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Mati¢ne celice so primitivne celice, ki imajo velik potencial zorenja v specializirane
celice in so naravni nacin obnavljanja tkiv ter zato uporabne v regenerativni
medicini.

Namen naSega dela je bil izdelati ustrezen protokol za diferenciacijo embrionalnih
mati¢nih celic (EMC) in odraslih, mezenhimskih mati¢nih celic (MMC) v Ziv¢ne
celice ter s tem dokazati potentnost oziroma plasti¢nost teh celic.

Uspesnost umetne diferenciacije EMC in MMC v Ziv¢ne celice smo preverili na tri
nacine. Ves Cas poskusa smo S svetlobnim mikroskopom opazovali in fotografirali
morfoloske spremembe celic v kulturi. Diferenciacijo smo kvalitativno ovrednotili z
imunofluorescentnim barvanjem s specifiénimi oznacevalci. Izrazanje specificnih
genov pa smo kvantitativno ovrednotili z verizno reakcijo pomnoZevanja v realnem
¢asu (TagMan® PCR).

Uspesno umetno diferenciacijo EMC v zivéne celice smo potrdili na vse tri nacine,
medtem ko je bila umetna diferenciacija MMC neuspeSna. Pri slednji smo poskusili
z enakim protokolom kot smo ga uporabili za umetno diferenciacijo EMC in nato Se
s protokolom, namenjenem diferenciaciji odraslih MC, vendar pa ne kvalitativno ne
kvantitativno nismo dokazali prisotnosti Ziv¢nih celic v kulturi.
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Stem cells are primitive cells with a large potential to mature into specialized cells.
They represent a natural way of tissue regeneration and are therefore useful in
regenerative medicine.

The scope of our project was to create an appropriate protocol for differentiation of
embryonic stem cells (ESC) and adult mesenchymal stem cells (MSC) into nerve
cells and consequently demonstrate the potency and plasticity of these cells.

The successfulness of artificial differentiation of ESC and MSC into nerve cells was
assessed in three different ways. Throughout the experiment we observed and
photographed morphologic changes of cells in the culture using a light microscope.
Differentiation was qualitatively assessed by using immunoflourescent staining with
specific markers and inverted fluorescence microscope. The expression of specific
genes was quantitatively assessed using real-time polymerase chain reaction
(TagMan® PCR).

Successful artificial differentiation of ESC into nerve cells was confirmed by all
three methods, whereas the artificial differentiation of MSC failed. For the latter we
used an identical protocol we had used for ECS differentiation and after that we also
applied a special protocol for differentiation of adult mesenchymal cells; however
we were not able to either qualitatively or quantitatively demonstrate the presence of
nerve cells in the culture.



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v \

zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

KAZALO VSEBINE

Klju¢na dokumentacijska informacija
Key words documentation

Kazalo vsebine

Kazalo preglednic

Kazalo slik

Kazalo prilog

OkrajSave in simboli

Slovaréek

1 UvOoD
1.1 NAMEN DELA
1.2 HIPOTEZA

2 PREGLED OBJAV
2.1 SPLOSNE ZNACILNOSTI MC
2.2  EMBRIONALNE MATICNE CELICE
2.2.1 Opis zgodnjega embrionalnega razvoja pri ¢loveku
2.3 MATICNE CELICE ODRASLIH TKIV IN ORGANOV

2.3.1 Mezenhimske mati¢ne celice

2.4  RAZLIKE MED CLOVESKIMI MATICNIMI CELICAMI ODRASLEGA IN

EMBRIONALNIMI MATICNIMI CELICAMI
25  ZIVCEVIE

2.5.1 Zgradba Zivéevja

2.5.2 Razvoj Zivéevja

2.5.3 Maticne celice Zivéevja

2.6 DIFERENCIACIJA MATICNIH CELIC V ZIVCNE CELICE IN VITRO

2.6.1 Diferenciacija embrionalnih mati¢nih celic v Zivéne celice in vitro

2.7 ZDRAVLJENJE OKVAR ZIVCEVJA Z MC

3 MATERIAL IN METODE
3.1  DIFERENCIACIJA MC V ZIVCNE CELICE IN VITRO
3.1.1 Material

3.1.2 Diferenciacija EMC v Ziv¢ne celice
3.1.2.1 Priprava hranilnih plasti

3.1.2.1.1 Odmrzovanje vial s fibroblasti

X1

N

oo N O o W W

10
10
12
16
177
177
20

222
222
222

233
244

244



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v Vi
zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

3.1.2.1.2 Priprava medija za namnoZevanje fibroblastov 244
3.1.2.1.3 Tripsinizacija 244
3.1.2.1.4 Obsevanje in nasaditev mitotsko inaktiviranih fibroblastov 255
3.1.2.2 Gojenje EMC 266
3.1.2.2.1.Priprava medija za gojenje EMC (EMC SR serum replacement medij) 26
3.1.2.2.2 Presajanje (splittinig) EMC 266
3.1.2.3 Nasaditev in priprava EMC za diferenciacijo v Zivéne celice 277
3.1.2.3.1 Kontrolni medij 288
3.1.2.3.2 Medija za diferenciacijo 288
3.1.3. Diferenciacija odraslih MC v Ziv¢ne celice 30
3.1.3.1 Pridobivanje vzorcev kostnega mozga 30
3.1.3.2 Izolacija mononuklearnih celic iz vzorca KM 31
3.1.3.3 Gojenje celiciz KM 31
3.1.3.4 Zamrzovanje celic 32
3.1.3.5 Odmrzovanje celic 32
3.1.3.6  Diferenciacija mezenhimskih MC v ziv¢ne celice 32
3.2 KARAKTERIZACIJA DIFERENCIACIE 344
3.2.1 Spremljanje morfologije celic z uporabo svetlobnega mikroskopa 344
3.2.2 Imunoflourescentno barvanje celic 34
3.2.2.1 Material 344
3.2.2.2  Postopek imunosfluorescentnega barvanja 35
3.2.3 Kvantitativno dolo¢anje izraZzanja specifi¢nih genov 366
3.2.3.1 lzolacija RNA 36
3.2.3.1.1 Material 36
3.2.3.1.2 Priprava na izolacijo RNA 37
3.2.3.1.3 Postopek izolacije RNA 37
3.2.3.2 Reverzna transkripcija (prepis RNA v cDNA) 38
3.2.3.2.1 Material 38
3.2.3.2.2 Postopek prepisa RNA v cDNA 39
3.2.3.3 Analiza izrazanja genov z verizno reakcijo pomnozevanja v realnem ¢asu 39
3.2.3.3.1. Material 40
3.2.3.3.2 Postopek verizne reakcije pomnozevanja v realnem casu 41

4 REZULTATI 42
4.1 IDENTIFIKACIJA ZIVCNIH CELIC, DIFERENCIRANIH IN VITRO IZ EMC 42
4.1.1 Opazovanje morfologije celic 42
4.1.2 Imunofluorescentno barvanje 43
4.1.3 Kbvantitativna analiza izraZanja specifi¢nih genov 45

4.2 IDENTIFIKACIJA ZIVCNIH CELIC, DIFERENCIRANIH IN VITRO 1Z MMC 47



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v Vil
zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

4.2.1 Opazovanje morfologije celic Error! Bookmark not defined.
4.2.1.1 Opazovanje morfologije celic, diferenciranih po protokolu 1 47
4.2.1.2 Opazovanje morfologije celic, diferenciranih po Protokolu 2 48

4.2.2 Imunoflourescentno barvanje 49

4.2.3 Kvantitativna analiza izrazanja specificnih genov 49

5 RAZPRAVA 50
5.1  DIFERENCIACIJA EMC V ZIVCNE CELICE IN VITRO 50
5.2 DIFERENCIACIJA MMC 1Z KM V ZIVCNE CELICE IN VITRO 51
5.3 PRIHODNJE DELO 52
6 POVZETEK 544
7 VIRI 56

ZAHVALA 655



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v Vil
zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Razvrstitev mati¢nih celic glede na sposobnost diferenciacije................... 1
Preglednica 2: Somatske plasti in pripadajoca tKiva............cccccvervieierreenienienieeee e 3
Preglednica 3: Plasti¢nost matiCnih CeliC.........cciiiiriiiiiiiiiiieicceeeee e s 4
Preglednica 4: Razlike med hMC odraslega in hREMC...........cccccooiiiiiiiicicc e 9
Preglednica 5: Specifi¢ni oznacevalci Ziveénih CeliC.......oovvivieiieiiiiiriieiecieeeeeeee e, 19
Preglednica 6: Sestavine medijev za gojenje in diferenCiacijo.........cccocevervrieiencscnenncnn 29
Preglednica 7: Razmerja redéenja primarnih protiteles v PBS...........c.cccooieiiiiiiieieene. 36

Preglednica 8: Izrazanje oznacevalcev zivénih celic pri kulturi EMC, gojeni v

diferenciaCijSKem MEATJU. .......cuiiiieiiie e 44



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v IX
zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

KAZALO SLIK

Slika 1: Razvoje predimplantacijske blastociste pri [judeh...........ccccooviiiiiiniiiiniiieieee 6

Slika 2: Zgradba NEVIONE..........coiiiiiiieee e 11
Slika 3: Glavni derivati ektodermalne zarodne plasti...........cccoooeviriiiniiiinieieee e, 13
Slika 4: Nevrulacija pri VIetenCarji.........coocueecuieriiiriieiieie e 14
Slika 5: Shematski prikaz diferenciacije EMC V KUITUI.........ccoeiiiiiiiiiiiiecee, 18
Slika 6: Aplikacije MC za zdravljenje Zivenih OKVar...........cccccvevieiiieiiiieie e, 21
Slika 7: Mehansko presajanje EMC.........cccooiiiiiiiiiiieeiese e 27
Slika 8: Shema nasaditve EMC Vv g0jiln0 POSOTICO.........cceiviiiriiriiniiiisieeeiee e 28
Slika 9: Shema nasaditve MMC Vv gOjilN0 POSOUICO..........ccerviririiieicieiese e, 33

Slika 10: EMC v kontolnem mediju, 1 dan po zacetku diferenciacije...........ccc.cevvvrivirnenne. 42
Slika 11: EMC, 14 dni po zacetku diferenciacije.........cceovvervieeriveniieeniiesiienieeieesieeeveesiee s 42
Slika 12: EMC, 14 dni po zacetku diferenicacije.........c.eovvervieerieerieenieeiienieereesieeeveeniee 43
Slika 13: EMC, 22 dni po zacetku diferenciacije.........ccccuveevieeeriiieeiiiieniieeeiieeeiee e 43
Slika 14: EMC, 20 dni po zacetku diferenicacije v kontrolnem mediju............ccceveeuvnenne. 43
Slika 15: Relativno izraZanje gena vimentin glede na hiSni gen GAPDH........................... 46
Slika 16: Relativno izraZzanje gena MAP-2 glede na hiSni gen GAPDH..............ccoccee 46
Slika 17: Relativno izraZzanje gena GFAP glede na hiSni gen GAPDH..............c..cooceii. 46
Slika 18: Relativno izraZzanje gena Musashi 1 glede na hisSni gen GAPDH......................... 46
Slika 19: MMC, 14 dni po zacetku diferenciacije v kontrolnem mediju...........cceeeuveenneen. 47
Slika 20: MMC, 14 dni po zacetku diferenciacije v nevromediju 1.......cccccoovveneninnnennnn 47
Slika 21: MMC, 22 dni po zacetku diferenciacije v nevromediju 2.........cecvveevveeeenveennnnenn. 47
Slika 22: MMC, 22 dni po zacetku diferenciacije v kontrolnem mediju..........ccccevvveeneen. 47



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v X
zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Slika 23: MMC, 2 dni po zacetku diferenciacije v kontrolnem mediju...........ccccvveuvenneenee. 48

Slika 24: MMC, 2 dni po zacetku diferenciacije v mediju za tvorbo nevrosfer................... 48
Slika 25: MMC, 12 dni po zacetku diferenciacije v kontrolnem mediju...........ccoevrvernnnnen. 48
Slika 26: MMC, 12 dni po zacetku diferenciacije v kontrolnem mediju...........ccceevveeneen. 48
Slika 27: MMC, 32 dni po zacetku diferenciacije v kontrolnem mediju............cccevveuveneen. 49

Slika 28: MMC, 32 dni po zacetku diferenciacije v nevromediju...........cccoevevveresiiennennnne 49



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v

Xl

zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AP akcijski potenical

BDNF nevrotropni dejavnik (angl. Brain-derived neurotrophic factor)

BMP proteini iz druzine BMP (angl. bone morphogenetic protein)

CD oznacevalec pripadnosti (angl. Cluster of Differentiation)

CZS centralni ziveéni sistem

DMEM/F12  Dulbeccov modificiran medij: hranilna mesanica F-12 (angl. Dulbecco's
Modified Eagle's Medium: nutrient mixture F-12)

DMSO Dimetilsulfoksid

EB embrioidno telece (angl. Embryoid body)

EGF epidermalni rastni dejavnik

EMC embrionalna mati¢na celica

FBS fetalni goveji serum (angl. Fetal bovine serum)

FGF rastni dejavnik fibroblastov (angl. Fibroblast growth factor)

GFAP glijalne fibrilarne kisle beljakovine (angl. Glial fibrillary acidic protein)

h humani (pridevnik)

ICM notranja celi¢na masa (angl. Inner cell mass)

IMDM Iscove-ov Dulbeccov modificiran medij

KM kostni mozeg

MAP-2 z mikrotubuli povezan protein 2 (angl. Microtubule-associated protein 2)

MC maticna celica

MMC mezenhimska mati¢na celica

MNC mononuklerana celica
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NF-200 nevrofilament 200

NGF nevralni rastni dejavnik

PBS fosfatni pufer (angl. Phosphate buffered saline)

PCR verizna reakcija s polimerazo

PSD-95 postsinapti¢ni protein 95 (angl. Postsynaptic density protein 95)
PZS periferni Ziveni sistem

Wnt druzina proteinov Wnt

ZMC 7ivéna mati¢na celica
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SLOVARCEK
Pojem Razlaga
Adherenten (celice) Celice, ki se pri gojenju pritrdijo na podlago oz. dno gojilne posode.
Apoptoza Apoptoza je proces programirane celicne smrti, do katerega prihaja

pri veccelicnih organizmih. Gre za serijo biokemi¢nih dogodkov, ki
vodijo do morfoloskih sprememb, kot so izguba membrane, skréenja
celice, fragmentacija jedra, kondenzacija kromatina in fragmentacija
kromosomske DNA. Za razliko od apoptoze je nekroza celi¢na smrt,
do katere pride neprogramirano zaradi poskodbe celice. Apoptoza
je v zivljenjskem ciklu organizma koristna, ker odstranjuje
nepotrebne celice, ki jih organizem nadomesti z novimi. Vsak dan
tako odmre med 50 do 70 miljard celic odraslega ¢loveka. V enem
letu je to priblizno enako masi celega telesa.

Asimetri¢na celi¢na Celi¢na delitev, pri kateri nastaneta dve razli¢no diferencirani
delitev héerinski celici, od katerih je ena enaka svoji prednici in ohranjuje
njeno mati¢nost, to je sposobnost samoobnavljanja in vzdrzevanja
pluripotentnosti.

Astrocit Razvejana, zvezdasta celica ZivCevja. Astrociti tvorijo podporno
tkivo moZgan in hrbtenjace (astroglia). Imajo podporno funkcijo
(pomo¢ endotelijskim celicam pri vzdrZzevanju hematoencefalne
bariere, prehranjevanje zivcnih celic, zaras€anje in brazgotinjenje
poskodb zivCevja), poleg tega pa imajo tudi sposobnost prevajanja
signalov in izloCanja nevrotransmiterjev, podobno kot nevroni.
Avtologen TKkivo, celice ali organ, ki jih presadimo istemu osebku, ki jih je
daroval. Nanasa se lahko tudi na proteine, ¢e jih presadimo istemu
osebku, ki jih je daroval. » Avtologna uporaba« je uporaba tkiv in
celic, odvzetih in uporabljenih pri isti osebi.

