradnje. Do opaznega presega omenjene vredjgogtiiSlo v primeru Sest (4622
celic/mg, SD= 1594, N=3) in enaindvajset urne (4¢2lc/mg, SD=1915) razgradnje v
mediju z 0,5 % kolagenazo med vrtenjem ter v primgnaindvajset urne razgradnje v
0,3 % kolagenazi (4274 celic/mg, SD=1086, N=3) mmdvanjem, vendar zaradi velikih
standardnih deviacij omenjeni rezultati niso repreativni.
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Slika 11: Vpliv ¢asa razgradnje in raghiih encimskih meSanic na Stevilo izoliranih celid pzorcih
inkubiranih med mirovanjem. Prikazane so poepeevrednosti in SD, N(0,1 % kol. 11)=3, N(0,3 % kol
I1)=3, N(0,5 % kol. 11)=3 in N(0,1 % kol. It TR)=2.
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Slika 12: Vpliv ¢asa razgradnje in razhiih encimskih meSanic na Stevilo izoliranih celid pzorcih
inkubiranih med vrtenjem. Prikazane so po¥peevrednosti in SD, N(0,1 % kol. 11)=3, N(0,3 % kd)=3,
N(0,5 % kol. 11)=3 in N(0,1 % kol. I+ TR)=2.
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Slika 13: Vpliv¢asa razgradnje in razhiih encimskih meSanic na Stevilo izoliranih celicyzorcih

inkubiranih med meSanjem. Prikazane so pasipeesrednosti in SD, N(0,1 % kol. 11)=3, N(0,3 % kb)=3,
N(0,5 % kol. 11)=3 in N(0,1 % kol. I+ TR)=2.
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4.1.2 Delez zivih izoliranih hondocitov

Pri izolaciji hrustagnih celic v klinéne namene je pomembno, da je Zivost izoliranifccel
¢im viSja. Zato smo pri omenjenih poskusih poleg sgaStevila celic spremljali tudi vpliv
trajanja razgradnje (tri, Sest in enaindvajset uargradnja), raainih encimskih mesanic
(0,1 %, 0,3 % in 0,5 % kolagenaza Il ter meSani&a% kolagenaze in 0,5 % tripsina) in
inkubacije pri razlinih pogojih (mirovanje, vrtenje in meSanje) na &ivizoliranih celic.

Po tri, Sest in enaindvajset urni razgradnji smotrzavzzorce (oziroma dva v primeru
mesanice 0,5 % kolagenaze 1l in 0,5 % tripsin&ulorane v doléenem encimskem
mediju med mirovanjem, vrtenjem ali meSanjem didil@dstotek zivih izoliranih celic z
metodo barvanja s tripanskim modrilom in opazovanjgod svetlobnim mikroskopom.
Dobljene rezultate smo v odvisnosti édsa razgradnje in raztiih encimskih meSanic
zaradi boljSe preglednosti prikazalicemo za mirovanje (Slikall), vrtenje (Slika 12) in
meSanje (Slika 13). Tudi v tem primeru nam rezultatadi majhnega Stevila vzorcev in
velikih standardnih deviacij niso reprezentativmi lahko sluzijo zgolj kot orientacija za
morebitne nadaljnje poskuse.

Pri dolaanju odstotka Zivih izoliranih celic je bila najj@Zzpovpréna vrednost (64 %,
SD=11 (N=2)) ugotovljena pri vzorcih, ki smo jih Bt inkubirali v encimski mesanici 0,5
% kolagenaze 1l in 0,5 % tripsina, katero smo &&s meSali z magnetnim mesSalom. Tudi
sicer so bile najnizje vrednosti odstotka zivincehed mirovanjem, vrtenjem in meSanjem
opazene v vzorcih, ki so vsebovali dodatek tripsifigje vrednosti (96 %, 95 %, 94%) so
bile najvekrat ugotovljene pri vzorcih z 0,1 % in 0,3 % kaagzo Il, ki smo jih
inkubirali med mirovanjem in vrtenjem.

Glede na odstotke Zivih celic pri ragiih ¢asih razgradnje nismo ugotovili korelacije med
znizanjem Zzivosti celic in daljSanjem trajanja nainje. Podobno velja za inkubacijo v
encimskem mediju z razho koncentracijo kolagenaze Il, saj nismo opaahdence
zmanjSanja odstotka zivih celic pri vzorcih z 0,3r98,5 % kolagenazo Il glede na vzorce
z 0,1 % kolagenazo Il. Nasprotno velja za vzorcedlaatkom tripsina, ki med
mirovanjem, vrtenjem in meSanjem kazejo nekolikgenodstotke zivih celic.

Pri primerjavi odstotkov Zzivih izoliranih celic gle na inkubacijo med mirovanjem,
vrtenjem in meSanjem lahko pridiei setov podatkov opazimo, da so odstotki pri e#ar
katerih encimsko meSanico smo tekom razgradnje Inegsagnetnim mesalom, nekoliko
nizji kot v primeru mirovanja in vrtenja. Statistih razlik, izr&unanih s Friedmanovim
testom (p<0,05), med vrednostmi vzorcev inkubiranied mirovanjem, vrtenjem in
meSanjem nismo dokazali.
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Slika 14: Vpliv ¢asa razgradnje in raziiih encimskih meSanic na odstotek zivih izoliraoélic pri vzorcih
inkubiranih med mirovanjem. Prikazane so povpeevrednosti in SD, N(0,1 % kol. 11)=3, N(0,3 % kol
I)=3, N(0,5 % kol. I1)=3 in N(0,1 % kol. I+ TR)=2.

100
90 |
s 80 |
Qo 00,1% kol I
< 70 +
(]
e
c 601 m0,3% kol Il
S 50
N
£ 40 m0,5% kol Il
N
o 30 -
9 W 0,5% kol Il + TR
8L 20+
o
10 -
0

¢as razgradnje (ure)

Slika 15: Vplivéasa razgradnje in razfiih encimskih mesSanic na odstotek Zivih izoliraoétic pri vzorcih
inkubiranih med vrtenjem. Prikazane so po¥peevrednosti in SD, N(0,1 % kol. 11)=3, N(0,3 % kd)=3,
N(0,5 % kol. 11)=3 in N(0,1 % kol. I+ TR)=2.
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Slika 16: Vplivéasa razgradnje in razhiih encimskih meSanic na odstotek Zivih izoliraodtic pri vzorcih
inkubiranih med meSanjem. Prikazane so pasipeesrednosti in SD, N(0,1 % kol. 11)=3, N(0,3 % kb)=3,
N(0,5 % kol. I1)=3 in N(0,1 % kol. I+ TR)=2.
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4.2 OBLIKA HONDROCITOV, GOJENIH V ENOSLOJNI IN TRIDIMBEZIONALNI
KULTURI (ALGINATU)

Celice smo z invertnim mikroskopom opazovali nepdep po razgradniji ter po nasaditvi
v gojilne posode (enoslojne agle kulture). Izolirani hondrociti so po izolacijiakal
znailno okroglo obliko. Celice so se nekaj ur po natsadacele pritrjevati na dno gojilne
posode in iz kroglaste preSle v vretenasto fibsthia obliko. Celice po enotedenskem
gojenju v enosloju so bile majhne, vretenaste smaeena ob drugi (Slika 17). Omenjena
sprememba oblike je eden prvih dokazov dedifereijeidnondrocitov v enoslojni cehi
kulturi.

a)

Slika 17: Fotografiji primarnih kultur hondrocitgpo enotedenskem gojenju v enosloju. a) Primarntutaul
hondrocitov, 40-kratna powava; b) Primarna kultura hondrocitov; 100-kratnsaggava.

Pri_hondrocitih nasajenih v diske iz alginata nismpazili spremembe v vretenasto
fibroblastno obliko (Slika 18). Ohranjena okrogéastblika celic je bila prvi dokaz, da je
stopnja dediferenciacija celic, gojenih znotrajirdga, manjSa kot pri celicah, gojenih v
enoslojnih kulturah.

Slika 18: Fotografiji primarnih kultur hondrocitgwo enotedenskem gojenju v alginatnem hidrogelu, 40-
kratna povéava.
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4.3 1ZRAZANJE GENOV HONDROCITOV, GOJENIH V ENOSLOJNI IN
TRIDIMENZIONALNI KULTURI

Hondrocite petih darovalcev smo sedem dni vzporegoidi v enoslojnih kulturah in
tridimenzionalnem okolju gela iz alginata (pogla@8.3.1). Po sedmih dneh smo vzorce
hondrocitov lizirali s pomgo lizirajo¢ega pufra, izolirali cetino mRNA in jo prepisali v
cDNA (poglavje 3.4.1 in 3.4.2). IzraZzanje genov rikah smo doldili z metodo RT-PCR,
pri kateri smo pomnoZevali cDNA kolagena Il, kolagd, verzikana, agrekana in elastina
(poglavje 3.4.3). Rezultate meritev smo statmii vrednotili z neparametnimi testi s
pomazjo programov SPSS 13.0 in MS Excel.

Rezultate nivoja izrazanja genov (kol Il, kol I,rager in els), smo grafho loceno
prikazali za vzorce biopsij (Slika 19), enoslojnelitne kulture (Slika 20) in
tridimenzionalne kulture (Slika 21). Vsak set p&dat za posamezen gen sestavljajo
rezultati izrazanja petih darovalcev in medianasrkio jo vklj&ili zaradi velike bioloSke
spremenljivosti med vzorci darovalcev.

Nivo izrazanja posameznih genov za makromolekwerizeltnega matriksa se je pri

petih darovalcih precej razlikoval. Najye spremenljivost v izrazanju genov med vzorci
darovalcev smo opazili pri hondrocitih, ki smo gedem dni gojili znotraj alginatnih

hidrogelov. Izrazanje gena za kolagen Il se jet@hni celicah med posameznimi vzorci
razlikovalo do 323-krat, za kolagen | do 26-krat,agrekan do 157-krat, za verzikan do
45-krat ter za elastin celo do 514-krat. ManjSaesm@nljivost v izrazanju posameznih
genov je bila opazena pri hondrocitih iz biopsifskizorcev in hondrocitih, gojenih v

enosloju. Kljub razlikam v nivoju izrazanja genowednposameznimi darovalci pa pri
vzorcih opazimo enak trend spreminjanja izrazargaoy makromolekul matriksa pri

posameznih pogojih gojenja (enosloj in tridimenaioia kultura).

e

elastin (Slika 19). Po 7 dnevnem gojenju celic wojni kulturi je v skladu z naSimi
pricakovanji glede na vzorce biopsij priSlo do znizamjeoja izrazanja genov za kolagen
II, agrekan in elastin. Glede na mediane izrazapgameznih genov se je nivo izrazanja
gena za kolagen 1l znizal za 256-krat, za agrekiakr8t in za elastin 12,5-krat. Nasprotno
je prislo po gojenju v enoslojnih kulturah do péaeja nivoja izrazanja gena za verzikan
(1,7-krat) in skoraj nespremenjenega izrazanja garilagen I.