Banka popkovnicne Ustanova, ki zbira, obdeluje in shranjuje popkovni¢no kri za

krvi kasnejso uporabo. Po letu 1990, ko so spoznali terapevtsko
ucinkovitost popkovni¢ne krvi pri zdravljenju krvnih in imunskih
boleznih s presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic, so nastale
Stevilne privatne in javne banke popkovni¢ne krvi. Javne banke
financira drzava in shranjujejo vzorce popkovnicne krvi, ki so nato
na voljo vsem potencialnim bolnikom, ki jih potrebujejo. Pri tem
gre za solidarnostno altruisti¢ni princip, podoben krvodajalstvu.
Darovani vzorci se shranijo pod anonimno kodo, darovalci pa
svojega vzorca ne morejo ve¢ uporabiti. Pri zbiranju vzorcev morajo
javne banke upostevati zelo stroge kriterije kakovosti, da so zbrani
vzorci primerni za vpis v mednarodni Register. Privatne banke
popkovnicne krvi shranjujejo celice za darovalce same, vendar proti
placilu. To shranjevanje sloni predvsem na na domnevi, da bo
mozno matic¢ne celice iz popkovni¢ne krvi ¢ez ve¢ let uporabiti za
regenerativno medicino.
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Blastocista

Stopnja embrionalnega razvoja zarodka tik pred koncem brazdanja,
pri ¢loveku je to 4. -5. dan po oploditvi, sestavlja jo od 80 — 150
celic. Zunanja plast (trofoblast) obdaja s tekoc¢ino napolnjeno votlino
(blastocel) in vecjo skupino celic, zbranih na notranji strani (notranja
celicna masa ali embrioblast). Notranja celi¢na masa je vir
embrionalnih mati¢nih celic in se razvije v zarodek, trofoblast pa se
vgnezdi v steno maternice in tvori placento. Predstopnji blastociste v
razvoju zarodka sta morula in blastula, sledi pa ji gastrula.

Blastomera

Po brazdanju oplojenega jaj¢eca nastane v prvih dneh po prvi delitvi
zigote najprej morula, ki vsebuje okrog 16 (8 — 32) blastomer, iz nje
pa blastula (priblizno 64 — 128 blastomer). Pri ¢loveku traja to
brazdanje okrog 3 - 4 dni. Blastomere so totipotentne celice — iz
vsake lahko nastane celoten osebek, vklju¢no z ekstraembrionalnimi
in embrionalnimi tkivi. Ce iz morule odstranimo eno samo
blastomero (npr. za namen predimplantacijske diagnostike ploda), to
razvoja morule v osebek ne moti in se ponavadi razvije v normalno
blastocisto.

Blastula

Zgodnja stopnja v prediplantacijskem razvoju zarodka. Pri ¢loveku
nastane okrog 4. dne po oploditvi iz predstopnje — morule. Celice
morule za¢nejo tvoriti votlinico, napolnjeno s tekocino (blastocel),
tako da je v prerezu blastula podobna Zogici. Z nadaljnimi delitvami
se okrog 5. dne po oploditvi blastula sesalcev razvije v blastocisto,
ki se vgnezdi v steno maternice.

Brazdanje (brazdanje
zigote)

Brazdanje (tudi blastulacija) imenujemo celi¢ne delitve med
razvojem zgodnjega zarodka, pred stopnjo blastociste. Pri mnogih
vrstah se zigota hitro deli, koli¢ina citoplazme pa se pri tem ne
povecuje — na ta nacin nastane skupek celic v velikosti zigote. Tako
nastale celice menujemo blastomere, kompaktni vecceli¢ni zarodek
pa morula. Brazdanje se zakljuci, ko se razvije blastocista.
Brazdanje je odvisno od koli¢ne rumenjaka v jajéni celici, zato ima
pri sesalcih doloc¢ene posebnosti. Prva je, da je poteka zelo pocasi v
primerjavi z drugimi zivalskimi skupinami (nove brazde se tvorijo
na 12 do 24 ur). Druga posebnost je orientacija brazd — brazdanje je
rotacijsko. Prva brazda poteka meridionalno, druga brazda pa eno od
blastomer razdeli meridionalno, drugo pa ekvatorialno in ta zapleteni
vzorec blastulacije se nadaljuje. Tretja posebnost je asinhronost
zgodnjih brazd — vse blastomere se ne delijo ob istem ¢asu, pa¢ pa
zaporedno. Cetrta posebnost je proces kompakcije, pri katerem so v
8-celi¢nem stadiju blastomere sprva le rahlo povezane, med njimi pa
so veliki intracelularni prostori. Nato se te celice sprimejo in tvorijo
kompaktno morulo.

Celica prednica (sin.
prekurzorska celica,
ancestralna celica,
materinska mati¢na
celica)

Izraz za vsako deleco se celico, ki se lahko razdeli in diferencira v
vsaj dve razli¢ni h¢erinski celici. V citologiji je prekurzorska celica
sinonim za delno diferencirano, ponavadi unipotentno celico, ki je
izgubila vecino multipotentnosti mati¢nih celic. Sposobna je
diferenciracije v eno ali dve konéni obliki. V embriologiji so
prekurzorske celice tista skupina celic, ki se diferencira v en organ.

Celi¢na kultura

Gojenje prokariontskih in evkariontskih celic in vitro v umetnem
gojiscu v raziskovalne, diagnosti¢ne, terapevtske ali proizvodno
biotehnoloske namene. V praksi se izraz celi¢na kultura nanasa na
gojenje evkarionstkih celic iz vecceli¢nih organizmov, predvsem
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zivalskih celic. Gojenje zivalskih celi¢nih kultur je postalo stalna
laboratorijska praksa v sredini 20. stoletja, tehniko pa so odkrili ze v
19. stoletju. Gojenje celic v celi¢ni kulturi vklju€uje izolacijo celic,
vzdrzevanje celic v kulturi pri ustreznih pogojih (37°C, 5% CO2) v
celiénem inkubatorju in manipulacijo gojenih celic. Celice lahko
gojimo v suspenzijski ali adherentni celi¢ni kulturi. Primarna celi¢na
kultura je kultura celic direktno po izolaciji. Primarne celi¢ne
kulture imajo omejen Zivljanjski Cas, saj po dolo¢enem Stevilu
celi¢nih delitev zapadejo v senescenco in se prenehajo deliti.
Celi¢na linija Definirana celi¢na populacija, ki jo daljse casovno obdobje
ohranjamo v kulturi in vitro. Po navadi pri teh celicah pride do
spontane transformacije oz. dediferenciacije v bolj primitivno
obliko, kar podaljsa zivljenjsko dobo celic.

Celi¢no zdravljenje Zdravljenje s presaditvijo razli¢nih celi¢nih vrst. Pri tem po navadi
(terapija s celicami) mati¢ne celice usmerimo v razvoj v razli¢nih konéno diferenciranih
celicne tipov, ki jih potrebujemo, da z njimi popravimo okvarjene
celice ali tkiva. Terapija s celicami je poleg genske terapije in
tkivnega inZenirstva tretja vrsta naprednega zdravljenja.

DAPI Barvilo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) je flurescentno barvilo,
ki se mo¢no veze na DNA. Uporabljajo ga pri fluorescencni
mikroskopiji za oznac¢evanje jedra celice. Ker prehaja skozi
neposkodovano celi¢no membrano, lahko z njim barvamo zive ali
fiksirane celice. Potem, ko ga vzbudimo z ultravijoli¢no svetlobo,
oddaja modro svetlobo. Pri tem se spekter delno prekriva s
spektrom fluoresceina, zelenega fluorescentnega proteina (GFP) in
rdecega barvila Texas Red. DAPI oznacuje tudi DNA virusov in
mikoplazem v celi¢nih kulturah. Ker vstopa v celico, je toksicen in
mutagen. Podobna barvilu DAPI so tudi Hoechstova barvila.

Dediferenciacija Proces, v katerem se diferencirane somatske celice vrnejo v manj
(celic) diferencirano, multipotentno stanje. Pri nizje razvitih zivalih kot so

¢rvi in dvozivke dediferenciacija sodeluje pri regenerativnih
procesih. Dediferenciacija poteka tudi pri rastlinah, v kulturi se
rastlinske celice namre¢ lahko dediferencirajo.

Diferenciacija (celic) Proces, v katerem se manj specializirana celica razvije v bolj
specializirano. Diferenciacija poteka stalno med razvojem
veccelicnih organizmov kot tudi v odraslem organizmu, ker se
odrasle mati¢ne celice delijo in tvorijo héerinske celice, ki se
diferencirajo in skrbijo za popravljanje poskodb. Med diferenciacijo
se spremeni velikost in oblika celice, membranski potencial,
metabolna aktivnost in odzivnost na signale. Te spremebe so
posledica spremenjenega izrazanja genov. Razli¢ne celice imajo
razli¢ne sposobnosti diferenciacije. Embrionalne mati¢ne celice so
pluripotentne in se lahko razvijejo v katerokoli celico v organizmu.
Odrasle mati¢ne celice so pri diferenciaciji Ze bolj omejene.
Ekspresija IzraZanje genov (0z. proteinov) je proces, v katerem se DNA
prepisuje v RNA , ta pa se prevaja v beljakovine. Geni lahko
mirujejo, ali pa se Zivahno izraZajo, posledi¢no pa tudi prepisujejo v
RNA in prevajajo v ustrezne beljakovine v celici in na njeni
povrsini. Izrazanje genov nadzira in urejuje zapleten celi¢ni aparat,
sestavljen iz transkripcijskih (prevajalnih) faktorjev in Stevilnih
drugih spodbujevalcev in zaviralcev izrazanja.
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Ekstraembrionalna
tkiva

Tkiva v maternici, ki nastanejo iz zigote, ne tvorijo pa zarodka,
temve¢ podpirajo njegov razvoj: placenta, popkovnica in amnion.

Ektoderm

Zunanja od treh embrionalnih plasti, ki se med drugim razvije v
ziveéni sistem in kozo. Ektoderm se razvije v povrhnjico koze
(epidermis), v nohte, lase, epitelij nosu, ust in analnega kanala,
ocesno leCo, mreznico, mle¢no Zlezo in Zivéni sistem.

Embrioidno telesce

Okrogel skupek celic, ki nastane iz embrionalne mati¢ne celice, ¢e
jo gojimo v suspenzijski kulturi. Embrioidna telesca vsebujejo
celice vseh treh embrionalnih (zarodnih) kli¢nih plasti. Embrioidna
telesca ne nastajajo pri normalnem razvoju, ampak se razvijejo samo
Vv razmerah in vitro.

Endoderm

Notranja od treh embrionalnih plasti. Endoderm tvorijo celice, ki
vzdolz pracrevesa (arhenteron) migrirajo v v notranjost zarodka.
Najprej so celice sploscene, nato pa postanejo stebricaste. Endoderm
se razvije v epitelij prebavne cevi (izjema so deli v ustih in
poziralniku in zadnji del rektuma, ki so obdani z uvihanim
ektodermom), v zleze z izvodili v prebavno cev (trebusna slinavka
in jetra), epitelij sluSnega sistema, epitelij sapnika in pljuc, $¢itnico
in obsCitnice ter v mehur in del secnice.

Fibroblast

Celica vezivnega tkiva splos¢ene podolgovate oblike s
citoplazemskimi izrastki in ovalnim jedrom. Fibroblasti sintetizirajo
ekstracelularni matriks v Zivalskih tkivih in imajo pomembno vlogo
pri celjenju ran. So najbolj pogost tip celic v zivalskem vezivnem
tkivu. Od epitelnih celic se razlikujejo po tem, da ne tvorijo enojnih
plasti ter da niso polarizirani in pripeti na bazalno lamino. Pocasi
lahko tudi migrirajo skozi substrat, ¢esar epitelne celice ne zmorjejo.
Epitelne celice obdajajo votline, medtem ko fibroblasti tvorijo
vezivno tkivo ogranizma.

Imunohistokemija

Biolosko imunoloska metoda, pri kateri uporabljamo imunsko
kemicna barvanja za proucevanje razlicnih tkiv in celic. V principu
oznacimo iskani protein s protitelesom, ki se specificno veze na
dolocen antigen, na to protitelo pa je vezan encim (npr.
peroksidaza), ki lahko katalizira barvno reakcijo, s katero dokazemo
prisotnost iskanega antigena. Protitelo je lahko tudi oznaceno s
fluorescentim barvilom (npr. fluorescein, rodamin, itd.). Metoda se
uporablja pri diagnozi nenormalnih celic, npr. pri diagnostiki raka,
ali v bazi¢ni znanosti za dolo¢anje raznih celi¢nih oznacevalcev in
drugih proteinov.

In vitro

In vitro (latinsko: v steklu) je besedna zveza, ki se v naravoslovju
nanasa na procese v epruveti oziroma v umetnem okolju
(laboratoriju). Bioloske procese iz narave lahko torej ponazorimo in
analiziramo s poskusi in vitro. Poiskusi in vitro so osnova
eksperimentalne naravoslovne znanosti.

In vivo

V zivem osebku oz. v naravnem okolju.

Izvorna celica
(sin. primordialna
celica, praizvirna
celica)

Praizvirna (primordialna) celica, iz katere lahko nastanejo celice
potomke. Ta termin pogosto napacno uporabljajo namesto pojma
"maticna celica" (glej tam). [zraz »praizviren« se nanasa na zacetek
zivljenja, pri celicah so misljene najbolj primitivne, torej
totipotentne celice od stopnje oplojenega jaceca do stopnje blastule
(celice imenovane blastomere, do 3-4. dneva po oploditvi).

Op. lzraz je zastarel in izhaja iz Casa, ko niso natan¢no poznali

XVI
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razvoja maticnih celic in embriologije. Izvorna celica ni nujno tudi
maticna (nima sposobnosti asimetri¢ne delitve in samopodvojevanja
ter diferenciacije).

Kli¢ni list Klini¢ni list je ena od treh prvotnih embrionalnih zarodnih plasti
(imenovanih tudi "somatskih plasti"), ki se za¢no oblikovati v
blastocisti po 5. — 7. dnevu razvoja, ko se celice notranje celi¢ne
mase namnozijo do Stevila okrog 100 in pri¢no organizirati glede na
svojo lego znotraj — zunaj, levo — desno, ter spredaj — zadaj.
Poznamo tri kli¢ne liste: endoderm, ektoderm in mezoderm (glej
tam).

Kostni mozeg Mehko tkivo, ki se nahaja v dolgih kosteh. V kostnem mozgu poteka
hematopoeza. Kostni mozeg vsebuje med razli¢nimi odraslimi
celicami tudi ve€ vrst mati¢nih celic, npr. mezenhimske, krvotvorne
in druge maticne celice.

Linija (celi¢na linija) | Vse celice ene celi¢ne vrste, ki so potomke ene skupne predniske ali
maticne celice.

Linijsko usmerjena Celica, ki kaze vse znacilnosti pripadnosti nekemu tkivu oz.
celica doloceni celiéni vrsti (liniji).
Mati¢nost Sposobnost vzdrzevanja pluripotentnosti navkljub delitvam. Mati¢ne

celice vzdrzujejo mati¢nost s pomocjo aktivnega izrazanja
dolocenih genov in z razli¢nimi drugimi mehanizmi.

Mezenhim Mezenhim ali mezenhimsko vezivno tkivo, je vrsta embrionalnega
mehkega vezivnega tkiva, ki nastane vecinoma iz mezoderma,
vendar tudi iz dveh ostalih kli¢nih listov zarodka. Sestavlja ga
osnovna medceli¢nina (matriks), ki vsebuje skupke fibril in
nespecializiranih celic, ki se lahko razvijejo v vezivno tkivo, kost,
hrustanec, limfni sistem in obtocila. Pojem je vezan na prenatalno
obdobije, po rojstvu najdemo le usmerjena tkiva.

Mezenhimska mati¢na | Mezenhimske mati¢ne celice spadajo med stromalne celice kostnega
celica (MMC) mozga in imajo dvojno vlogo: a) predstavljajo izvor celic
nekrvotvornih tkiv in b) so hkrati hranilne in podporne celice za rast
in diferenciacijo krvnih celic in ostalih tkiv, saj sintetizirajo razlicne
komponente zunajceli¢nega matriksa in razli¢ne rastne dejavnike. So
multipotentne, diferencirajo se lahko v celice kosti, hrustanca, miSic
in koze, verjetno pa tudi v celice drugih kli¢nih listov (ekto- in
endoderma), kar $e ni povsem raziskano. Delujejo tudi
imunomodulatorno na imunske celice — zmanj$ujejo imunski odziv
limfocitov B in T. So zelo uporabne za zdravljenje v regenerativni
medicini, pa tudi za zdravljenje avtoimunskih bolezni. Nahajajo se
tudi v kostnem mozgu, ki je vir mnogih vrst matic¢nih celic. V njem
so izvor celic nekrvotvorih tkiv, obenem pa so tudi del strome, saj
tvorijo razli¢ne rastne dejavnike, potrebne za rast in diferenciacijo
krvnih celic in ostalih tkiv.

Mezoderm Kli¢ni list mezoderm je srednja od treh embrionalnih plasti, ki se
razvije med gastrulacijo in lezi med endodermom in ektodermom.
Mezoderm se kasneje razvije v kostni mozeg (kri), vranico in druge
limfne organe, srce in ozilje, skeletno muskulaturo, v vezivna tkiva,
kost, hrustanec, sec€ila in spolovila, skorjo nadledvic¢ne Zleze, ter v
podkoZzje. Zanimivo je, da dolocene celice mezoderma zadrzijo tudi
sposobnost diferenciacije v razli¢ne smeri. Mezoderm je odgovoren
za vzpostavljanje vzorcev razvoja organizma v smislu prostorske
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ureditve dolocenih tkiv.

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

Oligodendrocit Podporna celica v osrednjem Ziv&evju, ki tvori mielinsko ovojnico.
Mielinska ovojnica omogoca hitrejSe prevajanje signala po aksonih,
saj signal preskakuje od zazetka do zazetka v ovojnici. Pri visjih
vretencarjih v perifernem Zivénem sistemu enako funkcijo opravljajo
Schwannove celice. Oligodendrocit lahko obda okrog okoli 50
aksonov, medtem ko se Schwannova celica lahko ovije samo okoli
enega aksona.

Oznacevalec (marker) | V celi¢ni biologiji uporabljamo ta izraz za genotipske (doloceni
specificni geni) ali fenotipske (doloCene specifi¢ne beljakovine)
oznacevalce, ki so znacilni za dolocen tip celic. Nahajajo se lahko na
povrsini celice, v citoplazmi ali v celinem jedru. Na podlagi
njihovega izrazanja lahko prepoznamo doloceno vrsto celic pa tudi
doloceno patolosko dogajanje v njih. Poznamo npr. oznacevalce
pluripotentnosti, tkivno specifi¢ne oznacevalce, tumorske
oznacevalce, in druge. Najbolj poznani celi¢ni oznacevalci so
molekule CD (cluster differentiation markers).

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

Plasti¢nost Sposobnost tkivnih matiénih celic (MC odraslega), da se spremenijo
v celico drugega kli¢nega lista ali da se spremenijo v odrasle celice
drugega tkiva, kamor jih pred tem prenesemo. Te znacilnosti
pokazejo tkivne matic¢ne celice kot odgovor na fizioloske potrebe ali
drazljaje. Mehanizem plasti¢nosti ni popolnoma pojasnjen in je
sestavljen verjetno iz dediferenciacije, transdiferenciacije,
transdeterminacije ter morda celo celi¢ne fuzije med odraslimi in
matic¢nimi celicami.

Pluripotentna mati¢na | Celica, sposobna tvoriti vse telesne celice, vklju¢no z germinalnimi
celica celicami. Primer so embrionalne matiéne celice. Znanstveni dokaz,
da so neke celice pluripotentne, je njihova sposobnost diferenciacije
v celice vseh treh embrionalnih plasti (endoderm, ektoderm in
mezoderm). Oznadevalci pluripotentnosti so molekule TRA-1-60,
TRA-1-81, SSEA4, alkalna fosfataza, TERT ter transkripcijski
faktorji OCT4 (POU5F1), NANOG, SOX2 in REXI.
Pluripotentnost humanih embrionalnih mati¢nih celic vzdrzuje
kompleksen sistem celi¢nih mehanizmov, sestavljen iz zunanjih
(ekstrinzi¢nih) signalov, sistem receptorjev in specificnih signalnih
poti (Wnt, ECM, BMP, FGF, TGF, Nodal in Lif), ter skladni sistem
jedrnih transkripcijskih faktorjev.

Potentnost Sposobnost mati¢nih celic za diferenciacijo.
Rastni dejavnik Rastni dejavniki (faktorji) so molekule, ki delujejo preko specifi¢nih
(faktor) receptorjev na povrsini celice. Spadajo v skupino citokinov. Ce se

rastni dejavnik sprosti v kri, lahko deluje na oddaljene tarce
(endokrini nac¢in delovanja), na sosednje celice (parakrini nacin
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delovanja), difundira na kratke razdalje (jukstakrini nacin
delovanja), ali celo deluje tudi na samo celico, ki ga izloca
(avtokrino delovanje). Delovanje rastnih dejavnikov je zelo
pomembno pri celjenju poskodb in regeneracijo poskodovanih tkiv.
Vrsta rastnih dejavnikov je udelezena pri hematopoezi. Rastni
dejavniki zacnejo delovati preko poti prenosa signalov, spremenijo
transkripcijske faktorje, ki nato sprozijo gene, ki doloc¢ijo usodo
diferenciacije celic.

Regenerativna Veja medicine, ki se ukvarja z obnovo fizioloskih funkcij organov in
medicina tkiv in pri tem lahko uporablja tudi in vitro gojene celice, metode
tkivnega inZenirstva, razli¢ne naravne rastne dejavnike in druge
biotehnoloske metode. Regenerativna medicina je odvisna od
razvoja embriomike, to je poznavanja razvojnih poti vseh celic v
organizmu, ter od tehnoloskih resitev biotehnologije. Razvila se je
tudi na podlagi spoznanj o kloniranju sesalcev. Za razliko od drugih
vrst zdravljenja, ki ponavadi ne odstranijo vzroka bolezni
(zdravljenje z farmacevtskimi preparati in kirurgija), naj bi
regenerativna medicina v prihodnje posegla v kavzalno zdravljenje
bolnikov.

Op.: Presajanje tkiv in organov, ki niso bili vzojeni za specifi¢no
uporabo terapije, ne sodi v podro¢je regenerativne medicine.
Samoobnavljanje Posebna sposobnost maticne celice, da s celicno delitvijo nastane
(samopomnoZevanje) | vsaj ena hcerinska celica, ki je popolnoma enaka materinski in ima
enako latentno sposobnost diferenciacije. VzdrZzevanje mati¢nosti je
rezultat sodelovanja Stevilnih mehanizmov in izrazenosti t.i.
pluripotentnih genov. Celi¢na delitev je po navadi asimetri¢na in
zato se druga potomka lahko usmeri v doloceno smer razvoja.
Signalna pot Signalna pot je kaskada dogodkov, ki omogo¢i, da doloCen signal iz
okolice sprozi dolo¢ene znotrajceli¢ne uéinke, kot so npr. aktivacija
genov, spremembe metabolizma, proliferacija ali smrt celice,
spodbujanje ali zaviranje njenega gibanja, in druge ucinke. Kot
posledica aktivirane signalne poti se lahko za¢nejo izrazati $tevilni
geni, kar sprozi Stevilne sekundarne ucinke. Klasi¢en primer je npr.
povecana izraba glukoze iz krvi, ki jo sprozi hormon inzulin, ali
migracija nevtrofilcev na mesto okuzbe, ki jo sprozijo razni izlocki
bakterij. Sodelujoce gene in zaporedje vseh dogodkov v signalni poti
ponavadi imenujejo tudi "genetski program". Tipi¢ne signalne poti
so npr. signalne poti BMP, FGF, TGF, Wnt in druge. Signale
sprozijo razli¢ni ligandi (signalne molekule), ki se vezejo na
receptorje na povrsini celic. Vezava liganda na receptor sprozi
kaskado aktivacije encimov, ki delujejo kot sekundarni prenasalci
signalov do kon¢nega bioloskega ucinka v celici. Vecina sesalskih
celic potrebuje stalno drazenje z ligandi, sicer nastopi celi¢na smrt.
Zaradi motenj v prenosu signalov lahko pride do $tevilnih bolezni.

Somatska linija Telesne celice, ki pripadajo (istemu) tkivu ali organu.

(somatska plast)

Stromalne celice Mesana populacija dolo¢enih mati¢nih celic (mezenhimske mati¢ne
kostnega mozga celice) in drugih nekrvotvornih celic v kostnem mozgu. Stromalne

celice tvorijo niSo mati¢nih celic v kostnem mozgu ter podpirajo
rast in razvoj krvotvornih mati¢nih celic in krvnih celic prednic.
Totipotentna mati¢na | Celica, sposobna tvoriti celoten organizem vklju¢no z
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Celica ekstraembrionalnim tkivom (trofoblast). Totipotentne celice v naravi
so samo zigota in blastomere, ki nastanejo v zgodnjih celicnih
delitvah zarodka do stadija morule. Po nastanku blastociste pride do
prve diferenciacije celic in izgube totipotentnosti. Pri rastlinah so
totipotentne meristemske celice.

Zarodna plast Ena od treh embrionalnih kli¢nih plasti, ki se za¢no pri ¢loveku
(sin. kli¢na plast, oblikovati v blastocisti okrog 5. — 7. dneva po oploditvi.
kli¢ni list)

Zivéna mati¢na celica | Mati¢na celica v odraslem Zivénem tkivu, ki se lahko diferencira v
nevrone in podporne celice glije.

Vir: Rozman in Jez, 2010
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1 UVvOD

Regeneracija je fizioloSki proces, pri katerem se nadomestijo izgubljeni ali poskodovani
telesni deli. Nekatere zivali in rastline imajo izredne regenerativne lastnosti, ki ¢loveka
navdusujejo Ze vrsto let. Med vretencarji so kot prvaki regeneracije znane repate dvozivke,
na primer pupek in aksolotl. To je ze leta 1768 prvi opisal Spallanzani (Tsonis, 2000).
Odrasel pupek lahko nadomesti svoje okoncine, rep, ¢eljusti, oesno mreznico ter le¢o in
dele srca (Brockes, 2001). Regenerativne sposobnosti so zapisane v genomu Zzivih bitij.
Omogocajo jih doloceni molekularni mehanizmi, ki so se razvili Ze pri enoceliCarjih, Se
posebej pa pri mnogocelicarjih. Ceprav so se molekularni mehanizmi regeneracije do
dolo¢ene mere ohranili tudi pri sesalcih, so le-ti izgubili sposobnost popolne regeneracije
udov in organov. Vendar pa jim je narava ohranila ucinkovito celjenje ran in poskodb z
doloceno specializirano skupino celic — mati¢nih celic, ki jih v sebi ohranimo celo Zivljenje
in, ki omogocajo, da se tkiva in organi kljub Stevilnim okvaram in poskodbam obnavljajo
(Bongso in Richards, 2004).

Mati¢ne celice (MC, angl. stem cells) so nediferencirane celice zarodka (embrija) ali
odraslega, ki imajo sposobnost dolgotrajnega deljenja (neskon¢no dolgo podvajanje), pri
¢emer gre za asimetri¢ne delitve oziroma tvorbo sebi identi¢nih kopij (samoobnavljanja),
ki ohranjajo lastnosti MC, in hkrati diferenciacijo v bolj usmerjene tkivne celice (Strbad in
Rozman, 2005; Zipori, 2005).

Pomembna lastnost MC je tudi plasti¢nost — spodobnost odraslih MC, da se diferencirajo
tudi v celice drugih tkiv, ne samo v celice tkiva, iz katerega izhajajo. Pri tem se celice
bodisi dediferencirajo bodisi transdiferencirajo kot odgovor na spremembo okolja, na
primer pri presaditvah celic v novo mikrookolje. Plasticnost pomeni, da so MC poleg
samoobnavljanja, proliferacije in diferenciacije sposobne tudi pridobiti fenotip celic iz
drugacnega tkiva, v dolo¢enih primerih pa celo preskociti iz ene zarodne plasti v drugo.
Sposobnost celic za diferenciacijo v razlicne vrste celic oziroma potentnost z diferenciacijo
upada (Strbad in Rozman, 2005).

Maticne celice lahko glede na potentnost oziroma sposobnost diferenciacije razdelimo na
toti-, pluri-, multi- in uni-potentne. Totipotentne celice se lahko diferencirajo v vsa
embrionalna in ekstraembrionalna tkiva, pluripotentne celice se lahko diferencirajo v tkiva,
Ki pripadajo vsem trem embrionalnim plastem, iz multipotentnih celic se lahko razvijejo
celice, ki pripadajo le pripadajo¢i embrionalni plasti, unipotentne celice pa so tkivno
specificne in se lahko razvijejo samo v eno celicno linijo. Delitev je prikazana v
Preglednici 1.

Preglednica 1: Razvrstitev mati¢nih celic glede na sposobnost diferenciacije (Rozman in sod., 2007)

Totipotentne Sposobne so tvoriti celoten osebek in ekstraembrionalno tkivo. Lahko se
diferencirajo v vse celiéne vrste, vkljuéno s spermiji in jajéeci. Clovesko telo
sestavljajo razli¢ne vrste celic (teh je vec kot 200) in vse izvirajo iz ene same
celice zigote oz. oplojenega jajeca. Totipotentno je torej oplojeno jajéece.
Pluripotentne Sposobne so se diferencirati v vse tri zarodne plasti (mezoderm, ektoderm in
endoderm), ne morejo pa se vec razviti v trofoblast (del blastociste, ki se
vgnezdi v steno maternice in se kasneje razvije v posteljico). Sem spadajo
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embrionalne mati¢ne celice.

Multipotentne (tudi Sposobne so se diferencirati v ve¢ celi¢nih vrst, vendar ne v vse. Take so npr.
oligopotentne) krvotvorne maticne celice.

Unipotentne (predniske | Sposobne so se diferenciati le v eno celi¢no vrsto. Take so npr. predniske
celice) epitelne mati¢ne celice.

Pri odraslem ¢loveku jih najdemo v vseh tkivih: epitelu (Slack, 2000), prebavilih
(Marshman in sod., 2002), skeletnih miSicah (Asakura in sod., 2001), oceh (Coles in sod.,
2004), jetrih (Herrera in sod., 2006), dojki (Bocker in sod., 2002), zobni pulpi (Miura in
sod., 2003), kozi (Alonso in Fuchs, 2003), lasnih mesic¢kih (Lavker in sod., 1993), periferni
krvi (To in sod., 1997), maS€obnem tkivu (Zuk in sod., 2002), testisih (De Rooij, 2003),
prostati (Hudson in sod., 2000), popkovni¢ni krvi (McGuckin in sod., 2005) ter v ovarijih
(Gosden, 2004). V teh tkivih so odgovorne za popravljanje poskodb in nadomescanje
odmrlih celic.

Embrionalne mati¢ne celice (EMC) so celice, ki izvirajo iz zgodnjega zarodka, to je pri
¢loveku 5 do 7 dni po oploditvi (Thomson in sod., 1998) in so poleg malignih celic edine,
Ki se jih v in vitro kulturi lahko vzdrzuje neomejeno dolgo. EMC se teoreticno lahko
razvijejo v katerokoli tkivo organizma. Imajo torej zelo visoko potentnost, so
pluripotentne. Ker je izolacija humanih EMC (hEMC) iz zarodkov eticno sporna, se
znanost nagiba k raziskavam drugih, laZje dostopnih tipov MC, na primer mezenhimskih
MC (MMC) iz kostnega mozga (KM). MMC so multipotentne in se lahko in vitro
diferencirajo v celice mezodermalne linije (osteoblaste, hondrocite, adipocite, miSi¢ne
celice). Raziskave kazejo, da se pod dolocenimi eksperimentalnimi pogoji lahko
diferencirajo tudi v celice drugih linij, na primer v ziv¢ne celice, torej v ektodermalno
linijo, kar kaze na njihovo plasti¢nost (Locatelli in sod., 2007).