Celice gojene znotraj alginatnega hidrogela soqutes dnevni inkubaciji skoraj obdrzale
nivo izrazanja gena za kolagen Il in agrekan. Gladevrednosti median je bil nivo
izrazanja gena za kolagen Il pri celicah, gojemiotzaj alginata, 250-krat visji kot pri
celicah v enoslojnih kulturah, za gen agrekan p&rad visji. 1zraZzanje gena za elastin je
pri celicah v tridimenzionalnih kulturah (alginatglede na mediano celo preseglo (za 2,2-
krat) nivo izrazanja celic v biopsijskih vzorcih j& bilo za 28-krat viSje kot pri celicah v
enosloju. V primerjavi s celicami v enosloju jedopri celicah tridimenzionalne kulture
prav tako opazno 2,9-kratno znizanje nivoja izrggagena za verzikan in 8-kratno
znizanje za gen kolagen I.
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Slika 19: Nivo izrazanja genov kol Il, kol I, agrer in els v vzorcih biopsij humanega uSesnegdietega
hrustanca, N=5. Vrednosti median so povezaréanocdrto.
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Slika 20: Nivo izraZzanja genov kol I, kol I, agrer in els po 7-dnevnem gojenju celic humaneganegss
elasténega hrustanca v enoslojnih kulturah, N=5. Vretimedian so povezane:gkanocrto.



Lesjak K. Gojenje celic elagtiega hrustanca za uporabo v tkivhem inZenirstvu. 46
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

10000 -
1000 - *
— P’ *
3 100 -
S * = ¢ d-1
9 -
-7 d-2
L 4 - [ d-3
5 - e d4
) 14
o ] d-5
=
S e mediana
g’ 0,1
0,01
0,001
kol | kol Il agr ver els

Slika 21: Nivo izraZzanja genov kol I, kol I, agrer in els po 7-dnevnem gojenju celic humaneganegss
elasttnega hrustanca v tridimenzionalnih kulturah, N=fedhosti median so povezanértkanodrto.

KOL | KOL I AGR VER ELS
vzorec 88.5818 13.9952 15.5713 20.6113 23.0049
biopsije [61.774-339.97]| [2.330-65.334] | [7.589-64.659]| [3.742-118.921]| [14.930-477.96]
enoslojna 85.1042 0.0546 0.1846 35.0116 1.8411
kultura [24.942-428.888] [0.005-0.3924] | [0.089-1.746]| [19.766-66.925]| [0.483-68.847]
alginatni 10.5553 13.6351 9.9829 11.9204 51.0751
hidrogel | [5.083-129.934]| [5.855-1888.213] [5.874-919.526] [4.564-204.585]| [3.1973-1156.02]

Preglednica 1: Rezultati nivoja izraZzanja genovwcdelimanega elagtiega hrustanca, ki smo jih pridobili z
metodo RT-PCR. Vrednosti izrazanja genov so prikazet mediane [min-max], N=5.

Ce naSe rezultate primerjamo z nivojem izraZanjapeznih genov pri celicah hialinega
hrustanca (Matiev in sod, 2008), ki so bile gojene pri enakih gibgaigotovimo, da je
vzorec sprememb v izrazanju izbranih genov po sedeevnem gojenju v enoslojni in
tridimenzionalni kulturi v obeh primerih zelo podob Po gojenju v enoslojni kulturi je pri
celicah obeh tipov hrustanca priSlo do zniZzanjeojaivizraZzanja gena za kolagen Il in
agrekan ter zviSanja izraZzanja gena za kolageweéiinikan. Nasprotno pa so celice iz obeh
virov hrustanca po sedem dnevnem gojenju znotrgjnainega hidrogela skorajda
obdrzale nivo izrazanja gena za kolagen Il in aameloziroma je bilo to znizanje dosti
manjSe kot v primeru enoslojnih kultur. Odstopawj@ivoju izrazanja pa je opazno v
primeru gena za elastin, ki je v vseh primerincgkbvano visji pri celicah elagthega
hrustanca. Ta razlika je najija med vzorci biopsij obeh virov hrustanca, mediense je
po gojenju v alginatnem hidrogelu in predvsem vstoja ta razlika nekoliko zmanjSala,
saj se je nivo izrazanja gena za elastin pri celiwalinega hrustanca po gojenjuvitro
glede na vzorce biopsij presenetljivo nekoliko ati€e primerjamo vzorce biopsij obeh
tipov hrustanca, opazimo tudi, da pri celicah hiadja hrustanca prevladuje izraZzanje gena
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za kolagen II, medtem ko pri celicah el&séga hrustanca prevladuje izraZzanje gena za
kolagen I. Slednja razlika se po gojenju znotrgjreltnega hidrogela skorajda izni
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Slika 22: Diferenciacijski indeksi kol ll/kol I, iatunani za vzorce biopsij in celice po sedem dnevhem
gojenju v enoslojnih in tridimenzionalnih kulturgalginat), N=5. Vrednosti median so povezarigtisano
crto.
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Slika 23: Diferenciacijski indeksi alg/ver, izuinani za vzorce biopsij in celice po sedem dnevgejanju v
enoslojnih in tridimenzionalnih kulturah (alginaly=5. Vrednosti median so povezangtgkanocrto.
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V primeru gojenja hialinega hrustanca se kot pold@izgrocesa dediferenciacije iz
normaliziranih vrednosti nivojev izraZzanja genovgpsto izrg&unajo razmerja med
kolagenom Il v primerjavi s kolagenom | (kol Il/kd) ter agrekanom v primerjavi z
verzikanom (agr/ver). Kot omenjeno, smo Zeleli He#ta izrazanja izbranih genov
primerjati z rezultati za hialini hrustanec in pEdiéno ugotoviti, ¢e bi bile celice
elasténega hrustanca, gojeimevitro, ustrezen vir celic za implantacijo na mesto pobleod
hialinega hrustanca, zato smo tudi mi &naali diferenciacijske indekse za celice
elasténega hrustanca in vrednosti prikazali v dvetefoh grafih (Slika 21 (kol ll/kol 1) in
Slika 22 (agr/ver)).

Vrednosti diferenciacijskih indeksov kol l1l/kol hiagr/ver so bile po gojenju v enoslojnih
kulturah precej nizje od vrednosti pri vzorcih sgpkar je posledica zmanjSanega nivoja
izraZzanja gena za kolagen Il. Glede na mediane mmega indeksa se je le-ta po gojenju v
enoslojnih kulturah zmanjSal za faktor 318. Obratea za celice, ki smo jih sedem dni
gojili znotraj alginatnih hidrogelov. Diferenciaski indeks kol Il/kol | je bil v primerjavi z
vzorcih biopsij, saj je bil nivo izrazanja gena kelagen | v primeru gojenja znotraj
alginata precej nizji kot pri vzorcih biopsij. V @slojnih kulturah se je prav tako kazal
trend znizanja diferenciacijskega indeksa agrjede na vzorce biopsij. Mediana indeksa
agr/ver je bila pri omenjenih eksperimentalnih pogojih kmisledica znizanega nivoja
izraZzanja gena za agrekan in zviSanega za verziiiga za faktor 85. V primeru gojenja
znotraj alginatnih hidrogelov pa so bile vrednastienjega indeksa podobne vrednostim
vzorcev biopsij (mediani se razlikujeta za faktgv)l Mediana indeksa agr/veje pri
omenjenih pogojih gojenja za faktor 149 preseglaiam® vrednosti indeksa pri vzorcih,
gojenih v enoslojnih kulturah.

Vrednosti indeksov kol Il/kol | in agr/ver po sedesnevnem gojenju v enoslojnih in
tridimenzionalnih kulturah so bile v ¥ meri skladne z naSimi prakovanji in so potrdile,
da se pri celicah elagtiega hrustanca kaze podoben trend spreminjanjgaiziaizbranih
genov kot pri celicah hialinega hrustanca. Pri gpjes enoslojnih kulturah je prislo do
upada vrednosti diferenciacijskih indeksov, kar fudl celicah elastinega hrustanca kaze
na proces, ki ga pri hialinem hrustancu imenujeredifdrenciacija. Nasprotno so bile
vrednosti indeksov po gojenju znotraj alginatneg@drdgela visoke, kar potrjuje, da ni
prislo do izraZanja genov, spetifih za fibroblaste.

Rezultati statistinih analiz z neparametrima testoma Fridman in Wilcoxon so prikazani
v Prilogi D. Statisino pomembne razlike v nivoju izrazanja posamezrgg@a med
vzorci biopsij, enoslojnimi in tridimenzionalnimiukurami hondrocit smo s portjo
Wilcoxonovega testa potrdili v primeru izrazanjangeza kolagen Il, agrekan in elastin.
Izrazanje gena za kolagen Il in gena za agrekabilge statisttno signifikantno med
hondrociti v enoslojnih kulturah in vzorci biop$g=0,043) ter med enoslojnimi kulturami
in hondrociti, gojenimi znotraj alginatnega hidragép=0,043). V primeru izrazanja gena
za elastin smo statigtio signifikantno razliko dokazali le med vzorci stgnih in
tridimenzionalnih kultur (p=0,043).
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5 RAZPRAVA

5.1 STEVILO IZOLIRANIH IN DELEZ ZIVIH IZOLIRANIH HONDROCITOV:
VPLIV CASA RAZGRADNJE, RAZLINIH ENCIMSKIH MEDIEV TER
INKUBACIJE MED MIROVANJEM, VRTENJEM IN MESANJEM

5.1.1 Stevilo izoliranih hondrocitov

Prvi korak pri zdravljenju hrusté&nih in drugih poSkodb s pomjo tkivnega inZenirstva
predstavlja izolacija hondrocitov iz biopsijskegaokca. Pomembno je, da dsimo
optimalne pogoje razgradnje tkiva, saj lahko leot&@oliramo zadostno Stevilo celic in
zagotovimo visoko stopnjo prezZivetja celic ter paydmo ustrezen in varen bioloski
nadomestek. Raziskovalci se trudijo skrajSati itinogirati postopek izolacije, saj je pri
uporabi hondrocitov v klidnhe namene€as postopka razgradnje tkiva zelo pomemben, saj
zelimo izolirane celic&imprej uporabiti. Primerna razgradnja nam nainveim krajSem
¢asu zagotovi zadostno Stevilo zivih celic za pnprarimarne kulture ali drugih céhih
pripravkov.