Izdelava funkcionalnih tkiv in organov iz MC je glavni cilj regenerativne medicine. Eno
njenih temeljnih podroc€ij pa je nevrologija, ki vkljucuje raziskave in zdravljenje mnogih
nevrodegenerativnih bolezni, na primer Parkinsonove bolezni, Alzheimerjeve bolezni,
Huntingtonove bolezni, amiotrofne lateralne skleroze, multiple skleroze, poskodb
hrbtenjace in posledic kapi z metodami regenerativne medicine (Lindvall in sod., 2006).

1.1 NAMEN DELA

Namen naSega dela je izdelati ustrezen protokol za diferenciacijo EMC in MMC v Ziv¢ne
celice ter s tem dokazati potentnost oziroma plasti¢nost teh celic.

1.2 HIPOTEZA

Nasa delovna hipoteza je bila, da bo zaradi vecje potentnosti celic diferenciacija EMC v
zivene celice uspesnejsa kot diferenciacija MMC.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNE ZNACILNOSTIMC

MC so v telesu odraslega izredno redke, najvec jih je v KM pa Se tam le okrog 1 na 10 000
odraslih diferenciranih celic (Weissman, 2000). So nediferencirane in nespecializirane
celice, po obliki podobne majhnim limfocitom. Sposobne so dolgotrajnega asimetricnega
deljenja, pri ¢emer na eni strani nastajajo identi¢ne kopije celic (samoobnavljanje), na
drugi strani pa se tvorijo nove linije bolj diferenciranih celic; iz teh nastanejo celice
prednice (prekurzorji) specializiranih tkivnih celic, nato pa iz njih funkcionalne celice tkiv
(Strbad in sod., 2005).

MC je mozno osamiti, identificirati in jih iz njihovega naravnega okolja presaditi v novo
mikrookolje. Takrat pridobijo lastnosti, ki ustrezajo novemu okolju. Ta sposobnost
prilagoditve je posledica pomebne lastnosti MC, ki se imenuje plasti¢nost. Plasti¢nost
pomeni, da so MC poleg samoobnavljanja, proliferacije in diferenciacije sposobne
pridobiti tudi fenotip celic iz druga¢nega tkiva, v dolocenih primerih pa celo preskociti iz
ene zarodne linije v drugo (na primer iz mezoderma v ektoderm). Zarodne plasti in njim
pripadajoca tkiva so navedeni v Preglednici 2.

MC lahko razsirijo svojo potentnost kot odgovor na fizioloske drazljaje, pri ¢emer gre
bodisi za dediferenciacijo (razvoj odrasle ali linijsko usmerjene celice prednice v bolj
primitivne oblike) ali za transdiferenciacijo (sposobnost, ki omogoci diferencirani celici, da
pridobi fenotipske znacilnosti druge diferencirane celice). Plasticnost MC omogoca
edinstvene moznosti za zdravljenje razlicnih bolezni oziroma uporabo teh celic v
regenerativni medicini (Strbad in sod., 2005; Zipori, 2005). Uspesne in vitro diferenciacije
posameznih tipov MC kot dokazi plasti¢nosti so navedeni v Preglednici 3.

Preglednica 2: Somatske plasti in pripadajoca tkiva (Strbad in sod., 2005)

Zarodne plasti Pripadajoca tkiva

Endoderm Prizeljc

§¢itnica, obsCitniéne zleze
poziralnik, sapnik, pluca
secila, vagina, maternica
gastrointestinalni organi, jetra
trebusna slinavka

celice prebavil

celice dihal

kostni mozeg, kri

skroja nadledvicne zleze
limfni organi

skeletna, gladka in sr¢na misi¢na vlakna
vezivna tkiva, kosti, hrustanec
secila in spolovila

srce in zilje

koza

zivena tkiva (nevroektoderm)

Mezoderm

Ektoderm
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4

(somatski in nevralni)

hipofiza

sredica nadledvi¢ne Zleze

vezivna tkiva glave in obraza
oko, notranje uho

Preglednica 3: Plasti¢nost mati¢nih celic (prirejeno po Strbad in sod. 2005)

Izvor Vrsta MC Diferenciacija
kostni mozeg KMC miociti, kardiomiociti
KMC epitelne celice jeter, koze, pljuc,
poziralnika
KMC Hepatociti
KMC skeletne miSice
MMC adipociti, hondrociti, osteoblasti
MMC astrociti, nevroni
MMC skeletno misicje
MMC Miociti
MAPC epitelij pljuc, prebavila, astrociti,
oligodendrociti, nevroni, krvne celice
MAPC Hepatociti
angioblasti odrasli endotel, nove krvne zile
MozZgani ZMC rdece in bele krvne celice
ZMC skeletno misicje
Jetra KMC vse celi¢ne linije krvi
mascobno tkivo AMC in MMC adipociti, hondrociti, miociti, osteoblasti
AMC krvne zile
AMC Nevroni

Legenda: KMC — krvotvorna MC, MMC — mezenhimska MC, MAPC — multipotentna prednica odraslega,
ZMC — zivénaMC, AMC — mascobna (adipozna) MC

Znacilnost MC je tudi visoka telomerazna aktivnost. Telomeraza je encim, ki dodaja
nukleotide na telomerne konce kromosomov, kar omogoca samoobnavljanje. Poleg tega pa
imajo MC aktivne tudi Stevilne gene, ki kodirajo popravljalne mehanizme DNA, s ¢imer se
do neke mere preprecujejo genetske napake med Stevilnimi podvojevalnimi cikli med
samoobnavljanjem in diferenciacijo (Monitoring Stem Cell research, 2004).

Za MC je znacilna visoka aktivnost Se enega encima in sicer alkalne fosfataze. To je
hidrolazni encim, odgovoren za defosforilacijo nukleotidov, proteinov in alkaloidov v
alkalnih pogojih. Prisoten je v vseh telesnih tkivih, v ve¢jih koli¢inah pa ga najdemo v
celicah jeter, ledvic, kosti, placente in pri zarodku. Njegova aktivnost pa se povisa tudi pri
doloc¢enih bolezenskih stanjih (Thomson in sod., 1998).

MC lahko razdelimo v dve skupini: embrionalne MC, ki jih izoliramo iz zarodka (notranje
celi¢ne mase blastociste) in odrasle MC, ki jih izoliramo iz razli€nih tkiv odraslega osebka.
Nekateri avtorji pa navajajo Se tretjo skupino MC in sicer fetalne MC, kamor sodijo tudi
MC iz popkovni¢ne krvi in placente (Meng in sod., 2007).
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2.2 EMBRIONALNE MATICNE CELICE

Leta 1964 so ugotovili, da je mozno izolirati eno celico iz tipa raka, imenovanega
teratokarcinom in, da ta prezivi in raste v kulturi kot nediferencirana. Ta tip so celic so
imenovali embrionalne karcinomske celice (Andrews in sod., 2005).

Leta 1981 sta M. Evans in M. Kaufman ter neodvisno od njiju tudi G.R. Martin iz mi§jih
zarodkov prvi¢ izolirali embrionalne mati¢ne celice (Evans in Kaufman, 1982; Martin,
1981). Pravi preboj pa je uspel Jamesu A. Thomsonu, ki je leta 1998 razvil tehniko za
izolacijo in kultivacijo humanih EMC (hEMC). Vzpostavil je prvo linijo hEMC, ki so jo
pridobili pri postopku oploditve in vitro (IVF, angl. in vitro fertilization). Celice te linije so
osamili iz notranje celi¢ne mase zarodka (ICM, angl. inner cell mass) v stopnji blastociste
(Thomson in sod., 1998). Na tej stopnji sestavlja zarodek priblizno 150 — 250 celic
(Rozman in sod., 2007) in zarodne plasti novega organizma Se niso razvite. ICM obdajajo
celice trofoblasta, ki sluzijo vgnezdenju zarodka v maternico in kasneje tvorijo placento in
ekstraembrionalne strukture, ki povezujejo zarodek z materinim krvnim obtokom. EMC
lahko po izolaciji iz blastociste gojimo v kulturi.

Linije hEMC pa lahko vzpostavimo tudi iz zarodka v stopnji morule . To je Se zgodnjejsa
stopnja razvoja zarodka, ki vsebuje le okrog 16 celic in se z nadaljnimi delitvami razvije v
blastocisto (Strelchenko in sod., 2004).

V zadnjem c¢asu pa navajajo tudi izolacijo hEMC is posameznih izoliranih blastomer,
cetudi so morali te blastomere, da bi prezivele, gojiti v skupkih. Blastomere so celice na
razvojni stopnji zarodka, ki nastopi takoj po oploditvi jajéne celice oziroma s prvo
mitoticno delitvijo zigote. Iz njih nastane morula, ki jo sestavlja 16 (8-32) celic
(Klimanskaya in sod., 2006).

2.2.1 Opis zgodnjega embrionalnega razvoja pri ¢loveku

Po oploditvi, ki se zgodi v jajcevodu, se v presledkih nekaj ur v zigoti sprozi zaporedje
mitotskih delitev. Tako nastajajo v prvih dneh zaporedoma tvorbe iz 2, 4, 8, 16, 32 celic in
tako dalje. Rotacijsko brazdanje ¢loveskega (sesaléjega) zarodka je specifi¢no po tem, da
ima embrijo v doloCenih fazah brazdanja liho Stevilo blastomer (prvi dan 2 celici, drugi
dan 4 celice, sredi tretjega dne 9 celic, na koncu tretjega dne 16 celic, Cetrti dan 58 celic,
peti dan 107 celic,...). Te delitve imenujemo brazdanje, med novonastajajo¢imi celicami
nastajajo namre¢ znacilne brazde. Po 4. dnevu se delitve pospesijo, skupina celic pa
spominja na murvin plod, zato so ga poimenovali morula (lat. morus — murva). Med
pomikanjem proti maternici se plod razvija naprej in na razvojni stopnji morule dospe v
maternico, kjer se delitve nadaljujejo. Pri tem nastajajo Stevilne nove celice, medtem ko se
skupna prostornina ne spreminja. Masa torej ostaja enaka, mocno pa se poveca skupna
povrsina celicnih membran. Na stopnji, zgrajeni iz 64 celic, je povrSina 4-krat tolikSna kot
povrsina zigote. To je zelo pomembno za metabolna dogajanja in informacijski pretok, ki
je sorazmeren s povrsSino celic. Celicne delitve tako ob nespremenjenem volumnu
omogocijo pospeseno izmenjavanje snovi in informacij.
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V maternici se celicne delitve nadaljujejo, morula pa se preoblikuje v mehurckasto celicno
kroglico — blastocisto ali blastulo (gr. blastos — mehur). Njena stena je na enem mestu
zadebeljena in vbocena v notranjost, to je notranja celi¢na masa oziroma bodoci zarodek.
Na povrsini blastociste je plast drugacnih celic, imenovana trofoblast, ki omogoca vsaditev
blastociste v materni¢no sluznico in postane sestavni del placente. Blastocista je v
maternici 3-4 dni prosta, nato pa se pritrdi na materni¢no sluznico (7. dan po oploditvi
oziroma 7.-10. dan po ovulaciji). V tem ¢asu je endometrij maternice dobro pripravljen na
vgnezditev blastociste, materni¢na sluznica je dobro razvita in prekrvavljena, materni¢ne
miSice pa so zaradi delovanja progesterona sproS¢ene. Taksne razmere so nujne za uspesno
vgnezditev blastociste (Perrileux in sod., 1999).

Opis zgodnjega embrionalnega razvoja pri cloveku je prikazan na sliki 1.
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DAN 1 Maternica
DAN 34
@‘ ‘;2‘-. --->—_—-— :
O" J"?'f?n.a Q 5 ~N 0 -
e @) i el BTG W
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Slika 1: Razvoj predimplantacijske blastociste pri ljudeh (Stem..., 2001: A-4)
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Pridobivanje hEMC sesalcev torej poteka na vecC nacinov, po navadi gre za postopek
oploditve in vitro, kjer v laboratorijskem okolju zdruzijo jajcece in spermije ali pa za
kloniranje (Hwang in sod., 2004). Pri kloniranju jajéni celici odstranijo jedro, spermije pa
nadomesti jedro ali cela somatska celica. Z zlitjem celic nastane nova totipotentna celica,
ki se lahko razvije v nov organizem. Jedro Ze diferencirane somatske celice lahko torej s
prenosom v jajéno celico z odstranjenim lastnim jedrom programiramo na stanje, podobno
embrionalnemu. Tak pristop uporabljamo pri reproduktivnem kloniranju, znan primer je
ovca Dolly (Willmut in sod., 1997). Klonirane EMC, pridobljene iz blastociste, lahko
gojimo in vitro, jih razmnozimo in nato uporabljamo za zdravljenje bolnika, ki je prispeval
somatsko celico. Ta postopek se imenuje terapevtsko kloniranje (Jaenisch in sod., 2002).
Oba postopka sta pri ljudeh prepovedana.

Postopki kloniranja (tudi terapeviskega) nedvomno odiprajo Stevilne eti¢ne vidike in
vprasanja, zato trenutno le nekatere drzave dovoljujejo poskuse z hEMC. V zadnjem ¢asu
se je razvila tudi vrsta alternativnih metod, s katerimi lahko pridobimo hEMC, ne da bi pri
tem uniéili zarodek (Chung in sod., 2007).

Glavni namen pridobivanja hEMC je njihova uporaba za diferenciacijo in kasneje celi¢no
presaditev, vendar pa te celice kazejo tudi druge mozne aplikacije. Ker se lahko teoreticno
razvijejo v katerokoli celico vseh zarodnih plasti, pri tem naletimo na Stevilne stranske
ucinke, saj Se nimajo razvitih genetskih nadzornih mehanizmov. To se odraza v
nekontrolirani rasti celic in nastanku teratomov. Njihova klini¢na uporaba je zato Se
nedoreCena, v veliki meri pa so ze uporabne za razli¢ne raziskave zdravil in bolezni.

V zadnjem ¢asu so hEMC zelo natan¢no definirali in sicer imajo naslednje lastnosti:

e sposobnost samoobnavljanja

e sposobnost diferenciacije v vse tri zarodne plasti (ektoderm, mezoderm, endoderm)

e dokazano mati¢nost celic z razli¢nimi testi, kot so: morfoloske lastnosti, prisotnost
povrsinskih antigenskih oznacevalcev (na primer SSEA-1, -3, -4; Tra-1-60, -80),
prisotnost transkripcijskih faktorjev (na primer Oct-3 in -4), prisotnost encima
alkalne fosfataze, ustrezen kariotip, prisotnost genomskih oznacevalcev za vse tri
zarodne plasti, telomerazna aktivnost in na koncu $e tvorba teratomov in vivo, v
imunsko oslabljeni miski (SCID miski) (Ramalho-Santos in sod., 2002).

2.3 MATICNE CELICE ODRASLIH TKIV IN ORGANOV

Vsa tkiva odraslega ¢loveka vsebujejo doloCene MC, ki so odgovorne za obnavljanje
odmrlih celic in popravljanje tkivnih poSkodb. Vefinoma gre za unipotentne MC, v
nekaterih tkivih pa najdemo tudi dolocen, izredno majhen deleZ multipotentnih MC. Tako
tkivo je na primer kostni mozeg (KM). V KM se nahaja ve¢ vrst MC: mezenhimske MC,
krvotvorne MC, hemanginoblasti in embrionalnim MC podobne celice. Te razlicne vrste
MC je mogoce iz KM najprej izolirati, nato pa oznaciti glede na njihove oznacevalce in
tako loc€iti. Oznacevalci so dolocene celicne povrSinske molekule, imenovane CD (angl.
Cluster of Differentiation). Tako pridobljene in locene celice lahko uporabljamo za
nadaljne raziskave (Strbad in sod., 2005).
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2.3.1 Mezenhimske mati¢ne celice

Mezenhimske mati¢ne celice (MMC) sta leta 1966 prva opisala Friedenstein in Petrakova v
Rusiji (Friedenstein in sod., 1966), nadalje pa jih je karakteriziral Owen v Veliki Britaniji
(Owen, 1988), kjer so vzpostavili tudi sistem celi¢nih kultur za razmnozevanje in raziskave
teh celic.

Cloveske mezenhimske MC (hMMC), znane tudi pod imeni skeletne MC, stromalne celice
kostnega mozga ali po novem multipotentne mezenhimske stromalne celice (Dominici in
sod. 2006) so skupina klonogenih celic, prisotnih v stromi oziroma vezivnem tkivu
kostnega mozga, ki so sposobne multilinijske diferenciacije v celice znotraj mezodermalne
linije, na primer v osteoblaste, adipocite in hondrocite (Bianco in sod., 2001). Se vedno pa
je nekoliko vprasljiva njihova sposobnost diferenciacije v celice izven mezodermalne
linije, to je v ektoderm, na primer v Ziv¢éne celice ali v endoderm, na primer v hepatocite
(Dezawa in sod., 2004, Luk in sod., 2005).

hMMC so vretenaste, fibroblastom podobne celice, ki med rastjo in vitro oblikujejo
kolonije (Luira in sod, 1971).

MMC imajo dvojno vlogo: predstavljajo izvorne celice za ne-krvotvorna tkiva v kostnem
mozgu in so hkrati hranilne celice za podporo rasti in razvoja krvotvornih MC in krvnih
celic prednic v KM, saj sintetizirajo nekatere rastne faktorje in komponente zunajcelicnega
matriksa. Izredno pomembne so torej za ustvarjanje niSe MC kostnega mozga, saj
povecujejo prezivetje krvotvornih MC po presaditvi (Locatelli in sod., 2007).

Znacilnost MMC je njihovo selektivno pritrjanje na plasticne povrSine (v primerjavi s
krvotvornimi MC, ki nimajo te lastnosti), kar omogoca razmeroma enostavno izolacijo od
ostalih celic KM (Luria in sod., 1971, Kassem in sod., 1993, Rickard in sod., 1996). To je
tradicionalna metoda za izolacijo MMC, ki pa ima tudi svoje pomanjkljivosti, na primer
neizogibno kontaminacijo s krvotvornimi celicami in heterogenost celi¢ne kulture.
Klonoloske analize so namre¢ pokazale, da je v kulturi na plastiko pritrjenth hMMC iz
KM, le priblizno 30% klonov, multipotentnth hMMC (Kuznetsov in sod., 1997).
Heterogenost kulture se lahko zmanj$a z nadaljnim presajanjem celic (Jackson in sod.,
2007).

Trenutno je eno temeljnih raziskovalnih podrocij na podroc¢ju raziskav MC identifikacija
primernih specifi¢nih oznacevalcev hMMC, ki bi omogocali izolacijo hMMC. Ker
trenutno ne obstaja konkretni specificni oznacevalec, ki bi ga lahko uporabili za
neposredno izolacijo, se izkoriS¢a skupine oziroma kombinacije oznacevalcev, preko
katerih dobimo ¢imbolj homogeno populacijo MMC. Vendar pa tudi tu Se ni nekega
splo$nega konsenza o optimalni kombinaciji oznacevalcev MMC (Jackson in sod., 2007).

Te celice na primer ne izraZajo nekaterih krvotvornih povrSinskih oznacevalcev kot so
CD34, CD45 in CD14, izrazajo pa druge povrSinske oznacevalce, na primer CD29, CD73,
CD90, CD105, CD166 in CD44 (Foster in sod., 2005, Locatelli in sod., 2007).

Leta 1994 so razvili monoklonsko protitelo Stro-1 (Gronthos in sod., 1994), ki bi sluzilo
izolaciji populacije MMC (Stenderup in sod., 2001). Kolf in sodelavci predlagajo uporabo
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oznacevalca Stro-1 v kombinaciji z drugimi oznacéevalci, na primer CD73 ali CD106 (Kolf
in sod., 2007).

Mednarodno drustvo za celi¢no terapijo (angl. International Society for Cellular Therapy,
ISCT) pa predlaga tri kriterije za izolacijo in karakterizacijo MMC: a) pritrjanje na plastiko
b) prisotnost oznacevalcev CD105, CD73, CD90 in odsotnost oznaCevalce za monocite,
makrofage in limfocite B ter CD45 in CD34 c) celice morajo biti sposobne diferenciacije
vsaj v osteoblaste, adipocite in hondroblaste pod standardnimi in vitro pogoji (Kolf in sod.,
2007)

Ker Se vedno nobeden od nacinov izolacije ni idealen, so kulture MMC vedno
kontaminirane in ne moremo govoriti 0 100% homogenosti populacije MMC, zato ne
moremo zagotovo trditi, katere vrste celic se nahajajo v kulturi. Prav zato pa je vprasljiva
njihova domnevna plasti¢nost in diferenciacijska sposobnost (Jackson in sod., 2007).
Dobra stran hMMC pa je, da njihovo pridobivanje ni eticno sporno (vsaj ne v toliki meri
kot pridobivanje hEMC), zato predstavljajo vir za Stevilne aplikacije v regenerativni
medicini.

2.4 RAZLIKE MED CLOVESKIMI MATICNIMI CELICAMI ODRASLEGA IN
EMBRIONALNIMI MATICNIMI CELICAMI

Razlike med odraslimi MC in EMC so Stevilne. MC odraslega so multipotentne, v zelo
majhnem $tevilu se nahajajo v organih, od koder jih je tezko izolirati. Ciste celi¢ne linije
odraslih MC ne obstajajo in tudi ni znano, ali se in vitro ohranja normalen genetski profil
celic. Ker izrazajo nizko stopnjo telomerazne aktivnosti, se jim s staranjem tudi krajSajo
telomere, zato v kulturi dokaj hitro preidejo v senescenco in odmrejo. Po transplantaciji
domnevno ne predstavljajo nevarnosti tvorbe teratomov. Pri EMC lahko za pridobivanje
celic z zeljenim genotipom uporabimo metodo prenosa jedra, pri somatskih MC pa to ni
mogoce. Zaradi svojega izvora iz tkiv odraslega ¢loveka niso take eticno sporne kot EMC
in se uporabljajo v terapijah s transplantacijami. EMC so zaradi nacina pridobivanja, ki
vkljuc¢uje unicenje blastociste, eticno sporne. Poleg tega jih zaradi visokega tveganja
tvorbe teratomov ne radi uporabljamo za transplantacije. EMC so primerne za testiranje
farmacevtskih substanc, za razvojne Studije, za raziskave kongenitalnih bolezni, anomalij
in raka ter za produkcijo gamet in embrijev. EMC so pluripotentne, izrazajo visoko
telomerazno aktivnost, zato se jim med delitvijo ohranja dolzina telomer. V kulturi lahko
prezivijo dolgo €asa in pri tem ohranjajo normalen kariotip, v tkivnih bankah pa so na
voljo tudi komercialne celi¢ne linije. (Preglednica 4) (Bongso in Richards, 2004).

Preglednica 4: Razlike med hMC odraslega in hREMC (prirejeno po Bongso in Richards, 2004)

hMC odraslega hEMC

v majhnem Stevilu se nahajajo v organih in | ko so enkrat izolirane, kaZejo visoko

jih je tezko izolirati proliferacijo in so v izobilju

celi¢ne linije niso na voljo celicne linije na voljo, enostaven prenos
celic v vecji obseg

multipotentne, nizka plasti¢nost pluripotentne, SirSa plasti¢nost
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ohranjanje normalnega genetskega profila
pri gojenju in vitro ni znano

ohranjanje normalnega kariotipa tudi pri
visokem Stevilu pasaz

nizka stopnja telomerazne aktivnosti

visoka stopnja telomerazne aktivnosti,
neomejeno samoobnavljanje celic

s staranjem krajSanje dolZzine kromosomov

s pasazami ni krajSanja dolzine
kromosomov

senescenca in apoptoza zgodaj

pozna apoptoza

pridobivanje MC z dolo¢enim (zelenim)
genotipom ali pridobivanje diferenciranih
tkiv ni mozno

...mozno z jedrnim prenosom iz somatske
celice

po transplantaciji ni nevarnosti nastanka
teratomov

po transplantaciji nevarnost tvorbe
teratomov

tezko reverzibilne epigenetske spremembe
genoma

reverzibilne epigenetske spremembe
genoma

pridobivanje ni eti¢no sporno

pridobivanje eti¢no sporno (v skladu s

prevladujoco ideologijo posameznih drzav
0ziroma ustanov)

uporaba: transplantacijske terapije uporaba: testiranje zdravil, produkcija
gamet in embrijev, raziskave
ontogenetskega razvoja ter razli¢nih bolezni

in prirojenih napak

25 ZIVCEVIE

2.5.1 Zgradba Zivéevja

Zivéevje je kompleksen organski sistem, ki v telesu deluje kot kontrolni center in
komunikacijsko elektrokemijsko omrezje. Kljuéno vlogo ima pri regulaciji homeostaze, saj
organizmu omogoca, da v dinami¢nem okolju deluje kot celota. Zaznava, interpretira in
odgovarja na spremembe notranjega in zunanjega okolja. Jedro oziroma kontrolni center
zivénega sistema predstavlja centralni Zivéni sistem (CZS), sestavljen iz moZganov in
hrbtenjage. Preko elektri¢nih signalov, ki potujejo od CZS skozi periferni Zivéni sistem
(PZS), mozgani nadzorujejo efektorske celice in njihove fizioloske odzive.

PZS je sestavljen iz Zivcev - snopov Zivénih vlaken, ki povezujejo Zivéne centre s &utili in
z efektorji, na primer misicami in Zlezami. PZS se deli na somatsko Zivéevije, ki omogo¢a
odzivanje organizma na zunanje draZzljaje in na vegetativno ziv€evje, ki uravnava
delovanje notranjih organov in splosne zivljenjske funkcije.

Somatsko zivCevje sestavljajo mozganski in hrbtenjacni zivci. Somatski motonevroni
uravnavajo delovanje skeletnih miSic. Vse Zivéno-miSi€ne sinapse tega sistema so
vzpodbujevalne (ekscitacijske), nevrotransmiter v njih je acetilholin.

Vegetativno ziv€evje je sestavljeno iz sistema simpatika in parasimpatika. Ta del nadzira

.....

Stolov, 1982; Périlleux in sod., 1999).
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Osnovne funkcionalne entoe zivénega sistema so Zivéne celice oziroma nevroni, ve¢ino
celic pa predstavljajo podporne celice glije, ki z ohranjanjem ustreznega ekstracelularnega
okolja fizicno in metabolno podpirajo nevrone. Poleg podporne vloge celice glije tudi
pomembno prispevajo k razvoju Zivénega sistema in tudi sodelujejo pri prenaSanju
informacij (Pangrsi¢ in sod., 2007). Glija celic je ve¢ vrst, ki jih delimo glede na njihove
fizioloske in morfoloske lastnosti v mikroglijo in makroglijo.

Mikroglija so fagociti, ki se mobilizirajo ob poskodbi, infekciji ali bolezni (Parkinsonova
bolezen, Alzheimerjeva bolezen, multipla skleroza). V tej aktivirani fazi delujejo kot
pomembna sestavina tako naravnega kot pridobljenega imunskega odziva.

Izvirajo iz makrofagov izven CZS in embriolosko niso sorodni nevronom in ostalim celicam
glije.

Makroglija zdruzuje tri skupine celic: oligodendrocite, Schwannove celice in astrocite.
Oligodendrocite so manjie celice glije, ki v CZS tvorijo mielinske ovojnice okoli nevronov.
Schwannove celice prav tako tvorijo mielinske ovojnice, vendar v PZS. Najstevilénejse celice
glije pa so astrocite, ki so tako kot nevroni ektodermalnega izvora. S kompleksnim sistemom
receptorjev in kanal¢kov nadzorujejo integriteto CZS. Astrocite kontrolirajo razvoj in
vzdrzevanje sinapti¢nih povezav med nevroni, regulirajo ionsko sestavo v intracelularnem
prostoru, sodelujejo pri obnovi nevrotransmiterjev in modulirajo sinapticno transmisijo.
Pomembno nalogo imajo tudi pri odstranjevanju poskodovanih nevronov s fagocitozo. Kot del
citoskeleta astrocite vsebujejo intermediarne filamente iz glijalne fibrilarne kisle beljakovine
(GFAP) in zaradi visoke koncentracije teh filamentov nudijo tudi oporo nevronom in s tem
dolo¢ajo mozgansko strukturo (Kandel in sod., 2000; Nestler in sod., 2001).

Nevroni so osnovne funkcionalne enote zZivéevja in so sestavljeni iz treh delov: telesa
(some) nevrona, ki vsebuje strukture (jedro, ribosomi...), potrebne za sintezo
makromolekul, dendritov, ki sprejemajo signale iz okolice in jih prenasajo proti telesu
nevrona ter aksona, ki prenasa signale stran od telesa nevrona. Aksoni so lahko dolgi do 1
metra in so obdani z mielinskimi ovojnicami, ki skupaj z Ranvier-jevimi zazetki
omogoc¢ajo hitro in skokovito prenasanje signala (Perrileux in sod., 1999). Zgradba
nevrona je prikazana na sliki 2:

R
/9“\
dendriti

celicho
telo

mielinska
ovojnica

Fiveni
kondcici

@2001 HowStuffWorks

Slika 2: Zgradba nevrona (prirejeno po www.howstuffworks.com)
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Ponavadi je vsak nevron povezan s tiso¢imi drugimi v posebnih stikih aksona ene celice z
dendritom druge celice. Ta povezava se imenuje sinapsa. Signali, ki potujejo v mozgane in
iz njih oblikujejo elektriéne impulze oziroma akcijske potenciale (AP). V sinapsi tak
impulz povzro¢i spros€anje nevrotransmiterja, ki signal prenese na naslednji nevron.
Potovanje teh impulzov je izredno hitro in omogoca hitre telesne odzive. Na podlagi smeri
potovanja AP lahko nevrone razdelimo na aferentne (prevajanje AP od periferije proti
centralnemu zivcevju), eferentne (prevajanje AP od centralnega ZivCevja proti periferiji) in
internevrone, ki sluzijo za povezavo aferentnih in eferentnih med seboj.

2.5.2 Razvoj Zivéevja

Ze Gregor Eichele se je leta 1992 spraseval, ali so mozgani dovolj mogo¢ni, da bi resili
problem svojega lastnega nastanka. In resni¢no je struktura in delovanje organa, ki
zaznava, razmislja, ljubi, sovrazi, se spominja, se spreminja in uravnava naso zavest in
podzavest nedvomno ena najvecjih ugank razvojne biologije (Gilbert, 2003).

Zaradi eti¢nih zadrzkov in tehni¢nih omejitev v raziskavah zgodnje nevrogeneze pri
¢loveku, vecina naSega znanja izhaja iz raziskav modelnih organizmov: Zabe, ribe zebrice,
kokosi, mis$i (Rivolta in Trachoo, 2009).

V zgodnjem embrionalnem razvoju, med procesom gastrulacije, se dogajajo Stevilne
celicne migracije, ki v embriju oblikujejo tri zarodne plasti: ektoderm, mezoderm in
endoderm. Zarodek se v tej fazi imenuje gastrula. Del dorzalnega ektoderma postane
nevralni ektoderm, razpoznaven po stolpicasti obliki celic. Ta del zarodka se imenuje
nevralna plosca. S tem se zacne nova faza embrionalnega razvoja — nevrulacija, ki je Ze del
organogeneze. Zarodek se v tej fazi imenuje nevrula (Gilbert, 2003). Razvoj
vretencarskega ektoderma je prikazan na sliki 3.
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Slika 3: Glavni derivati ektodermalne zarodne plasti. Ektoderm se deli v tri glave domene: povr$inski
ektoderm (epidermis), nevralni greben (periferni nevroni, pigment, obrazni hrustanec) in nevralno cev
(moZgani in hrbtenjaca). (prirejeno po Gilbert, 2003).