Hrustartno medcelinino kurtjega uhlja lahko v zadostni meri razgradimo z upor@,1

% kolagenaze I, priemer razgradnja traja 16 do 22 ur (Frohlich, 2008zleni
raziskovalci so za izolacijo celic hondrocitov ugbiti razlicne encimske meSanice, kot so
kolagenaza Il (Fréhlich, 2004; Tay in sod., 2004edfar Velikonja in sod, 2008; Asawa in
sod., 2009), kolagenaza B (Bos in sod., 2006; Mandbd., 2002), kolagenaza P (Chia s
sod,. 2005), pronaza E (Bos in sod., 2006), prondx& (Tran-Khanh in sod., 2005),
hialuronidaza in tripsin (Park in sod., 2004; Kioka in sod., 2005). Prav tako raziskovalci
pri poskusih navajajo razho dolgcas inkubacije v medijih za razgradnjo. V nekaterih
primerih so raziskovalci izpostavili elagto hrustatino tkivo encimski razgradnji daljSe
¢asovno obdobje, ki je trajalo preko&o- od 18 do 25 ur (Madsen in sod., 1983;
GorenSek in sod., 2004, Frohlich, 2004; Asawa ith,sP009), nekateri pa krajgéasovno
obdobje — do 6 ur (Thyberg in Hinek, 1977; Yangswd, 2000). Seveda pa je treba
poudariti, da so bili poskusi izvedeni s hrugtam tkivom razlgénih Zivali oziroma
¢loveka.

Nas namen je bil ugotoviti kako vplivajo na Stevilooliranih hondrocitov razine
koncentracije kolagenaze Il, ki je pogosto izbracim za pripravo medija za razgradnjo
elasttnega tkiva (Frohlich, 2004; Tay in sod., 2004; kxeyelikonja in sod, 2008; Asawa
in sod., 2009), dodatek tripsinggs razgradnje in inkubacija med mirovanjem, vrtenie
mesSanjem in ugotoviti kateri od eksperimentalnilygev je najustreznejSi in predvsem
najwinkovitejSi za izolacijo celic humanega elasgga hrustanca.

Uporabili smo tri razline koncentracije kolagenaze 1l — 0,1 %, 0,3 % & % ter
meSanico 0,5 % kolagenaze Il in 0,5 % tripsina.kér&evilo vzorcev z vsemi nastetimi
encimskimi meSanicami smo inkubirali med mirovanjamenjem in me3anjem. Stevilo
izoliranih celic smo spremljali po tri, Sest in erdvajset urni razgradnji. Na razpolago
smo imeli omejeno kalino biopsijskih vzorcev elastega hrustanca, saj smo poskuse
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izvedli s humanim in ne Zivalskim tkivom, ki ga |aeZje pridobiti. Zaradi omejene
razpoloZljivosti biopsij humanega elastega tkiva, ki se odvzamejo po smrti darovalcev,
smo imeli v¢asu opravljanja poskusov izolacije hondrocitov tagga hrustanca na
razpolago biopsijske vzorce treh darovalcev, ki gimastrezno razdelili in inkubirali pri
razlicnih pogojih. V primeru encimskih meSanic z dodatkinipsina smo pri posameznem
pogoju (mirovanje, vrtenje in meSanje) inkubirajoy po dva vzorca, v ostalih primerih pa
po tri vzorce.

V skladu z naSimi ptakovanji je bilo Stevilo prestetih izoliranih céhieg inkubiranega
tkiva pri posameznem eksperimentalnem pogoju pb w@es razgradnji visSje kot po treh
urah. Poveéanje Stevila izoliranih celic/mg inkubiranega tkiv@ enaindvajset urni
razgradnji glede na Sest urno inkubacijo v medguazgradnjo pa je bilo manjSe od naSih
pricakovanj. Predvidevali smo nanireda se bo z daljSanjem izpostavitve hrustaga
tkiva encimu kolagenazi Il poveval delez razgrajenih molekul izven¢akkga matriksa in
se bo sprostilo wge Stevilo hondrocitov. Seveda pa ima na aktivreagtima vpliv tudi
koncentracija substrata. Z nata@o kolicino (koncentracijo) raste hitrost encimske
reakcije, ki doseze maksimum pri tisti koncentiiasiyjbstrata, pri kateri so zasedeni vsi
aktivni centri encima. Obratno pa so pri pomanjkaspubstrata molekule encima v
neaktivnem stanju (Boyer, 2005). Ker po enaindvajse razgradnji pri vzorcih z 0,5 %
kolagenazo 1l in 0,5 % kolagenazo 1l z dodatkonpsina nismo opazili ostankov
nerazgrajenega tkiva, je mozna razlaga, da je masjgvilo izoliranih celic od
pricakovanega posledica pomanjkanja substrata, sapjabserjetnost, da je bilo vso
inkubirano tkivo razgrajeno Ze pred enaindvajsetinaimi. Da bi se izognili morebitnemu
vplivu pomakanja substrata oziroma inkubiranegaatkna Stevilo izoliranih celic, bi
morali uporabiti zgolj rezultate vzorcev, pri kakebi bil po razgradnji Se vedno prisoten
ostanek nerazgrajenega tkiva.

Prav tako pa ima na aktivnost encimske razgradolgegpkoncentracije substrata vpliv tudi
koncentracija samega encima v mediju za razgradigpyiSanje koncentracije encima
pozitivno vpliva na hitrost encimske reakcije, stv€e predpostavimo, da je substrat
prisoten v izobilju (Boyer, 2005). Z viSjo konceatijo encima powamo Stevilo aktivnih
mest na katere se lahko veze substrat in tako pridelaienemc¢asovnem obdobju do
povetanega nastanka produkta (Rastogi, 2003). Pri kdafjcentraciji encima in substratu
encima. Seveda slednje ne velja, kakor hitro sabsti ve& prisoten v izobilju.
Predpostavljam, da bi v naSem primeru omenjenoegdi§ie hitrosti encimske reakcije
potekalo le do dokene koncentracije encima, saj smo v encimske mesSaramestili
ko&ke tkiva, ki smo jih dobili po razrezu biopsijskizorcev s skalpelom. Pri daeni
koncentraciji bi tako molekule encima povsem piekpovrSino tkiva in razpolozljiv
substrat. V tem primeru vsako nadaljnje zviSevakgacentracije encima ne bi imelo
vpliva na vejo hitrost encimske reakcije.

Rezultati naSih poskusov v &emeri potrjujejo, da lahko z visjo koncentrackolagenaze
Il v mediju za razgradnjo po enaketasu inkubacije izoliramo g Stevilo celic/mg
inkubiranega tkiva. Ta razlika je bila najbolj opazpo tri in Sest urni razgradniji in pri
vzorcih z 0,3 % in 0,5 % kolagenazo Il glede nareea 0,1 % kolagenazo Il. Slednje bi
lahko pojasnili z dejstvom, da je bilo verjetno riin Sest urni inkubaciji na razpolago Se
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dovolj substrata za vezavo na razpoloZljiva aktivmesta encimskih molekul, medtem ko
je pri dolgotrajnejSi inkubaciji pri vzorcih z v&jkoncentracijo kolagenaze Il Ze priSlo do
omejitve substrata.

Zanimalo nas je tudi¢e tripsin, ki ga uvi&mo med serinske endopeptidaze in cepi
razlicne peptidne vezi (Rawlings in Barrett, 1994) pospezgradnjo izvenceinega
matriksa in s tem povezano izolacijo celic etastga hrustanca. Kljub temu, da nekateri
raziskovalci v svojih¢lankih navajajo kratkotrajnejSo inkubacijo hrustaega tkiva v
encimski meSanici s tripsinom za namen izolacijadnocitov (Park in sod., 2004; Kino-
oka in sod., 2005), pa mi glede na rezultate neemorpotrditi, da ima dodatek tripsina
ucinek na pov&ano Stevilo izoliranih celic/mg inkubiranega tkivétevilo izoliranih celic
pri vzorcih z 0,5 % kolagenazo Il in dodatkom thi@s namré v vedini primerov ni
preseglo Stevila preStetih izoliranih celic pri x@b z 0,5 % kolagenazo Il brez tripsina.
Pri tem pa je potrebno Se upoStevati, da ima dagwjSa izpostavitev tkiva encimski
meSanici s tripsinom, pogosto za posledico pame Stevilo mrtvih in poSkodovanih celic
(Baines, 1994; Freshney 1994, Picot in sod., 20Ké&),je Se dodaten razlog, da se pred
uporabo tripsina pregiamo, ali je njegova uporaba smotrna.

Ker gre za bioloSke vzorce pa imajo na uspesnoidge vpliv Se nekateri drugi faktorji,
ki jih ni mogaie v celoti dolgiti in nadzorovati. Eden od teh faktorjev je staros
hrustagnega tkiva, saj nekateri raziskovalci navajajo, jdaencimska razgradnja s
kolagenazo &inkovitejSa pri mladem hrustanem tkivu (Malejczyk in Moskalewski,
1988; Frohlich, 2004) manj pa pri starejSem (Madsesod., 1983; Frohlich, 2004). Prav
tako naj bi bile celice starejSih tkiv bolj @ltljive na razgradnjo s tripsinom kot mlado
hrustarno tkivo in zarodne celice (Picot in sod., 2005).

Predpostavili smo, da bi lahko z inkubacijo vzorageed vrtenjem oziroma meSanjem
encimskega medija z magnetnim meSalom pospesitiegrazolacije hondrocitov. Kljub

vecjemu Stevilo izoliranih celic pri Sest in enainds&lj urni razgradnji v mediju z

0,5 % kolagenazo med vrtenjem v primerjavi z enajgkt urno razgradnjo tkiva med
mirovanjem v mediju z 0,5 % kolagenazo, ne morerotrditi, da lahko z vrtenjem

vzorcev pospeSimo oziroma poviSamo Stevilo izolivarelic/mg inkubiranega tkiva, saj bi
za to morali izvesti dodatne poskuse #jwe Stevilom vzorcev. Primerjava rezultatov med
vzorci inkubiranimi med mirovanjem, vrtenjem in raefem s Fridmanovim testom
(p<0,05) ni pokazala statistio signifikantnih razlik med vrednostmi.

Potrebno je poudariti, da zaradi majhnega Stevtacev na podlagi rezultatov ne moremo
z zagotovostjo potrditi oziroma zavrenaSih domnev, saj le-ti niso reprezentativni.
Slednje trditve potrjujejo velike standardne deigcki kazejo tudi na veliko biolosSko
spremenljivost vzorcev. Poleg nastetega pa morgmogtavati Se morebitne napake, ki se
pojavljajo pri Stetju obarvanih celic s hemocitornet. Nezanesljivost metode se je
pokazala tudi v naSem primeru, saj je bilo karngkaj vzorcih presteto Stevilo izoliranih
celic/mg inkubiranega tkiva po enaindvajset urnzgradnji manjSe kot po Sest urni
razgradnji pri enakih pogojih, kar lahko pripiSemagolj napakam pri Stetju celic s
hemocitometrom. Kljub naStetemu pa lahko zaijo, da bi bilo v prihodnje smotrno
nadaljevati s poskusi uspesSnosti izolacije hondowcpo Sest urni razgradnji tkiva v
encimskem mediju z 0,3 % in 0,5 % kolagenazo || mégvanjem in vrtenjem.
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5.1.2 Delez zivih izoliranih hondrocitov

Ce Zelimo optimizirati postopek razgradnje humanelgatinega tkiva je pomembno, da
poleg Stevila izoliranih celic pri posameznih palgojpzgradnje spremljamo tudi odstotek
Zivih celic. Kot ustrezne za uporabo v kéine namene lahko ozEieno tiste pogoje, ki
nam zagotovijo potrebno Stevilo celic za nadalpgdikacije in hkrati ohranijo visok delez
Zivih celic. Ce primerjamo izolacijo, tripsinizacijo primarne ture in naslednjih pasaz, je
velikemu selekcijskemu pritisku. Raziskovalci sesiozi trudijo, da bi bil ta pritisk in
posledéna izguba celi¢im manjsa.

Odstotke zivih celic pri vzorcih s posamezno en&msesanico (0,1 %, 0,3 % in 0,5 %
kolagenazo Il in meSanico 0,5 % kolagenaze 1l 119, tripsina), ki smo jih inkubirali med

mirovanjem, vrtenjem in meSanjem, smo spremljali tgp Sest in enaindvajset urni
razgradnji. Zive in mrtve celice smo presteli s psjm metode barvanja s tripanskim
modrilom in opazovanjem pod svetlobnim mikroskopom.

Glede na tip tkiva iz katerega Zelimo izoliratiice| moramo izbrati koncentracijo encima
v mediju za razgradnjo in ustrezéas razgradnje. Razgradnja v encimskem mediju s
prenizko koncentracijo encima kolagenaze ali prekratas inkubacije bi imela za
posledico nezadostno razgrajen izverieelmatriks in premajhno Stevilo izoliranih celic.
Razgradnja v encimskih meSanicah z viSjo konceirdmlagenaze in dolgotrajnejsSa
izpostavitev elasthega hrustanca encimu kolagenazi pa naj bi zmanj8alez Zivih
izoliranih celic (Saadeh in sod., 1999; Yang in.s@800; Kim in sod., 2001). Optimizirati
razgradnjo tako pomeni naijti ustrezno koncentrakilagenaze ikas trajanja razgradnje,

ki bosta omogeala izolacijo zadostnega Stevila celic in visokedetivih celic.

V naSem primeru nismo ugotovili korelacije med drag¢m razgradnje in delezem Zivih
celic, saj med odstotki Zivih celic pri posamezaltsperimentalnih pogojih po tri, Sest in
enaindvajset urni razgradnji ni bilo i odstopanj. Podobno velja tudi za inkubacijo v
encimskem mediju z razho koncentracijo kolagenaze Il, saj nismo opaziianjSanja
odstotka zivih celic pri vzorcih z 0,3 % in 0,5 %l&genazo glede na vzorce z 0,1 %
kolagenazo. Vzrok za omenjene rezultate je lahkoayjhnem Stevilu vzorcev in njihovi
veliki bioloSki spremenljivosti. UposStevati morantodi, da je lahko priSlo pri Stetju in
dolocevanju zivih in mrtvih celic s hemocitometrom ipanskim modrilom do napak, ki
so pomembno vplivale na vrednosti rezultatov.

Najnizje vrednosti odstotka Zivih celic med mirojam, vrtenjem in meSanjem so bile
opazene pri vzorcih, ki so v encimski me3anici esali dodatek tripsina, kar se sklada z
nasimi préakovanji. DolgotrajnejSa izpostavitev tkiva tripgine namré za celice
Skodljiva in povéa delez poskodovanih in mrtvih celic (Baines, 19Bdeshney 1994,
Picot in sod., 2005). V tkivnem inzenirstvu se snpuporablja za ktev hondrocitov od
dna gojilne posode, da dobimo ¢al suspenzijo in celice nasadimo v naslednjo pasazo
vendar je izpostavitev tripsinu kratkotrajna in jaranajveé 10 minut. Tako lahko
povzamemo, d&e se odléimo za razgradnjo elastiega hrustanca v encimskem mediju,
ki vsebuje tripsin, mora biti le-ta kratkotrajnaekateri avtorji navajajo, da lahko celice
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mlajSih tkiv inkubiramo dljecasa, saj naj bi bile manj &ltljive na tripsin kot celice
starejSih tkiv (Picot in sod., 2005).

Spremljali in primerjali smo tudi odstotke Zivihlicev vzorcih, ki smo jih inkubirali med
mirovanjem, vrtenjem in meSanjem. MeSanje encinm&ganice z magnetnim mesalom bi
lahko poSkodovalo celice, kar bi se pokazalo v 8&mjodstotku Zivih izoliranih celic. Pri
vecini vzorcev smo opazili nekoliko znizan odstotekilziizoliranih celic, vendar zaradi
majhnega Stevila vzorcev, velikih standardnih deyian nezanesljivosti metode Stetja
zivih in mrtvih celic s hemocitometrom ne moremdesgkti, da ima inkubacija med
meSanjem vpliv na W@ delez mrtvih izoliranih celic. Prav tako Friedmav test (p<0,05)
ni pokazal, da bi bile razlike med vzorci med manjem, vrtenjem in meSanjem
statisttno pomembne.
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5.2 FENOTIPSKE LASTNOSTI CELIC ELASTINEGA HRUSTANCA, GOJENIH V
ENOSLOJNI IN TRIDIMENZIONALNI KULTURI

Metoda implantacije avtolognih hondrocitov, ki jedt v Sloveniji del redne Klighe
prakse in se uporablja za zdravljenje posSkodb sidgp hrustanca, se je izkazala za
uspesno, vendar pa ima le-ta tudi svoje slabasjity kaziskovalci do danes Se niso uspeli
razreSiti. Te slabosti so predvsem: omejena praliiga hondrocitov, problem
dediferenciacije celic, poSkodbe, ki lahko nastanept posledica odvzema biopsije iz
sklepa in zapoznela implantacija pripravkov zamalrebnegatasa gojenja (Brittberg in
sod., 1994; Sittinger in sod., 2004; Marlovits irafinig, 2006; Mayer in sod., 2009). Vse
nasteto bi lahko resilice bi imeli na razpolago zadosten vir celic, ki linm omogoéal
neposredno nasaditev celic na ustrezen tridimeaigannosilec. Raziskovalci so Ze
poskusili z uporabo pripravkov iz bolniku tujih holagnih celic, vendar s tem tvegamo
prenos nekaterih bolezni. Alternativno mozZnost namrda ponujajo zarodne celice,
vendar so z njimi povezane raziskave Sele¢etra fazi (Gao in sod., 2007). Prav tako se v
povezavi z uporabo zarodnih celic porajajo nekateténa vpraSanja. Pomembno
vpraSanje v diplomski nalogi je, ali bi lahko upoita avtologne celice elasthega
hrustanca kot vir celic za zdravljenje poskodbih&da hrustanca.

Elastini hrustanec je vse pogosteje uporabljeno tkivkiwnb-inzenirskih aplikacijah, saj

kaze potencial za uporabo na razih podra@jih medicine. Njegova prednost pred hialinim
hrustancem je predvsem ta, da lahko potrebno tkibiopsijo pridobimo z nezahtevnim in
kratkotrajnim posegom s hitrejSo rehabilitacijoal®ist pa je, da imamo v primerjavi s
celicami sklepnega hrustanca manj podatkov o gojerglic elastinega hrustanca,

predvsem v tridimenzionalnem okolju. &ea razpoloZljivih podatkov je bila nanire

pridobljena s poskusi na Zivalih (Frohlich, 2004orénsek in sod., 2004; Westreich in
sod., 2004). Ker ne moremo z zagotovostjo trdifpasploSiti, da ugotovitve pridobljene s
poskusi na Zzivalih veljajo tudi z&loveSka tkiva, smo se odiii, da bomo za poskuse

izraZzanja genov uporabili biopsijske vzorce humanelgstinega hrustanca.