V fazi primarne nevrulacije se originalni ektoderm deli v tri sete celic, ki gradijo nevralno
plosco:
e notranji del celic se diferencira v nevralno cev, ki bo oblikovala mozgane in
hrbtenjaco
o periferno od teh se del celic diferencira v nevralni greben, katerih celice se v fazi
sekundarne nevrulacije ob zapiranju nevralne cevi diferencirajo v mezenhimatski
tip celic, ki migrirajo po glavini in trupni regiji zarodka in prispevajo k zgradbi
mnogih organov
e najbolj periferno se iz robnih delov nevralnega ektoderma diferencirajo nevrogene
plakode, ki se razvijejo v dele ali celotne cutilne organe (npr vohalni organ,
notranje uho, mehanoreceptorni nevromasrti pobocnice, elektroreceptorni
ampularni organi) in pripadajoco primarno inervacijo.
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Med vretencarsko nevrulacijo nastajajo celice z nevrogenim potencialom, ki jih lahko
imenujemo Zivéne mati¢ne celice (ZMC), v treh glavnih strukturah, ki izhajajo iz
ektoderma. Najprej se nevralna plo$éa razvije v nevralni Zleb, ta vsebuje ZMC, ki se bodo
razvile v nevronske progenitorje, astrocite in oligodendrocite centralnega zivénega sistema
(Temple, 2001). Z migracijo bodo celice nevralnega grebena kasneje oblikovale periferni
Ziveni sistem, avtonomne nevrone, pigmentirane celice koze in strukture kranio-facialnega
vezivnega tkiva (Dupin in sod., 2007). Ektodermalne plakode, ki potekajo na zunanji strani
nevralne plosce, lateralno ob nevralnem grebenu pa bodo oblikovale kranialne senzori¢ne
ganglije in adenohipofizo (Streit, 2007). Preostali ne-nevralni ektoderm se bo oblikoval v
kozo (Jalali in sod., 2006).
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Slika 4: Nevrulacija pri vretencarjih (prirejeno po Gilbert, 2003).

Med nevrulacijo so embrionalne ektodermalne celice odgovorne za induktivne interakcije z
obdajajo¢im mezodermom in ektodermom (Kuroda in sod., 2004, Wilson in sod., 2001).
Za nevralno indukcijo je potrebna inhibicija epidermalne celicne usode in promocija
nevralne usode znotraj ektoderma. Proteini iz druZine BMP (angl. bone morphogenetic
protein) igrajo kot signalne molekule pomembno vlogo v promaociji epidermalne usode
(Suzuki in sod., 1997). Novo nastajajoca nevralna cev je pod vplivom dveh signalnih
centrov. Streha nevralne cevi je pod vplivom BMP4 in BMP7 iz epidermisa. Dno nevralne
cevi je izpostavljeno Shh proteinu iz chorde dorsalis. Sekundarni signalni centri se
vspostavijo v sami nevralni cevi.
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BMP4 se izraza in izloCa iz celic streSne plo$ce, Shh pa se izraza in izloc¢a iz celic talne
plosce v razvijajoci se hrbtenjaci.

BMP4 vspostavi kaskado TGF-8 faktorjev, ki se Sirijo ventralno kot gradient iz celic
stropne plosce. Shh pa se Sirijo dorzalno kot gradient iz celic talne plosce.

Nevroni spinalnih zivcev dobijo svojo identiteto z izpostavitvijo gradientom parakrinih
faktorjev. Koli¢ina in tip parakrinih faktorjev povzroci aktivacijo razli¢nih transkriptorskih
faktorjev v jedrih teh celic.

Proteini BMP so skupina rastnih faktorjev in citokinov, ki v organizmu urejajo nastanek in
razvoj kosti in hrustanca. V poteku signalne poti proteini BMP najprej reagirajo s
specificnimi receptorji (bone morphogenetic protein receptors ali BMPRs) na povrSini
taréne celice, kar mobilizira proteine iz druzine SMAD. Cela signalna pot vpliva na razvoj
srca, osrednjega Zivéevja in hrustanca ter na postnatalni razvoj kosti. Clani te druZine
imajo pomembno vlogo v embrionalnem razvoju segmentov in razvoju skeleta. BMP4 z
inhibitorjema nogginom in chordinom urejuje polarnost spredaj — zadaj (Rozman in Jez,
2010).

Pod ektodermom leZe¢i mezoderm ima pomembno vlogo kot regulator gradienta aktivnosti
molekul BMP. S produkcijo inhibitorjev BMP (na primer noggin-a) in s tem nasprotnim
delovanjem molekulam BMP, Ki jih izlo¢a ektodrerm, namre¢ mezoderm ustvarja podrocja
nizke, vmesne in visoke aktivnosti BMP, ki sovpadajo z nastankom nevralne plosce,
nevralnega grebena in epidermisa (Marchant in sod., 1998).

V amniotskem embrionalnem razvoju je za oblikovanje nevralne plos¢e potreben tudi
fibroblastni rastni faktor (FGF, angl.: fibroblast growth factor), ki ohranja aktivnost BMP
MRNA in nevralno usodo celic. Rastni dejavniki fibroblastov (FGF) so druzina rastnih
faktorjev, ki preko signalne poti FGF deluje mitogeno. Odgovor na signalizacijo preko
FGF ni popolnoma specifi¢en, temvec je odvisen od celicnega cikla, diferenciranosti celice
in drugih dejavnikov. Zato lahko daje stimulacija s FGF vcasih nasprotujoCe si ucinke.
Celo signalno pot spremlja vrsta urejevalnih mehanizmov, ki jo bodisi ojacajo ali zavrejo.
Konéni ucinek te signalne poti je tvorba Zil, proliferacija endotelijskih celic, sinteza
kolagena, celjenje rane, sinteza matriksa in produkcija rastnega dejavnika keratinocitov.
Sodeluje tudi pri embrionalnem razvoju, oblikovanju anteriorno-posteriorne osi, nastanku
udov, itd. (Rozman in Jez, 2010).

FGF sam ali v kombinaciji z antagonisti BMP (na primer noggin, hordin, folistatin) je
nujen, vendar nikakor zadosten dejavnik za indukcijo nevralne usode celic (Wilson in sod.,
2001, Liu in sod., 2000). Za izbiro med nevralno in epidermalno usodo je nujno potrebno
pozitivno in negativno signaliziranje z molekulami Wnt. Doloceni proteini signalne poti
Whnt urejajo razporejanje celic med gastrulacijo, ali razporejajo rast aksonov v mozganih in
hrbtenjaci. V embrionalnih mati¢nih celicah delujejo proteini Wnt kot rastni faktorji, ki
spodbujajo proliferacijo in diferenciacijo pluripotentnih mati¢nih celic v mezodermalne in
endodermalne progenitorje (Rozman in Jez, 2010). Zanimivo je, da v embrioidnih telescih
v celi¢ni kulturi pride pod vplivom signalne poti Wnt do do gastrulacije, ki posnema
normalno embriogenezo. Pri piscancjih zarodkih je bilo dokazano, da stalna izpostavljenost
signalom Wnt inhibira odgovor celic na FGF, torej omogo¢a molekulam BMP, da
usmerjajo celice v epidermalno usodo. Nasprotno pa pomanjkanje signala Wnt vodi v

indukcijo nevralne usode celic s tem, da omogoc¢a delovanje FGF (Zimmerman in sod.,
1996).


http://en.wikipedia.org/wiki/Bone_morphogenetic_protein_receptors
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Zivéne celice torej postanejo specifi¢ne skozi interakcije z drugimi celicami. Obstajajo vsaj
Stiri stopnje, skozi katere pluripotentna celica blastule postane zivena prekurzorska celica
oziroma nevroblast:
e kompetenca: celice lahko postanejo nevroblasti, ¢e so izpostavljene pravilni
kombinaciji signalov
e specifikacija: celice so prejele primerne signale, da bi postale nevroblasti, vendar
zivéno diferenciacijo Se vedno lahko zavrejo ostali signali
e usmerjenost (determinacija): nevroblasti so vstopili v zivéno diferenciacijo in bodo
postali zivéne celice tudi v prisotnosti inhibitornih signalov
e diferenciacija: nevroblasti zapustijo mitotski cikel in izrazajo gene, znacilne za
zivéne celice (Wilson in Edlund, 2001).

Celice z nevrogenim potencialom se torej nahajajo v nevralni plos¢i, nevralnem grebenu in
ektodermalnih plakodah. V glavnem sta proliferacija in diferenciacija ZMC odvisni od
njihove izbire med simetri¢nimi in asimetri¢nimi celi¢nimi delitvami v razli¢nih stopnjah
razvoja. Simetri¢ne delitve se dogajajo predvsem v zgodnjih fazah nevrogeneze, nastajajo
enake hcerinske celice, ki predstavljajo rezervoar ZMC (Chenn in sod., 1995, Lu in sod.,
2000). V kasnejSih fazah nevrogeneze pa dve hcerinski celici nastajata v procesu
asimetri¢ne delitve, ki uravnava pravilno Stevilo kon¢no diferenciranih celic kot so nevroni
ali podporne celice glije na pravem mestu ob pravem ¢asu. Mehanizem asimetri¢ne delitve
med nevrogenezo je evolucijsko ohranjen (Temple 2001, 2006).

Razli¢ni deli zivénega sistema pa so tudi pod vplivom mnogih ligandov in signalnih
molekul, ki jih izlo¢ajo specifi¢na tkiva in organizirani centri.

2.5.3 Maticne celice Zivéevja

Do nedavnega je prevladovalo mnenje, da ko je Zivéni sistem enkrat vzpostavljen, novi
nevroni ne nastajajo ve¢. Nevroni, ki so se razvili in utero in v prvih letih zivljenja naj bi
bili vse, kar bomo kdaj imeli. Nove raziskave pa kazejo, da so odrasli sesal¢ji mozgani
sposobni tvorbe novih nevronov in, da lahko okoljski drazljaji povecajo Stevilo teh
nevronov. Seveda se vse to dogaja v majhnem obsegu (Gilbert, 2003).

Nevrogeneza se odvija v dveh specificnih regijah moZzganov in sicer v vohalnem beticu
(bulbus olfactorius) in v dentatnem girusu. Poleg tega je relativno veliko ZivEnih
prekurzorjev (mulitipotentne in unipotentne celice) tudi v drugih, nepovezanih delih
sesal&jih mozganov (Altman in Das, 1965; Gage, 2000; van der Kooy,2000).

Nevrogeneza pri odraslem osebku predstavlja niz dogodkov, ki se za¢ne z delitvijo Zivénih
prekurzorskih celic in kon€a s prisotnostjo in preZivetjem zrelih, integriranih in
funkcionalnih novih Zzivénih celic. Nevrogeneza torej ni zgolj proliferacija zivenih
prekurzorskih celic. Karakterizacija in identiteta ZMC $e ni enotna, saj gre za izredno
heterogeno populacijo celic. Vseeno pa obstaja nekaj lastnosti, ki so tem celicam skupne:
ZMC so nediferencirane, pogosto zelo mobilne, razmeroma odporne na hipoksijo in druge
poskodbe, visoko proliferativne in sposobne proizvajanja zrelih nevronov in podpornih
celic glije (Sohur in sod., 2006).
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2.6 DIFERENCIACIJA MATICNIH CELIC V ZIVCNE CELICE IN VITRO

Umetna izdelava specializiranih diferenciranih Ziv¢énih celic, ki izhajajo iz MC naj bi
predstavljala revolucionarno tehnologijo v regenerativni medicini. Vendar pa je bilo do
zdaj na tem podroéju opisanih razmeroma malo uspesnih diferenciacij. Ceprav se zdi pri
ne-zivénih tkivih presajanje iz MC pridobljenih nadomestkov precej enostavno, predstavlja
visoka kompleksnost ziv€énega sistema na tem podrocju poseben izziv. Poznavanje
raznolikosti nevronov je pomembno ne samo zaradi terapevtskih namenov, ampak tudi
zaradi razumevanja nekaterih osebnostnih lastnosti posameznika, na primer kognitivnih
sposobnosti in psihiatri¢nih stanj (Muotri in Gage, 2006).

2.6.1 Diferenciacija embrionalnih mati¢nih celic v Ziv¢ne celice in vitro

Metode za diferenciacijo EMC v Ziv¢ne celice sledijo dvema glavnima strategijama: lahko
gre za »induktivni« pristop — celice so izpostavljene signalom, ki oponasSajo okolje, ki v
embriju proizvaja nevroektoderm ali pa za w»pasivni« pristop, pri ¢emer celice v nizki
koncentraciji nasadimo v medij brez seruma in jim onemogocimo stik s signali, ki bi
zavirali njihovo nevralno usodo; s tem sprozimo privzet mehanizem diferenciacije (Cai in
Grabel, 2007).

Pri induktivnem pristopu celice oblikujejo agregate EMC, ki se imenujejo embrioidna
telesca (EB, angl.: embryoid bodies), s tem oponasajo naravno okolje. Te multicelularne
strukture so podobne notranji celicni masi blastociste in se lahko diferencirajo v celice
vseh treh zarodnih plasti. Tudi izrazanje genov pri EB je podobno kot pri razvijajocem se
embriju (Gajovic in sod., 1997). Za vzpostavitev ustreznega protokola za diferenciacijo
EMC v Zivéne celice je potrebno, da so EB izpostavljena ustreznim molekulam; kot
posledica nastanejo strukture, ki ustrezajo tistim in vivo (BMP antagonisti, FGF, Wnt).
Endoderm, ki se oblikuje na zunanji strani EB tako uravnava nevroektodermalno
diferenciacijo. (Cai in Grabel, 2007, Rathjen in sod., 2002, Maye in sod., 2004).
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Slika 5: Shematski prikaz diferenciacije EMC v kulturi. Z razliénimi rastnimi faktorji se lahko EMC
diferencirajo v razli¢ne celi¢ne tipe. Prvi korak pri diferenciacijski poti je nastanek epiblastne populacije iz
EMC, gojenih v kulturi. Po indukciji z Wnt, aktivinom, BMP4 ali serumom nastane populacija celic,
podobna primitivni progi (celice, obrobljene z modro). Ce se te signalne poti ne aktivirajo, se bo populacija
diferencirala v ektodermalno linijo. Diferenciacijo ektoderma blokirajo BMP, Wnt in aktivin. Po indukciji
primitivne proge (PP), bodo celice posteriorne PP podvrzene diferenciaciji v mezoderm, celice anteriorne PP
pa diferenciaciji v ektoderm. V tej fazi te usode Se niso dokoncne, saj lahko aktivin inducira nastanek
ektoderma iz posteriorne PP (prirejeno po Murry in Keller, 2008).

Pri drugem, w»pasivnem, pristopu pa zelimo v celicah sproziti privzet mehanizem
diferenciacije, tako da jim onemogo¢imo medceli¢ne interakcije in signaliziranje. Ta
pristop naceloma ne vkljuCuje nastanka EB, saj so celice redko nasajene. Tako torej ni
signaliziranja z zunanjimi deli, ki bi uravnavali diferenciacijo (Cai in Grabel, 2007). Celice
gojimo v nevrobazalnem mediju brez seruma in z malo nutrienti, ta podpira rast ZMC in
vsebuje apoptotske ne-nevralne derivate ter signalne molekule, ki so sicer prisotne v
serumu (Reynolds in Weiss, 1996).