Pri uporabi tkivno-inzenirskih pripravkov iz honditov v klinicne namene je Zivost in
izrazanje izbranih genov, ki kodirajo komponenteerzceltnega matriksa, izrednega
pomena, saj je od fenotipa celic, ki jih vnesemonmesto poSkodbe hrustanca, odvisna
uspesnost zdravljenja (Adolphe in sod., 1992). Sawialci so ugotovili, da hondrociti
sklepnega hrustanca v tridimenzionalnem okafjwitro ohranjajo fenotipske lastnosti
(Du3ang, 2007; Barlk in Malicev, 2008).Ce bi Zeleli kot vir celic za zdravljenje poskodb
hialinega hrustanca uporabiti el&sfi humani hrustanec, bi se morali pred tem pueii
da so te celice v dotenem okolju sposobne proizvajati matriks, ki jecziea za hialino
hrustagno tkivo. Zato nas je v diplomski nalogi zanimaklj bi se tudi hondrociti
elasttnega hrustanca, ki v naravnem okolju tvorijo matrik druga&nim razmerjem
proteinov, pod istimi pogoji obnaSali podobno kobndrociti hialinega hrustanca.
Povedano drug®, zanimalo nas je, ali bo priSlo do poviSanegazanja gena za kol Il in
agr ter zmanjSanega izrazanja gena za kol I, velsin

Fenotipske lastnosti hondrocitov eldsBga hrustanca, gojenih v tridimenzionalnih
nosilcih iz alginatnega hidrogela in enoslojnihtkedh, smo spremljali po sedmih dneh
gojenja. Za zgolj enotedensko gojenje v izbranispekimentalnih pogojih smo se odilg
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ker je cilj raziskovalcewim prej pripraviti ustrezen pripravek iz hondroeitin ga
implantirati v bolnika. Zato smo nivo izrazanja gen speciftnih za hrustaino tkivo,
analizirali po najkrajSem moznerasu gojenja. Prav tako so v nekaterih prejSnjih
raziskavah Ze ugotavljali vpliv dva do Sest tedegskgojenja celic znotraj alginatnih
hidrogelov na fenotipske lastnosti hrustaih celic. (Bonaventure, 1994; Zheng in sod.,
2007; Barl€ in sod., 2008).

Fenotipske lastnosti hrustamh celic po gojenju v enoslojnih in tridimenziondd
kulturah smo dolaili s poma:jo opazovanja oblike celic pod invertnim mikroskoposaj
vemo, da je sprememba kroglaste v vretenasto filsstin obliko eden prvih pokazateljev
dediferenciacije hondrocitov. Slednji izraz se pgigouporablja za opis sprememb v
izraZzanju genov pri celicah hialinega hrustancasdibile gojene v enoslojni kulturi. Pri
omenjenem procesu pride do zmanjSanja izrazanjavgapecifénih za hialini hrustanec,
(kol 1l in agr) ter povéanega izrazanja genov, spetrih za fibrozni tip hrustaimega
tkiva (kol I in ver). Vemo nameg da se hondrociti po izolaciji in gojenin vitro zelo radi
dediferencirajo v fibroblaste, kar pomeni, da ppstaa spremenijo svoje fenotipske
lastnosti in postanejo na videz podobni fibroblastMayer in sod., 2009). Tudi nas je
zanimalo izrazanje omenjenih genov matriksa iprivitro gojenih celicah elasinega
hrustanca, zato smo izrazanje genov na nivoju mibl&Cili z metodo RT-PCR.

V primeru gojenja hialinega hrustanca se iz nororanih vrednosti nivojev izrazanja
genov pogosto izeainajo diferenciacijski indeksi, ki so pokazatelgmeaerja med Stevilom
mMRNA molekul za kolagen Il v primerjavi s kolagendnfkol Il/kol ) ter agrekana v
primerjavi z verzikanom (agr/ver). Kolagen Il inragan sta namtetipicna markerja za
diferencirane hondrocite, kolagen | in verzikan z@m dediferencirane. ViSje vrednosti
diferenciacijskih indeksov so tako pokazatelj, da igrazanje genov bolj podobno
hondrocitom, medtem ko niZje vrednosti kaZzejo mazanje genov, ki je bolj podobno
fibroblastom (Martin in sod., 2001). Ker je bil namnaloge ugotoviti¢e je elastini
hrustanec primeren vir celic za popravilo poskodiirrega sklepnega hrustanca, smo tudi
v naSem primeru za celice elgsgga hrustanca iztanali omenjene indekse in dobljene
vrednosti primerjali z vrednostmi hialinega hrus@n

Rezultati nasSih poskusov potrjujejo, da je v primesedem dnevnega gojenja celic v
enoslojnih kulturah priSlo do sprememb v izraZzarpranih genov, ki so tako rekskoraj
identicne procesu dediferenciacije, opazenem pri hialifeostancu (Matiev in sod,
2008). V vzorcih biopsij je bil nivo ekspresije ndji za gena kolagen | in elastin. Visok
nivo izrazanja gena za kolagena | lahko delno v@zlo z dejstvom, da vsebuje elasti
hrustanec v izvencélem matriksu veliko wekolagena | kot hialini hrustanec. V skladu z
nasSimi prtakovanji pa je prevladovalo tudi izrazanje genaetastin, saj daje le-ta
elasténemu hrustancu elagtiost in proznost (Mithieux in Weiss, 2005). Medeggem v
enoslojni kulturi so hondrociti spremenili oblika okrogle v vretenasto (Slika 17), kar
kaze na spremembo fenotipa gojenih celic. Sledmjgesdokazali v Stevilnih poskusih na
hialinem hrustancu (Frohlich, 2004; Duggar2007). Skladno s spremembami oblike je v
nasem primeru po gojenju celic v enoslojnih kulluglede na vzorce biopsij prislo do
ZniZzanja nivoja izraZzanja genov za kolagen 1l (R&®), agrekan (84 krat) in elastin (12,5
krat). Slednje, z izjemo gena za elastin, se skladaorcem sprememb fenotipa celic
hialinega hrustanca, ki so bile gojene pri enakiggjih (Mali¢ev in sod, 2008). Nasprotno



Lesjak K. Gojenje celic elagtiega hrustanca za uporabo v tkivhem inZenirstvu. 56
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

je priSlo po gojenju v enoslojnih kulturah do péaeja nivoja izrazanja gena za verzikan
(1,7-krat) in skoraj nespremenjenega izraZzanja gankolagen |. Posletho so se znizale
tudi vrednosti dediferenciacijskih indeksov kolktl | in agr/ver,glede na vrednosti v
vzorcih biopsij, kar ponovno dokazuje visoko stapiggube hrustafmega fenotipa. Prav
tako elastini hrustanec, gojen v enoslojnih kulturah izgubnjzan&ilno elasténost in
proznost, saj se zmanjSa ekspresija gena za elastin

Nasprotno pa pri celicah, gojenih znotraj algingmdidrogela, ki smo jih opazovali z
invertnim mikroskopom, nismo opazili spremembe &tgnasto fibroblastno obliko (Slika
18). Rezultati analize genov so potrdili, da seeskice po sedem dnevnem gojenju znotraj
alginatnih hidrogelov obnaSale podobno kot hidfiandrociti. Povéale so izrazanje gena
za kol 1l in agr ter zmanjSale izrazanje kol I, dgena biopsijske vzorce elastega
hrustanca. Glede na ekspresijo hondrocitov, gojendgnoslojnih kulturah, je bil v tem
primeru veliko vi§ji nivo izrazanja gena za kolade(250-krat), za agrekan (54-krat) in za
elastin (28-krat). Obratno pa je bilo v primerjavicelicami v enosloju opazno zniZzanje
nivoja izraZzanja gena za verzikan (2,9-krat) irelgen | (8-krat). I1zraZzanje genov, podobno
hondrocitom, Se dodatno potrjujeta visoki vredndstiiferenciacijskih indeksov kol II/kol

| in agr/ver. @itno je, da predstavlja alginatni hidrogel velikstneznejSe okolje za gojenje
celic elastinega hrustanca kot enoslojna kultura, saj omagoelicam rast v treh
dimenzijah prostora (Fedorovich, 2006)imser se priblizamo naravnemu okolju v tkivu.
Hkrati so celice, ki jih pridobimo z gojenjem vdmnenzionalni kulturi, zaradi manj
spremenjenega fenotipa, veliko bolj uporabne v iklie namene. Z gojenjem
tridimenzionalnih kultur v ustreznem bioreaktorjia bi lahko morda 3Se dodatno
pripomogli k ohranitvi fenotipa, speaifiega za hrustanec (Marlovits in sod., 2003).

Relativno visok nivo izrazanja gena za elastin po enotedensiojenju kaze na to, da so
celice elastinega hrustanca sposobne obdrzati del svojih lastnostigtkokajnem gojenjin
vitro. Kot vemo, imata hialini in elagtii hrustanec razlne biomehanine lastnosti, ki so
posledica raztinih komponent izvenceélnega matriksa. Kolagenska vlakna dajejo
hrustancu natezno trdnost in strukturno obliko,stala ki ga najdemo v matriksu
elasttnega hrustanca, pa elasist in proznost (Marlovits in sod., 2003). Gleda n
omenjene razlike, pa imata oba tipa hrustancadpecificno funkcijo v naSem telesu. V
primeru implantacije celic elastiega hrustanca na mesto poskodbe hialinega hraskanc
morda lahko priSlo do pojava paane vsebnosti elastina v izvenéekmu matriksu, kar
bi imelo za posledico manjSo odpornost novo nagtalkiva na pritiske in obremenitve.

Na podlagi nasih rezultatov, ki so pokazali, dadroniti elasttnega hrustanca, gojeni v
alginatu, izrazajo podoben fenotip kot hondroathialinega hrustanca z izjemo elastina,
ki se obnavlja, lahko sklepamo, da je elasthrustanec obetaven vir celic za implantacijo
na mesta poSkodb hialinega hrustanca. Seveda mougm$tevati, da smo spremljali
fenotipske lastnosti celic elagtiega hrustanca na vzorcih petih darovalcev, sajisrab v
¢asu opravljanja poskusov na razpolago zgolj omejdtevilo biopsij humanega
elasttnega tkiva. Kljub majhnemu Stevilu vzorcev pa smiavige ugotovitve tudi
statisttno potrdili z neparametmima statistinima testoma (Fridmanov in Wilcoxonov
test). V prihodnijih raziskavah bomo morali zaj#tn vecje Stevilo vzorcev in nadaljevati z
analizami fenotipskih in biomehamih lastnosti celic elasthega hrustanca, gojenin
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vitro. Hkrati bomo morali na Zivalskih modelih spremilj&notip, funkcionalnost in
biomehanine lastnosti tkiva po njegovi implantaciji na megtgkodbe.
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5.3 SKLEPI

* Pri postopku izolacije hondrocitov smo spremljghliv razlicnin encimskih medijev
(0,1 %, 0,3 %, 0,5% kolagenaze 1l ter meSanicé® Jolagenaze Il in 0,5 % tripsina),
casa razgradnje ter inkubacije med mirovanjem, jetanin meSanjem na Stevilo
izoliranih celic. Sklepamo lahko, dms razgradnje vpliva na Stevilo izoliranih celic.
Razlika v Stevilu izoliranih celic je bila opaznaegvsem po Sesturni razgradnji v
primerjavi s tri urno.

* Rezultati v ve&ji meri potrjujejo, da z viSjo koncentracijo kolagee Il v mediju za
razgradnjo po enaketasu inkubacije izoliramo g Stevilo celic. Ta razlika v Stevilu
izoliranih celic je bila v vé&ini primerov najbolj opazna po tri in Sesturni reeanji.

» Nismo ugotovili, da bi imel dodatek tripsina v miexh razgradnjo z 0,5 % kolagenazo
Il vpliv na pov&ano Stevilo izoliranih celic.

* Glede na rezultate ne moremo potrditi, da lahkorterjem vzorcev ali meSanjem
encimskega medija z magnetnim meSalom pospeSimmnaai povisamo Stevilo
izoliranih celic, saj primerjava rezultatov vzorcemkubiranih med mirovanjem,
vrtenjem in meSanjem ni pokazala statisti signifikantnih razlik med vrednostmi.

» Odstotek zivih izoliranih celic smo po treh, Sestifenaindvajsetih urah razgradnje pri
posameznem eksperimentalnem pogoju dble metodo barvanja s tripanskim
izolirani v vzorcih, ki so v encimski meSanici pglkolagenaze 1l vsebovali Se dodatek
tripsina.

* Nismo ugotovili korelacije med trajanjem razgradimjedelezem zivih celic, saj med
odstotki zivih celic pri posameznih eksperimentalpogojih po tri, Sest in enaindvajset
urni razgradnji ni bilo v&ih odstopanj. Podobno velja tudi za inkubacijoncienskem
mediju z razkkno koncentracijo kolagenaze Il, saj nismo opazilianjSanja odstotka
Zivih celic v vzorcih z 0,3 % in 0,5 % kolagenazedg na vzorce z 0,1 % kolagenazo.

» Statisttno signifikantnih razlik med odstotki zivih izolm#& celic med vzorci
inkubiranimi med mirovanjem, vrtenjem in meSanjesmo dokazali.

» Z analizo izrazanja genov, spetifih za hrustanec oziroma fibrozno tkivo, smo
dokazali, da je v primeru sedem dnevnega gojenjec @&dastinega hrustanca v
enoslojni kulturi priSlo do sprememb v izraZzanjubremih genov, ki kodirajo
komponente izvencelmega matriksa, ki so bile skoraj idemie procesu
dediferenciacije pri hialinem hrustancu.

» Opazovanje celic elagtiega hrustanca pod invertnim mikroskopom je pokazdh
hondrociti gojeni v enoslojni kulturi izgubijo z&ino kroglasto obliko in preidejo v
vretenasto obliko, medtem ko celice, gojene v alginobdrzijo kroglasto obliko.



Lesjak K. Gojenje celic elagtiega hrustanca za uporabo v tkivhem inZenirstvu. 59
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

* Rezultati analize so potrdili, da hondrociti el&séiga hrustanca gojeni v alginatu
izraZzajo podoben fenotip kot hondrociti iz hialiaelgrustanca (visoka vsebnost kol |l
in agr ter nizka vsebnost kol | in ver v izventeé&m matriksu) z izjemo elastina, ki se
obnavlja.

* Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da je elasthrustanec obetaven vir celic za
implantacijo na mesta poSkodb hialinega hrustanca.

« Da bi lahko potrdili, da je implantacija celic digaega hrustanca primerna za
zdravljenje poSkodb hialinega hrustanca, bo v phiib raziskavah potrebno
nadaljevati z analizami fenotipskih in biomehsnih lastnosti celic elastega
hrustanca, gojenilin vitro. V naslednjem koraku pa bo treba na Zivalskih ribde
spremljati fenotip, funkcionalnost in biomeh&mé lastnosti tkiva po njegovi
implantaciji na mesto poSkodbe.
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6 POVZETEK

V prvem delu diplomske naloge smo Zeleli skrajgatiptimizirati postopek izolacije celic
elasttnega hrustanca, pridobljenega déibveSkega uhlja. Hrustanec biopsijskih vzorcev
treh darovalcev smo namestili v r&né encimske medije z 0,1 %, 0,3 %, 0,5%
kolagenazo Il in meSanico 0,5 % kolagenaze Il B @, tripsina in tkivo inkubirali pri
mirovaju, vrtenju in meSanju. Po treh, Sestih irairdvajsetin urah razgradnje smo s
pomaijo Stetja celic s tripanskim modrilom dolb Stevilo in odstotek Zivih izoliranih
celic. Stevilo izoliranih celic se je v @i primerov povéevalo v odvisnosti odasa
razgradnje in koncentracije kolagenaze Il v enciensknediju. Dodatek tripsina v medij
za razgradnjo ni imel opaznega vpliva na gewvge Stevila izoliranih celic, opazen pa je bil
manjSi delez zivih izoliranih celic. Predpostaviida bi lahko z inkubacijo vzorcev pri
vrtenju oziroma meSanju encimskega medija z magnetmeSalom pospeSili proces
izolacije hondrocit, glede na rezultate nismo pétrdudi primerjava rezultatov med
vzorci inkubiranimi med mirovanjem, vrtenjem in ragagem s Fridmanovim testom ni
pokazala statistno signifikantnih razlik v Stevilu in delezu Zivilzoliranih celic. Vpliv
¢asa razgradnje in koncentracije kolagenaze Il te2davih izoliranih celic ni bil opazen.

V drugem delu diplomske naloge smo Zeleli izvedalii,je humani elastni hrustanec
primeren alternativen vir celic za implantacijo neesta poskodb hialinega sklepnega
hrustanca. Hondrocite smo izolirali iz uSesnih Bigkih vzorcev petih darovalcev. Po
sedem dnevnem gojenju v enosloju in alginatnemolgelu smo z metodo RT-PCR
dolcxili izrazanje izbranih genov, ki kodirajo komponenzvencekinega matriksa (kol II,
kol I, agr, ver in els) ter rezultate primerjalpedatki o izrazanju omenjenih genov pri
vitro gojenih celicah hialinega sklepnega hrustancav Pako smo z opazovanjem pod
invertnim mikroskopom spremljali spremembo v oblilandrocitov. Hondrociti gojeni v
enoslojni kulturi so izgubili zndlno kroglasto obliko in presli v vretenasto obljknedtem
ko so celice, gojene v alginatu, obdrZale krogladtiiko, kar kaZze na spremembo fenotipa
celic v enoslojni kulturi. V vzorcih biopsij je bilivo ekspresije najvisji za gena kol | in
els, prtakovano pa je priSlo po gojenju v enosloju do zmiEakspresije gena za kol Il in
agr, kar pri gojenju hialinega hrustanca poznantgkoces dediferenciacije. Nasprotno pa
pri celicah, gojenih znotraj alginatnega hidrogeiapriSlo do porasta izrazanja izbranih
genov, specitinih za fibrozno tkivo. Prav tako je bil nivo ekspije za gene kol I, kol II,
agr in ver primerljiv s podatki z#ialini hrustanec, z izjemo gena za,eksiterega
ekspresija je bila pri celicah elastega hrustanca v vseh primerih viSja. 1zraZzanjeogen
smo izrazili tudi v obliki diferenciacijskih inde&s kol ll/kol | in agr/ver, ki se v primeru
gojenja hialinega hrustanca pogosto uporabljajopaiazatelji procesa diferenciacije. V
enoslojnih kulturah se je kazal trend znizanja mosti omenjenih indeksov, medtem ko
so bile vrednosti v primeru gojenja znotraj algmiathidrogelov podobne tistim pri celicah
hialinega hrustanca. Glede na rezultate izraZzaejeg lahko sklepamo, da imajo celice
elasténega hrustanca po kratkotrajnem gojenju v tridin@mani kulturi potencial za
popravilo poskodb hialinega sklepnega hrustanc@,ssaje fenotip celic elagmega
hrustanca, ki smo jih gojili znotraj alginatnegalroigela, mono priblizal fenotipu celic
hialinega hrustanca. Za dokmo potrditev slednjega, pa bo v prihodnje potrebno
nadaljevati z raziskavami.
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PRILOGE

Priloga A: Stevilo izoliranih celic pri posameznih pogojitzgaadnje

cas medij za pogoji St. celic/mg inkubiranega

vzorec razgradnje razgradnjo inkubacije tkiva
A 3h 0,1 % kol. Il mirovanje 524
B 3h 0,1 % kol. Il mirovanje 190
Cc 3h 0,1 % kol. 1l mirovanje 217
povp. 310
SD 186
A 6h 0,1 % kol. Il mirovanje 3443
B 6h 0,1 % kol. Il mirovanje 3886
C 6h 0,1 % kol. Il mirovanje 2608
povp. 3312
SD 649
A 21h 0,1 % kol. Il mirovanje 4292
B 21h 0,1 % kol. 1l mirovanje 4057
C 21h 0,1 % kol. Il mirovanje 2935
povp. 3761
SD 725
A 3h 0,3 % kol. Il mirovanje 2463
B 3h 0,3 % kol. Il mirovanje 1683
C 3h 0,3 % kol. Il mirovanje 2935
povp. 2360
SD 632
A 6h 0,3 % kol. Il mirovanje 3396
B 6h 0,3 % kol. Il mirovanje 4686
C 6h 0,3 % kol. Il mirovanje 2935
povp. 3672
SD 908
A 21h 0,3 % kol. Il mirovanje 5094
B 21h 0,3 % kol. Il mirovanje 4686
C 21h 0,3 % kol. Il mirovanje 3043
povp. 4274
SD 1086

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga A: Stevilo izoliranih celic pri posameznih pogojilzgaadnije.

das medij za pogoji §t. celic/mg inkubiranega

vzorec razgradnje razgradnjo inkubacije tkiva
A 3h 0,5 % kol. Il mirovanje 2673
B 3h 0,5 % kol. Il mirovanje 2476
C 3h 0,5 % kol. Il mirovanje 3587
povp. 2912
SD 593
A 6h 0,5 % kol. Il mirovanje 3538
B 6h 0,5 % kol. Il mirovanje 2971
C 6h 0,5 % kol. 1l mirovanje 4022
povp. 3510
SD 526
A 21h 0,5 % kol. Il mirovanje 3160
B 21h 0,5 % kol. Il mirovanje 3600
C 21h 0,5 % kol. Il mirovanje 3152
povp. 3304
SD 256
A 3h 0,5%kol. Il + TR mirovanje 3040
C 3h 05%kol. Il +TR mirovanje 1413
povp. 2227
SD 1150
A 6h 0,5%kol. Il + TR mirovanje 4104
C 6h 0,5% kol. Il + TR mirovanje 3152
povp. 3628
SD 673
A 21h 0,5%kol. Il + TR mirovanje 3774
C 21h 0,5%kol. Il + TR mirovanje 1957
povp. 2866
SD 1285
A 3h 0,1 % kol. Il vrtenje 1792
B 3h 0,1 % kol. Il vrtenje 2349
C 3h 0,1 % kol. Il vrtenje 109
povp. 1417
SD 1166

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga A: Stevilo izoliranih celic pri posameznih pogojitzgeadnije.