Nekatere metode vkljucujejo kombinacijo obeh pristopov, tako da spodbujajo nastanek EB
(lahko ob prisotnosti rastnih faktorjev), ¢emur sledi linijsko specifi¢na selekcija z
dolo¢enim medijem (Cai in Grabel, 2007; Li in Zhang, 2006).
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Uspesnost diferenciacije MC v zivéne celice preverimo na vec nivojih, eden od njih je
prisotnost specificnih oznaevalcev zivénih celic. Nekateri od teh so navedeni v

Preglednici 5.

Preglednica 5: Specifi¢ni oznacevalci Zivénih celic

Doublecortin

Z mikrotubuli (MT) povezan protein, znacilen skoraj izkljucno za
nezrele nevrone. Pri zivénih prekurzorjih se izraza priblizno 2 do 3
tedne po izstopu celice iz celinega cikla in se neha izrazati, ko se
zacnejo izrazati oznacevalci zrelih nevronov (Gleeson in sod., 1998,
Francis in sod., 1999).

GFAP (angl.:
glial fibrillary
acidic protein)

IF tipa 111, glavna strukturna komponenta astrocit, pri katerih ohranja
trdnost in obliko, sodeluje pa tudi pri celicnem gibanju in
komunikaciji. V veliki meri se izraza po poskodbi mozganov, ko
pride do proliferacije (aktivacije) astrocit, najdemo pa ga tudi pri
drugih tipih celic (Eng in sod., 2000).

MAP-2

Z MT povezan protein, verjeteno udelezen pri zdruzevanju MT, kar je
kljuéni korak pri nevrogenezi. MAP2 stabilizira rast MT s
povezovanjem MT in IF ter drugih MT (Johnson in Jope, 2004).

Musashi 1

Kodira ¢lana evolucijsko ohranjene druzine proteinov Musashi, ki so
pri sesalcih pomembni za doloc¢anje celi¢ne usode in za ohranjanje
mati¢nosti oziroma diferenciranosti celice. Musashi 1 se selektivno
izraza pri Zivénih progenitorskih celicah, vkljuéno s Zivénimi MC
(Okano in sod., 2002)

Nestin

Intermediarni filament (IF) tipa IV, ki se izraza predvsem v zgodnjih
predniskih celicah ziv€evja, kjer sodeluje pri radialni rasti aksonov. V
celici tvori polimere z drugimi molekulami. Med razvojem se
prehodno izraza tudi v drugih vrstah celic. Najvec¢ ga je v mati¢nih
celicah subventrikularne cone. Pri odraslem ga v Ziv¢énih celicah
zamenjajo druge vrste nevrofilamentov. Ponovno se zacne izrazati le
v patoloskih okoliS¢inah, kot je npr. brazgotinjenje glialne poSkodbe,
po mozganski kapi in med obnavljanjem poskodovane misSice. Nestin
je zato celi¢ni oznacevalec nevralnih progenitorjev (Michalczyk in
Ziman, 2005).

NF-200
(Nevrofilament
200)

10 nm debeli IF, z molekulsko tezo med 200 in 220 kDa znacilni za
nevrone, kjer se med rastjo aksona podenote dinami¢no dodajajo
vzolZ in na koncih filamenta. Po koncani rasti aksona se njegov
premer poveca tudi do 5%, kar se zgodi zaradi medsebojnega
odbijanja polarnih nevrofilamentov (Hoffman in sod., 1987).

PSD-95

Protein iz druZine membransko vezanih gvanilatnih ciklaz
(MAGUK), ki se nahaja skoraj izklju€no pri citoskeletno
specializiranih delih postsinapti¢nih nevronov (PSD) in je pomemben
za vsidranje membranskih proteinov (nevrotransmiterskih
receptorjev), ki se v tem delu nahajajo v veliki gostoti (EI-Husseini in
sod., 2000).

Vimentin

Kodira intermediarne filamente tipa III, ki vzdrzujejo celi¢no obliko,
inegriteto citoplazme in stabilizirajo citoskeletne
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interakcije.UdeleZeni pa so tudi pri imunskem odgovoru in transportu
lipoproteinov. Izraza se pri razli¢nih ne-epitelnih celicah, Se posebe;j
pri mezenhimskih celicah (Osborn in sod., 1984).

2.7 ZDRAVLIJENJE OKVAR ZIVCEVJA Z MC

Okvare Zivénega sistema so lahko posledica travme (ponavadi padca ali prometne nesrece),
lahko so podedovane (genetske) ali pa so posledica bolezni. Take okvare so poskodbe
hrbtenjace (paraplegija, tetraplegija), posledice mozganske kapi, Alzheimerjeva bolezen
(bolezen ziv¢evja, ki poSkoduje spomin, razmisljanje in razum), amiotrofna lateralna
skleroza (poskoduje motonevrone in s¢asoma onemogocCi gibanje vseh telesnih misic),
Parkinsonova bolezen (progresivna bolezen, pri kateri odmirajo celice kontrolnega centra
za gibanje v mozganih, kar povzro¢i izgubo kontrole nad govorom in gibanjem),
poliomielitis (virusna okuZba, ki poskoduje CZS in povzroéi paralizo), Huntingtonova
bolezen (dedovana, progresiva bolezen, ki povzro¢a nekontrolirane gibe in mentalno
oslabljenost), epilepsija (okvara ziv€evja z znaCilnimi napadi s krci in izgubo zavesti),
migrene, sindrom karpalnega kanala (okvara zaradi stiska medianega Zivca v zapestju, ki
vodi v omrtvic¢enje in mravljincenje) (Silbernagl in Lang, 2000).

Maticne celice bi lahko predstavljale neiz¢rpen vir nevronov in glija celic za zdravljenje
zivénih bolezni. Primerne bi bile tako EMC kot tudi Zivéne MC odraslega in celo MC
odraslega iz drugih tkiv, na primer iz kostnega mozga. MC bi izolirali in presadili v
okvarjene mozgane ali hrbtenjao bodisi direktno bodisi po gojenju in diferenciaciji v
kulturi, s ¢imer bi usmerjeno diferencirali dolo¢en tip nevronov oziroma glija celic.
Obstaja pa tudi strategija zdravljenja, pri kateri bi stimulirali bolnikove lastne popravljalne
mehanize. Rekrutirali bi njegove endogene MC, da bi proizvedle nove zivéne celice na
okvarjenih mestih. MC bi klini¢no sluzile kot nadomestki Zivénih celic, sodelovale pri
ponovni mielinizaciji poskodovanih nevronov ali pri zas¢iti zivéevja (slika 5) (Lindvall in
Kokaia, 2006).
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Slika 6: Aplikacije MC za zdravljenje ziv¢énih okvar.

Ceprav so raziskave odraslih in embrionalnih MC za zdravljenje Zivénih okvar tevilne, je
bil prvi klini¢ni preizkus z uporabo EMC odobren Sele lani. Ameriska FDA je odobrila
fazo 1 klini¢nega preizkusa biotehnoloskemu podjetju Geron za uporabo EMC pri
zdravljenju paraplegikov s poSkodbami hrbtenjace. Trenutno se odvijajo raziskave uporabe
oligodendrocit, pridobljenih iz EMC, za zdravljenje poskodb hrbtenjace (Levicar in sod.,
2009).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 DIFERENCIACIJA MC V ZIVCNE CELICE IN VITRO

3.1.1 Material

Aparature, ki smo jih uporabili pri izvedbi raziskovalnega dela:

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

CO; Inkubator - HeraCell 150 (Thermo Fisher Scientific, ZDA)
Delovna postaja (K-Systems, Danska)

Flourescentni mikroskop Observer 1 (Zeiss, ZDA)

Invertni Mikroskop Eclipse TE300 (Nikon, Japonska)
Laminar (Iskra Pio, Slovenija)

Lupa (Nikon, Japonska)

Mikropipete (Eppendorf, Nemcija)

Obsevalnik z gama zarki; izotop Cezij 137 (Gama cell 1000)
Posode s teko¢im dusikom

Racunalniski program NIS Elements

Termoblok HLC

Seznam uporabljenega materiala za enkratno uporabo:

Brizge - 20 mL (Dispomed, Nem¢ija)

Centrifugirke -15 mL, 50 mL (Corning, ZDA)

Epruvete (BD Falcon, ZDA)

Epruvete z antikoagulantom

Filtri - 0,20 pm (Corning, ZDA)

Gojilne posodice s 24 luknjicami (Costar, ZDA)

Gojilne posodice s 4 luknjicami 24 IVF (Nunc, Danska)
Krioviale - 2 mL (Corning, ZDA)

Mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemcija)

Petrijevke - 40 x 11 mm (TPP, Svica)

Pipetni nastavki - 10 pL 100 puL, 1000 pL (Eppendorf, Nemcija)
Plastenka za gojenje celi¢nih kultur - T75 cm2 (Costar, ZDA)
Rokavice (Kimberly Clark, ZDA)

Seroloske pipete - 10 mL, 5mL (Sarstedt, Nem¢ija)

Skalpel (Brand, Nemc¢ija)

Strgalo - 24 cm (TPP, Svica)

Transfer pipete - 3,5 mL (Sarstedt, Nemcija)



Ogorevc E. Primerjava sposobnosti embrionalnih in odraslih mati¢nih celic ¢loveka za diferenciacijo v 23
zivéne celice. Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Seznam uporabljenih kemikalij:

e B27 supplement (Gibco, ZDA)

e BDNF (Immunotools, Nem¢ija)

bFGF (Immunotools, Nem¢ija)

bFGF (R&D Systems, ZDA)

DMEM F/12 (Invitrogen, ZDA)

DMEM KO (Invitrogen, ZDA)

DMSO (Sigma, ZDA)

Etilen glikol (Sigma, ZDA)

FBS (Invitrogen, ZDA)

Ficoll-paque™ premium 1, 073 (GE Healthcare, Velika Britanija)
IMDM - 1% (Invitrogen, ZDA)

Kolagen IV (Sigma, ZDA)

L-glutamax (Invitrogen, ZDA)

MSCBM (Lonza, Svica)

N2 supplement (Gibco, ZDA)
Ne-esencialne aminokisline (Invitrogen, ZDA)
Neurobasal medium (Gibco, ZDA)

PBS brez Ca®*, Mg** (Invitrogen, ZDA)
Penicilin/Streptomicin (Invitrogen, ZDA)
Retinojska kislina (Sigma, ZDA)

Saharoza (Sigma, ZDA)

Serum replacement - SR (Invitrogen, ZDA)
Trireagent (Sigma, ZDA)

Trypsin- EDTA (Invitrogen, ZDA)
B-marcapto etanol (Life Technology, ZDA)

3.1.2 Diferenciacija EMC v Ziv¢ne celice

Celi¢no linijo EMC smo prejeli iz laboratorija dr. Outi Hovatta z univerze Karolinska,
Stockholm (Svedska) in jo nato gojili v celitnem laboratoriju Zavoda RS za transfuzijsko
medicino v Ljubljani. In vitro diferenciacijo smo izvedli po protokolu, prirejenem po
protokolu, namenjenem diferenciaciji MC iz popkovni¢ne krvi, ki ga je objavila
raziskovalna skupina iz Newcastla v Angliji (McGuckin in sod., 2008).

Za gojenje EMC potrebujemo petrijevke z vsaj 3 dni starimi mitotsko inaktiviranimi
fibroblasti, ki sluzijo kot hranilna plast. Uporabimo lahko ¢loveske fibroblaste iz koze ali
misje embrionalne fibroblaste; oboji so komercialno dostopni. Pred diferenciacijo smo
torej gojili dve vrsti celic: EMC in fibroblaste. V fazi priprave hranilnih plasti smo s pogoji
gojenja favorizirali fibroblaste, zato smo uporabili gojiSe, namenjeno posebej
fibroblastom. Ko pa smo na ploS¢e nasadili EMC, smo uporabili medij, namenjen
ohranjanju nediferenciranih EMC v kulturi.
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3.1.2.1 Priprava hranilnih plasti

Najprej smo odmrznili zadostno Stevilo vial s fibroblasti in jih nasadili v plastenke za
gojenje celi¢nih kultur (T75) z medijem, ki je vseboval FBS. Medij s FBS smo uporabljali
ves ¢as razmnozevanja oziroma ekspanzije celic, ki je trajala priblizno 4 dni. Ko so bile
celice konfluentne, smo jih tripsinizirali in presteli s celiénim Stevcem Vi-cell, ki je
namenjen Stetju celic ter doloCanju njihove velikost in vitalnosti. Del tripsiniziranih celic
smo uporabili za hranilne plasti, del pa smo jih naprej namnozevali v mediju s FBS. Celice
so za hranilne plasti uporabne do pasaze 16. Del celic, ki smo jih namenili uporabi za
hranilne plasti, smo mitotsko inaktivirali z obsevanjem z gama zarki in jih v ustreznem
Stevilu (konfluentna rast) nasadili v petrijevke. Naslednji dan smo medij s FBS zamenjali
za medij s SR. Cez priblizno 3-4 dni so bile tako pripravljene celice primerne hranilne
plasti za gojenje EMC.

3.1.2.1.1 Odmrzovanje vial s fibroblasti

Pripravili smo vodno kopel s temperaturo 37° C in iz tekocega duSika vzeli viale z
zamrznjenimi fibroblasti (1,5 x10° celic/vialo). Viale smo postavili v kopel za pribliZzno 3
minute oziroma dokler ni bilo v viali samo $e ¢isto malo ledu. Viale smo ocistili z
etanolom in jih postavili v laminar. Vsebino vial smo prenesli v 15 mL centrifugirko in
vialo dvakrat sprali s 500 mL FIB FBS medija. Nato smo 7 minut centrifugirali na 400xg
in s pipeto odstranili supernatant. Celice smo resuspendirali v 4-5 mL FIB FBS medija in
jih nasadili v gojilne plastenke (T75) (1 plastenka priblizno zadoS¢a vsebini 1 viale).
Volumen medija ob nasaditvi je bil 13 mL. Naslednji dan smo medij zamenjali in dodali 15
mL medija.

3.1.2.1.2 Priprava medija za namnoZevanje fibroblastov

Medij za namnozevanje fibroblastov sestavljajo IMDM (1x) ali DMEM F-12, FBS in
Pen/Strep. Ta medij smo uporabili tudi, ko smo nasadili mitotsko inaktivirane fibroblaste,
saj FBS v mediju omogoca lazje pritrjanje fibroblastov na dno plasticne posodice za
gojenje. Ker pa FBS povzroca tudi diferenciacijo EMC, smo naslednji dan po nasajevanju
obsevanih fibroblastov medij zamenjali z MFIB SR medijem, ki namesto FBS vsebuje
njegov nadomestek (SR).

Za pripravo 50 mL medija smo zmesali 44,75 mL IMDM (1x), 5 mL FBS in 0,25 mL
Pen/Strep.