¢as medij za pogoiji §t. celic/mg inkubiranega

vzorec razgradnje razgradnjo inkubacije tkiva
A 6h 0,1 % kol. Il vrtenje 1310
B 6h 0,1 % kol. Il vrtenje 4229
C 6h 0,1 % kol. Il vrtenje 1848
povp. 2462
SD 1553
A 21h 0,1 % kol. Il vrtenje 2123
B 21h 0,1 % kol. Il vrtenje 5086
C 21h 0,1 % kol. Il vrtenje 3804
povp. 3671
SD 1486
A 3h 0,3 % kol. Il vrtenje 3040
B 3h 0,3 % kol. Il vrtenje 2159
C 3h 0,3 % kol. Il vrtenje 109
povp. 1769
SD 1504
A 6h 0,3 % kol. Il vrtenje 3962
B 6h 0,3 % kol. Il vrtenje 3257
C 6h 0,3 % kol. Il vrtenje 3587
povp. 3602
SD 353
A 21h 0,3 % kol. Il vrtenje 5849
B 21h 0,3 % kol. Il vrtenje 3600
C 21h 0,3 % kol. Il vrtenje 2174
povp. 3874
SD 1853
A 3h 0,5 % kol. Il vrtenje 2484
B 3h 0,5 % kol. Il vrtenje 4724
C 3h 0,5 % kol. Il vrtenje 435
povp. 2548
SD 2145

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga A: Stevilo izoliranih celic pri posameznih pogojilzgaadnije.

das medij za pogoji §t. celic/mg inkubiranega

vzorec razgradnje razgradnjo inkubacije tkiva
A 6h 0,5 % kol. Il vrtenje 3821
B 6h 0,5 % kol. 1l vrtenje 6457
C 6h 0,5 % kol. Il vrtenje 3587
povp. 4622
SD 1594
A 21h 0,5 % kol. Il vrtenje 4481
B 21h 0,5 % kol. Il vrtenje 6743
C 21h 0,5 % kol. Il vrtenje 2935
povp. 4720
SD 1915
A 3h 0,5 % kol. Il + TR vrtenje 3082
C 3h 0,5% kol. Il + TR vrtenje 870
povp. 1976
SD 1564
A 6h 0,5 % kol. Il + TR vrtenje 3255
C 6h 05%kol. Il +TR vrtenje 4674
povp. 3255
SD 4674
A 21h 0,5%kol. Il + TR vrtenje 3302
C 21h 0,5%kol. Il + TR vrtenje 2935
povp. 3119
SD 260
A 3h 0,1 % kol. Il meSanje 943
B 3h 0,1 % kol. Il meSanje 762
C 3h 0,1 % kol. Il meSanje 109
povp. 605
SD 439
A 6h 0,1 % kol. Il mesSanje 1274
B 6h 0,1 % kol. Il meSanje 2400
C 6h 0,1 % kol. 1l meSanje 1522
povp. 1732
SD 592

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga A: Stevilo izoliranih celic pri posameznih pogojitzgaadnije

¢as medij za pogoiji §t. celic/mg inkubiranega

vzorec razgradnje razgradnjo inkubacije tkiva
A 21h 0,1 % kol. 1l meSanje 2642
B 21h 0,1 % kol. Il mesSanje 3257
C 21h 0,1 % kol. Il meSanje 1196
povp. 2365
SD 1058
A 3h 0,3 % kol. Il meSanje 3381
B 3h 0,3 % kol. Il meSanje 1619
C 3h 0,3 % kol. Il mesSanje 543
povp. 1848
SD 1433
A 6h 0,3 % kol. Il mesSanje 3679
B 6h 0,3 % kol. Il meSanje 3543
C 6h 0,3 % kol. Il mesSanje 1522
povp. 2915
SD 1208
A 21h 0,3 % kol. Il meSanje 3585
B 21h 0,3 % kol. Il meSanje 2800
C 21h 0,3 % kol. Il mesanje 2065
povp. 2817
SD 760

A 3h 0,5 % kol. Il mesanje 2201
B 3h 0,5 % kol. Il mesanje 2508
C 3h 0,5 % kol. Il meSanje 978
povp. 1896
SD 809

A 6h 0,5 % kol. Il mesSanje 2972
B 6h 0,5 % kol. Il meSanje 2571
C 6h 0,5 % kol. Il meSanje 3697
povp. 3080
SD 571

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga A:

Stevilo izoliranih celic pri posameznih pogojitzgaadnje

¢as medij za pogoiji §t. celic/mg inkubiranega

vzorec razgradnje razgradnjo inkubacije tkiva

A 21h 0,5 % kol. 1l meSanje 3632
B 21h 0,5 % kol. Il mesSanje 2686
C 21h 0,5 % kol. Il meSanje 1739
povp. 2686
SD 947

A 3h 0,5% kol. Il + TR meSanje 2264
C 3h 0,5% kol. Il + TR meSanje 1739
povp. 2002
SD 371

A 6h 0,5%kol. Il + TR meSanje 4906
C 6h 05%kol. Il +TR meSanje 2717
povp. 3812
SD 1548
A 21h 0,5%kol. Il + TR mesSanje 4151
C 21h 0,5%kol. Il + TR meSanje 2500
povp. 3326
SD 1167



Priloga B: Odstotek Zivih celic pri pri posameznih pogojiageadnje.

cas medij za odstotek zivih
vzorec razgradnje razgradnjo pogoji inkubacije celic (%)
A 3h 0,1 % kol. Il mirovanje 90
B 3h 0,1 % kol. Il mirovanje 83,3
C 3h 0,1 % kol. Il mirovanje 100
povp. 91
SD 8
A 6h 0,1 % kol. Il mirovanje 94,5
B 6h 0,1 % kol. Il mirovanje 92,6
C 6h 0,1 % kol. Il mirovanje 91,6
povp. 93
SD 1
A 21h 0,1 % kol. Il mirovanje 93,4
B 21h 0,1 % kol. Il mirovanje 95,8
C 21h 0,1 % kol. Il mirovanje 88,8
povp. 93
SD 4
A 3h 0,3 % kol. Il mirovanje 92,5
B 3h 0,3 % kol. 1l mirovanje 94,3
C 3h 0,3 % kol. Il mirovanje 81,5
povp. 89
SD 7
A 6h 0,3 % kol. Il mirovanje 94,4
B 6h 0,3 % kol. Il mirovanje 96,3
C 6h 0,3 % kol. Il mirovanje 92,6
povp. 94
SD 2
A 21h 0,3 % kol. Il mirovanje 95,4
B 21h 0,3 % kol. Il mirovanje 96,6
C 21h 0,3 % kol. Il mirovanje 89,3
povp. 94
SD 4

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga B: Odstotek zivih celic pri pri posameznih pogojizgeadnje.

cas medij za odstotek zivih
vzorec razgradnje razgradnjo pogoji inkubacije celic (%)
A 3h 0,5 % kol. Il mirovanje 90,2
B 3h 0,5 % kol. Il mirovanje 91
C 3h 0,5 % kol. Il mirovanje 94
povp 92
SD 2
A 6h 0,5 % kol. Il mirovanje 93,3
B 6h 0,5 % kol. I mirovanje 90,4
C 6h 0,5 % kol. Il mirovanje 94,6
povp. 93
SD 2
A 21h 0,5 % kol. Il mirovanje 97
B 21h 0,5 % kol. Il mirovanje 88,9
C 21h 0,5 % kol. Il mirovanje 79,3
povp 88
SD 9
A 3h 0,5% kol. I + TR mirovanje 94
C 3h 0,5% kol. Il + TR mirovanje 69,2
povp 82
SD 18
A 6h 0,5%kol. Il + TR mirovanje 94,2
C 6h 0,5% kol. Il + TR mirovanje 79,3
povp. 87
SD 11
A 21h 0,5%kol. Il + TR mirovanje 92,5
C 21h 0,5%kol. Il + TR mirovanje 76,9
povp 85
SD 11
A 3h 0,1 % kol. 1l vrtenje 91,2
B 3h 0,1 % kol. 1l vrtenje 92,6
C 3h 0,1 % kol. Il vrtenje 100
povp. 95
SD 5

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga B: Odstotek Zivih celic pmpri posameznih pogojih razgradnje

cas medij za odstotek zivih
vzorec razgradnje razgradnjo pogoji inkubacije celic (%)
A 6h 0,1 % kol. Il vrtenje 88
B 6h 0,1 % kol. Il vrtenje 89,2
C 6h 0,1 % kol. Il vrtenje 88,2
povp. 88
SD 1
A 21h 0,1 % kol. Il vrtenje 88,9
B 21h 0,1 % kol. Il vrtenje 94,4
C 21h 0,1 % kol. Il vrtenje 91,4
povp. 92
SD 3
A 3h 0,3 % kol. Il vrtenje 94
B 3h 0,3 % kol. Il vrtenje 92,6
C 3h 0,3 % kol. Il vrtenje 100
povp. 96
SD 4
A 6h 0,3 % kol. Il vrtenje 91,7
B 6h 0,3 % kol. Il vrtenje 94,7
C 6h 0,3 % kol. Il vrtenje 97
povp. 94
SD 3
A 21h 0,3 % kol. Il vrtenje 88,7
B 21h 0,3 % kol. Il vrtenje 93,6
C 21h 0,3 % kol. Il vrtenje 85
povp. 89
SD 4
A 3h 0,5 % kol. Il vrtenje 93,7
B 3h 0,5 % kol. 1l vrtenje 89,5
C 3h 0,5 % kol. Il vrtenje 75
povp. 86
SD 10

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga B: Odstotek Zivih celic pri pri posameznih pogoj#zgradnje

A 6h 0,5 % kol. Il vrtenje 92,6
B 6h 0,5 % kol. Il vrtenje 95,6
C 6h 0,5 % kol. Il vrtenje 97
povp. 95
SD 2

A 3h 0,5% kol. Il + TR vrtenje 91,8
C 3h 0,5% kol. Il + TR vrtenje 87,5
povp. 90
SD 3

A 6h 0,5%kol. Il + TR vrtenje 87
C 6h 0,5% kol. Il + TR vrtenje 88,4
povp. 88
SD 1

A 21h 0,5%kol. Il + TR vrtenje 91,4
C 21h 0,5%kol. Il + TR vrtenje 81,5
povp. 86
SD 7

A 3h 0,1 % kol. Il meSanje 91,7
B 3h 0,1 % kol. Il meSanje 90
C 3h 0,1 % kol. Il meSanje 100
povp. 94
SD 5

A 6h 0,1 % kol. Il mesSanje 81,5
B 6h 0,1 % kol. Il meSanje 81
C 6h 0,1 % kol. Il meSanje 78,6
povp. 80
SD 2

A 21h 0,1 % kol. Il meSanje 87,5
B 21h 0,1 % kol. Il mesSanje 93
C 21h 0,1 % kol. Il meSanje 72,7
povp. 84
SD 10

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga B: Odstotek Zivih celic pri pri posameznih pogojihgeanje.

A 3h 0,3 % kol. Il mesanje 94,2
B 3h 0,3 % kol. Il meSanje 88,2
C 3h 0,3 % kol. Il meSanje 60
povp. 81
SD 18

A 6h 0,3 % kol. Il meSanje 89,7
B 6h 0,3 % kol. Il meSanje 91,9
C 6h 0,3 % kol. Il meSanje 78,6
povp. 87
SD 7

A 21h 0,3 % kol. Il mesanje 90,8
B 21h 0,3 % kol. Il meSanje 91,8
C 21h 0,3 % kol. Il meSanje 78,9
povp. 87
SD 7

A 3h 0,5 % kol. Il meSanje 94,3
B 3h 0,5 % kol. Il meSanje 93,7
C 3h 0,5 % kol. Il meSanje 77,8
povp. 89
SD 9

A 6h 0,5 % kol. Il mesSanje 88,9
B 6h 0,5 % kol. Il meSanje 93,3
C 6h 0,5 % kol. Il meSanje 85,3
povp. 89
SD 4

A 21h 0,5 % kol. Il mesSanje 96,1
B 21h 0,5 % kol. Il mesanje 87,2
C 21h 0,5 % kol. Il meSanje 75
povp. 86
SD 11

(se nadaljuje)



nadaljevanjePriloga B: Odstotek zivih celic pri pri posameznih pogojizgeadnje.

cas medij za odstotek zivih

vzorec razgradnje razgradnjo pogoji inkubacije celic (%)
A 3h 0,5% kol. Il + TR meSanje 83,3
C 3h 05%kol. Il + TR meSanje 68,8
povp. 76
SD 10

A 6h 0,5%kol. Il + TR meSanje 92,3
C 6h 0,5% kol. Il + TR meSanje 76
povp. 84
SD 12

A 21h 0,5% kol. Il + TR meSanje 72
C 21h 0,5%kol. Il + TR meSanje 56,5
povp. 64

SD 11



Priloga C: Rezultati statistinih analiz podatkov Stevila izoliranih celic priggoneznih
pogojih razgradnje — Friedmanov test (p<0,05; #i&tio pomembne razlike so ozmme
rdete)

Fridmanov test

0,1% kol 11, 3h 0,1% kol 11, 6h 0,1% kol 11, 21h
N 3 N 3 N 3
A2 1,166667 A2 4,666667 A2 2
df 2 df 2 df 2
. : . . 4~ asimp.
asimp. sig. 0,558035 asimp.sig. 0,096972 sig 0,367879
0,3% kol Il, 3h 0,3% kol Il, 6h 0,3% kol Il, 21h
N 3 N 3 N 3
A? 0 A2 0,666667 A2 4,666667
df 2 df 2 df 2
asimp. sig. 1 asimp. sig.  0,716531 az'i;"p' 0,096972
0,5% kol Il, 3h 0,5% kol Il, 6h 0,5% kol Il, 21h
N 3 N 3 N 3
A2 0,666667 A2 2 A2 2,666667
df 2 df 2 df 2
asimp. sig. | 0,716531 asimp.sig.  0,367879 az'ig‘p' 0,263597
0,5% kol 11+ TR, 3h 0,5% kol It TR, 6h 0,5% kol Ik TR, 21h
N 2 N 2 N 2
A2 0 A2 0 A2 1
df 2 df 2 df 2
asimp. sig | 1 asimp. sig. 1 azlir;p. 0,606531




Priloga D: Rezultati statistinih analiz podatkov deleza Zivih izoliranih celig p
posameznih pogojih razgradnje — Friedmanov tes,(b; statistino pomembne razlike
SO oznaene rdée)

Fridmanov test

0,1% kol II, 3h 0,1% kol Il, 6h 0,1% kol Il, 21h
N 3 N 3 N 3
5 2 5 6 \? 4,666667
df 2 df 2 df 2
asimp. sig. 0,367879 asimp. sig. 0,04978707 | asimp. sig. 0,096972
0,3% kol Il, 3h 0,3% kol I, 6h 0,3% kol Il, 21h
N 3 N 3 N 3
5 0,666667 5 4,666667 5 4,666667
df 2 df 2 df 2
asimp. sig. 0,716531 asimp. sig. 0,096972 asimp. sid),096972
0,5% kol Il, 3h 0,5% kol II, 6h 0,5% kol Il, 21h
N 3 N 3 N 3
A2 2,666667 A2 2,666667 A2 4,666667
df 2 df 2 df 2
asimp. sig. 0,263597 asimp. sig. 0,26359} asimp. sid),096972
0,5% kol II+ TR, 3h 0,5% kol Ik TR, 6h 0,5% kol I+ TR, 21h
N 2 N 2 N 2
22 3 z? 1 A2 3
df 2 df 2 df 2
asimp. sig. 0,22313 asimp. sig. 0,60653 asimp. sig. 22303




Priloga E: Normalizirane vrednosti izraZzanja izbranih v vzbrpetih darovalcev in
razlicnih pogojih gojenja

vzorci biopsij
kol | kol Il agr ver els kol ll/kol | agr/ver
dar. 1 88,5818 29,423  7,5888 19,0781 23,0049 O,FHIA 0,39777546
dar. 2 77,918 13,7737 18,0772  3,7421 13,0308 0,17&347|L 2,15846717
dar. 3 61,7741 13,9952 15,57120,6113| 50,2715 0,2265544950,75547394
dar.4 | 399,9722 65,3381 64,85P218,9207| 477,9633| 0,163356603 0,54539958
dar.5 | 156,4498 2,3304 16,48482,3449 14,93 | 0,0148955130,73774329

mediana| 88,5818 13,995 15,57120,6113| 23,0049 0,1767717340,73774329

enoslojne kulture

dar. 1 24,9426 0,0465 0,1706 19,766 1,57p4  0,0018864D,00863098
dar. 2 30,6937 0,3924 1,7458 35,016 20,1062 0,C13828 0,0498634Y
dar. 3 85,1042 0,00466 0,0848 29,6314  1,8411 0,60m5% 0,0029630Y
dar.4 | 428,8882 10,2383 0,3921 42,524 68,8468 O9EEE3| 0,0092210¢
dar. 5 126,514 0,0546| 0,1846 66,9254 0,488  0,0E™3B[L 0,00275830
mediana| 85,1042 0,0544 0,1846 35,0116 1,8411 0,06@335 0,00863098

tridimenzionalne kulture (alginatni hidrogel)

dar. 1 5,083 161,486 42,96(0911,9204| 51,0751 31,76982097 3,60398141
dar.2 | 129,9341] 1888,213 919,5p®7,3947| 652,457 14,53208203 9,44123243
dar. 3 24,9688 5,8546) 15,9598  8,5289 3,193  0,234%76@,69877710
dar. 4 5,8294 13,6351 19,9829 204,5840156,024| 2,339022884 0,04879588
dar. 5 10,5553 7,4269 5,8741  4,5639 2,2479  0,70381801,28707903
mediana] 10,5553 13,6350l 19,9829 11,9204 51,051 22388@| 1,28707903




Priloga F: Rezultati statistinih analiz podatkov izrazanja posameznih genov —
Friedmanov in Wilcoxonov test

Fridmanov test

kol 1l kol | agr
N 5 N 5 N 5
A\ 7,6 A 2,8 A 7,6
df 2 df 2 df 2
asimp. sig. 0,02237 asimp. sig. 0,24659697 asimp. sig. 0,02237
ver els
N 5 N 5
A\ 1,2 Az 5,2
df 2 df 2
asimp. sig. 0,54881 asimp. sig.  0,07427
kol ll/kol | agr/ver
N 5 N 5
A 10 2\ 7,6
df 2 df 2
asimp. sig. 0,00674 asimp. sig. 0,02237
Wilcoxonov test
kol Il kol |
biopsija - | biopsija- | enosloj- | biopsija - biopsija- biopsija -
enosloj alginat alginat enosloj alginat enosloj
Z -2,0226 -0,6742| -2,0226 -1,21356 -1,48324 -1,B135
asimp. sig.| 0,04311 | 0,50018 | 0,04311| 0,22492 0,13801 0,22492
agr ver
biopsija - | biopsija- | enosloj- | biopsija - biopsija- biopsija -
enosloj alginat alginat enosloj alginat enosloj
Z -2,0226 | -0,13484 -2,0226 -0,6742 -0,40452 -0,2045
asimp. sig. | 0,04311 | 0,89274 | 0,04311| 0,50018 0,68583 0,68583
els
biopsija - | biopsija- | enosloj-
enosloj alginat alginat
z -1,75292| -0,94388  -2,0226
asimp. sig. | 0,079615| 0,34523 0,04311
kol Il/kol | agr/ver
biopsija -| biopsija- | enosloj- | biopsija - biopsija- biopsija -
enosloj alginat alginat enosloj alginat enosloj
Z -2,0226 | -2,0226| -2,0226 -2,0226 -1,21356 -2,0226
asimp. sig. | 0,04311 | 0,04311] 0,04311 0,04311 0,22492 0,04311
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