3.1.2.1.3 Tripsinizacija

Med rastjo v kulturi celice rastejo v obliki enosloja in se pritrjajo na podlago. Pri
opravljanju pasaz ali pri odstranjevanju celic iz gojitvene posode moramo celice odlepiti z
dna. Najlazji nain za odstranitev celic je tretiranje kulture s tripsinom ali kombinacijo
tripsin-EDTA. Tripsin namre¢ deluje na vlakna med celicami tako, da jih razcepi. Njegovo
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optimalno delovanje je pri pH med 7,4 in 7,6. Je toksicen in pri predolgem delovanju lahko

poleg povezav poskoduje tudi same celice. Pri red¢enju tripsina moramo uporabljati medij
brez Ca®* ali Mg**"

Pred postopkom smo vse kemikalije najprej postavili za pol ure v termoblok na 37°C.
Postopek smo izvajali v laminarju, ki smo ga pred tem razkuzili s 70% etanolom. Enako
smo naredili z vsakim predmetom, preden smo ga polozili v laminar. Iz inkubatorja smo
vzeli celicno kulturo in celice pogledali pod mikroskopom. Celice, ki so se odlepile, so bile
okrogle oblike. Kjer jih je bilo preve¢, so rasle v gostih skupkih. Nato smo celi¢no kulturo
nesli v laminar. Gojis¢e s plavajocimi odlepljenimi celicami smo odpipetirali s transfer
pipeto in zavrgli. Kulturo smo Se dvakrat sprali s PBS brez Ca* ali Mgz+. PBS smo
oOdstranili s seroloSko pipeto in izpirek zavrgli. Pri pipetiranju smo pazili, da se nismo
dotaknili vratu flaske in da smo spirali nezno. Celicam, ki so po spiranju ostale v flaski,
smo dodali ustrezno koli¢ino raztopine tripsin-EDTA (toliko, da je prekrila kulturo) in
postavili v inkubator (37°C in 5 atm COy) za 5 minut oziroma najve¢ za 10 min. Postopek
odlepljanja celic smo tudi opazovali pod mikroskopom. Odlepljene celice so bile videti
manjse in bolj okrogle kot pritrjene. Cas popolnega odlepljanja celic od podlage je odvisen
od tipa celic, gostote populacije, koncentracije seruma v mediju za gojenje, potencialnosti
tripsina in ¢asa od zadnje pasaze. V vsakem primeru mora biti €as izpostavljenosti tripsinu
minimalen, da ne pride do poskodbe celic in izgube kulture. Po 5 (oziroma najve¢ 10)
minutah smo tripsinizirani kulturi hitro dodali gojis¢e z 20% serumom, da smo inhibirali
nadaljnje delovanje tripsina. S serolosko pipeto smo nezno resuspendirali celicno
suspenzijo, da bi razbili morebitne skupke. Nato smo s transfer pipeto prenesli kulturo
tripsiniziranih celic z medijem v svezo 50 mL centrifugirko in centrifugirali 5 minut na
400xg pri sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in celice
resuspendirali v najmanj 25 mL medija z 20% serumom ter ponovno centrifugirali. Po
spiranju smo celice resuspendirali v primerni koli¢ini medija za gojenje celic ter celi¢no
suspenzijo prenesli v novo gojilno posodo, kamor smo dodali $e nekaj medija. Pod
mikroskopom smo preverili, ali se celice zZe zacenjajo prilepljati na dno in ne plavajo vec
po mediju. Staro gojilno posodico smo zavrgli. Preden smo kulturo postavili v inkubator,
smo jo Se enkrat poSpricali z alkoholom in ji, ¢e smo jo nasadili v gojilno plastenko brez
filtra, odvili pokrovcek, da smo omogocili vstop zraka v kulturo.

3.1.2.1.4 Obsevanje in nasaditev mitotsko inaktiviranih fibroblastov

Fibroblaste smo pred obsevanjem z gama zarki tripsinizirali po zgoraj opisanem postopku
in jih po spiranju resuspendirali v vsaj 20 mL PBS. Nato smo jih kar v 50 mL
centrifugirkah obsevali s 120 Gray-i. Po obsevanju smo jih centrifugirali 5 minut na 400xg
in jih resuspendirali v 1 mL medija. Celice smo presteli in razred¢ili v ustreznem volumnu
medija FIB FBS in jih v ustreznem S$tevilu nasadili v petrijevke (60 000 fibroblastov/cm2).
Naslednji dan smo FIB FBS medij zamenjali z MFIB SR medijem. Medij za nasaditev
fibroblastov namre¢ mora vsebovati FBS, saj se sicer celice ne bi pritrdile na podlago. Ko
pa se celice pritrdijo in medij zamenjamo, mora le-ta vsebovati SR, saj FBS povzroca
diferenciacijo EMC.
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Za pripravo 50 mL medija smo zmesali 44,75 mL IMDM, 5 mL SR in 0,25 mL Pen/Strep.
Medij smo filtrirali in shranili v hladilniku. Tako shranjen je uporaben 1 teden.

Hranilne plasti za rast EMC so bile tako pripravljene. Pripravljene hranilne plasti lahko
uporabimo po 3 dneh (uporabne naj bi bile najve¢ 5 dni).

3.1.2.2 Gojenje EMC

3.1.2.2.1 Priprava medija za gojenje EMC (EMC SR — serum replacement medij)

Za pripravo 50 mL medija smo zmesali 38,65 mL DMEM KO ; 10,00 mL SR; 500 uL L-
glutamax-a; 500 uL ne-esencialnih aminokislin; 250 pL Pen/Strep in 100 mL B-markapto-
etanola. Tik pred uporabo smo dodali $e 50 pL b-FGF. Medij z dodanim b-FGF ni stabilen,
zato je uporaben najve¢ 1 dan po pripravi, pripravljen EMC SR medij brez b-FGF pa
filtriramo skozi 20 pL filtre in ga lahko shranimo v hladilniku za 1 teden.

Medij EMC SR smo menjavali vsak dan oziroma Sestkrat tedensko in sicer zelo previdno,
da ne bi poskodovali hranilnih plasti in kolonij EMC na dnu posodice.

3.1.2.2.2 Presajanje (splittinig) EMC

Presajanje celic se lahko izvaja encimsko ali mehansko. Metoda z uporabo encimov naj ne
bi bila tako uspes$na, saj naj bi vpivala na diferenciacijo EMC in na izrazanje genov. Zato
smo izbrali mehansko metodo.

Za presajanje EMC morajo imeti kolonije dobro definiran rob, delov kolonij, kjer rob ni
dobro definiran, nismo presajali. Prav tako nismo presajali delov v sredini kolonije, kjer so
kolonije svetlejSe barve. Tam so tam celice namre¢ Ze diferencirane in rastejo v ve¢
plasteh. Te dele smo zavrgli. V novo petrijevko s hranilnimi plastmi smo torej presadili
nediferencirane dele kolonij, ki so na Sliki 7 obkrozeni z rdeco barvo.
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Slika 7: Mehansko presajanje EMC. (A) Kolonija EMC, primerna za presajanje. (B) Ista kolonija, razrezana
na dva kosa (puscice). (C) Dva kosa kolonije po 1, 3, 4 in 5 dneh in vitro (DIV) gojenja na hranilnih plasteh
(Martin-Ibafniez in sod.,2009).

Presajanje smo izvajali v posebni brezprasni komori (delovna postaja K-Systems) pod lupo
v ¢imbolj sterilnem okolju. Pred postopkom smo vsaj za 30 minut (Se bolje za eno uro)
postavili medij EMC SR v inkubator na 37°C. Izbrali smo petrijevke s hranilnimi plastmi
in v njih vsaj 30 minut pred uporabo zamenjali FIB FBS medij z EMC SR medijem tako,
da smo dodali 2/3 konénega volumna medija, in naslednji dan Se 1/3 volumna medija, da
so imele celice veC Casa za pritrditev. S skalpelom smo postrgali ustrezne nediferencirane
dele kolonij (500-1000 celic/kos). Strgati smo poskusali zelo na rahlo, saj smo tako
postrgali ¢im manj fibroblastov, poleg tega smo pazili, da so bili koS¢ki kolonij popolnoma
odrezani od podlage, saj smo jih le tako lahko posrkali v 20 pL pipeto. 1z inkubatorja smo
vzeli petrijevke s hranilnimi plastmi, ki smo jim uro pred tem zamenjali medij. Plavajoce
koscke kolonij smo pobrali s pipeto in prestavili na novo plosco, pri ¢emer smo pazili, da
so bili ti koS¢ki enakomerno razporejeni. Na petrijevke (9,6 sz) smo dali po 20 kosckov.
Nato smo zelo pocasi in previdno prestavili petrijevke nazaj v inkubator. Med presajanjem
smo se izogibali nastajanju zracnih mehurckov, ki bi potisnili kolonije ob stene, zato bi jih
bilo kasneje tezko presaditi.

3.1.2.3 Nasaditev in priprava EMC za diferenciacijo v zivéne celice

Za pripravo na diferenciacijo smo kolonije EMC nasadili kar na plasticno podlago gojilnih
posodic s 24 luknjicami. Celice smo nasadili v 3 gojilne posodice, v vsaki smo napolnili 12
luknjic, torej skupno 36 luknjic in sicer v Stevilu 40 000 EMC/cm2. Nediferencirane dele
kolonij smo postrgali s hranilnih plasti, jih narezali na manjse koscke in jih Se prepipetirali,
da smo dobili manjse dele.

Celice smo gojili v EMC SR mediju 5 dni oziroma dokler kolonije niso bile dovolj
konfluentne za zacetek diferenciacije. Ko so bile kolonije priblizno 80% konfluentne, smo
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zaceli z diferenciacijo EMC v Zivéne celice. V polovici luknjic smo medij zamenjali z
medijem za diferenciacijo, v polovici luknjic pa smo uporabili kontrolni medij kot je
prikazano na Sliki 8.
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Slika 8:Shema nasaditve EMC v gojilno posodico. Rumeno obarvane luknjice predstavljajo kontrolo oziroma
celice, gojene v kontrolnem mediju, modro obarvane luknjice pa celice, ki smo jih diferencirali v Zivéne
celice.

J

3.1.2.3.1 Kontrolni medij

V polovici luknjic, v katerih smo nasadili celice, smo uporabili kontrolni medij, ki naj ne bi
povzrocil diferenciacije v Zivéne celice. Za pripravo 50 mL tega medija smo zmesSali 44,5
mL DMEM, 5 mL FBS in 0,5 mL Pen/Strep. Ta medij smo kot kontrolni medij uporabljali
ves Cas poskusa, torej tri tedne, pri ¢emer smo vsak drugi dan odstranili polovico starega
medija in dodali enak volumen svezega medija.

3.1.2.3.2 Medija za diferenciacijo

V drugi polovici luknjic pa smo Zeleli dosec¢i diferenciacijo EMC v Zivéne celice, zato smo
uporabili druga¢na medija. Najprej smo celice dva tedna gojili v diferenciacijskem mediju,
nato pa Se en teden v maturacijskem mediju.

Za pripravo 50 mL diferenciacijskega medija smo zmesali:

DMEM / F12/ glutamax 44 mL
FBS 5mL
EGF (10 ng/mL) 5uL
BDNF (10 ng/mL) 50 uL
Retinojska kislina (5uM) S5uL
Kolagen IV (1 ng/mL) 50 uL
Pen/Strep (1:100) 500 uL

Tak medij smo uporabljali 2 tedna, pri ¢emer smo vsak drugi dan odstranili polovico
starega medija in dodali enak volumen sveZega medija.
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Po dveh tednih smo diferenciacijski medij zamenjali za maturacijskega, ki smo ga na isti
nacin uporabljali nadaljni teden.
Za pripravo 50 mL maturacijskega medija smo zmesali:

DMEM / F12 / glutamax
FBS

EGF (10 ng/mL)

NGF (10 ng/mL)

BDNF (10 ng/mL)
Retinojska kislina (5 uM)
dBcAMP (100 uM)
Kolagen IV (1 ug/mL)
Pen/Strep (1:100)

44 mL
SmL
5uLlL
25 uL
50 uL
SuL
50 uL
50 uL
500 uL

Preglednica 6: Sestavine medijev za gojenje in diferenciacijo

FBS (fetalni goveji
serum, angl: fetal
bovine serum

Del plazme, ki ostane po koagulaciji krvi, med procesom, pri
katerem se plazemski protein fibrinogen pretvori v fibrin. FBS
ima Sirok spekter uporabe v celi¢ni biologiji, saj vsebuje zelo
malo protiteles in kar nekaj rastnih faktorjev. Glavna
komponenta seruma je globularni protein BSA (goveji
serumski albumin, angl.: bovine serum protein), ki omogoca
prezivetje, rast in delitve celic v kulturi.

(Vir: Serum, Encyclopedia Britanica...2009)

EGF (epidermalni rastni
faktor, angl.: epidermal
growth factor)

Rastni faktor, ki ima pomembno vlogo pri regulaciji celicne
rasti, proliferacije in diferenciacije. Z visoko afiniteto se veze
na receptor EGFR, ki se nahaja na celi¢ni povrsini, in
stimulira intrinzi¢no tirozin-kinazno aktivnost, ki povzro¢i
kaskado reakcij signalne transdukcije, to po se odraza v
razli¢nih biokemijskih spremembah znotraj celice: dvig
Znotrajceli¢ne koncentracije kalcija, povecani glikoliza in
sinteza proteinov, pove€ano izrazanje nekaterih genov, ki
vodijo v sintezo DNA in celi¢no proliferacijo

(Carpenter in Cohen, 1990).

FGF (fibroblastni rastni
faktorji, angl.:
fibroblast growth
factors)

DruZina rastnih faktorjev, ki se veZe na heparin in aktivira vec
subtipov receptorjev. Vloge v razvojnih procesih vkljucujejo
indukcijo mezoderma, indukcijo razvoja in razvoj zZivénega
tkiva, antero-posteriorno organizacijo in razvoj udov, pri
odraslih tkivih pa organizacijo keratinocitov, celjenje ran in
angiogenezo (Ornitz in Itoh, 2001).

BDNF (angl.: brain-
derived neurotrophic
factor)

Clan druzine rastnih faktorjev — nevrotropinov, ki jih najdemo
v mozganih in v perifernem Zivénem sistemu, kjer omogocajo
prezivetje obstojecih nevronov in spodbujajo rast in
diferenciacijo novih nevronov ter sinaps. Med nevrotropini, ki
omogocajo nevrogezeno iz MC pri odraslem osebku, je BDNF
najbolj pomemben. Motnje v delovanju BDNF so povezane s
Stevilnimi boleznimi, na primer z depresijo, shizofrenijo,
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Alzheimerjevo boleznijo, demenco... (Binder in Scharfman,
2004).

RETINOJSKA
KISLINA (RA, angl.:
retinoic acid)

Oksidirana oblika vitamina A. Njena vloga je pomembna pri
doloc¢anju pozicije vzdolz anteriorno-posteriorne osi pri
embrionalnem razvoju strunarjev. Deluje skozi Hox gene,
najprej se veze na heterodimerne RA receptorje (RAR) in
retinoidne X receptorje (RXR), ki se nato vezejo naprej na
tar¢ne regulatorne regije, s ¢imer aktivirajo gensko
transkripcijo (npr. Genov Hox). Odgovor je odvisen od tar¢ne
celice, saj RA uravnava transkripcijo razli¢nih genov
(Marshall in sod., 1996)

KOLAGEN IV

Protein, tip kolagena, ki tvori ekstracelularni matriks in ga
primarno najdemo v bazalni lamini pa tudi v drugih tkivih, na
primer v ocesni leci, placenti in ledvi¢nih glomerulih. Bazalna
lamina celicam daje podporo, jih lo¢i od mezenhimskega
vezivnega tkiva in dinami¢no uravnava njihovo rast,
diferenciacijo in prostorsko orientacijo (Khoshnoodi in sod.,
2008).

NGF (angl.: neural
growth factor)

Majhen protein iz druzine nevrotropinov (prvi opisan),
pomemben za rast, vzdrzevanje in prezivetje simpatic¢nih in
senzori¢nih nevronov, povzro¢a namre¢ razvejanje in
podaljSanje aksonov. Brez njega so te celice podvrZene
apoptozi. NGF naj bi tudi krozil po celotnem krvnem obtoku
in s tem ohranjal homeostazo (Fiore in sod., 2009).

dBCcAMP (angl.:
Dibutyryl cAMP
sodium salt)

Analog naravne signalne molekule cAMP, ki deluje kot
sekundarni sporo¢evalec in aktivira od cAMP odvisne
proteinske kinaze ter tako sodeluje pri raznih signalnih
transdukcijah (Strickland in sod., 1980).

3.1.3 Diferenciacija odraslih MC v Ziv¢ne celice

In vitro diferenciacijo v Zivéne celice smo poskusali izvesti z odraslimi MC, pridobljenimi
iz kostnega mozga (KM). Najprej smo uporabili Protokol 1, po katerem smo Zze
diferencirali EMC. Nato pa smo poskusili Se s protokolom, ki smo ga priredili po
protokolu, namenjenem diferenciaciji odraslih MC (Protokol 2, Hermann in sod., 2004).

3.1.3.1 Pridobivanje vzorcev kostnega mozga

MC za diferenciacijo smo pridobili iz priblizno 5 mL aspirata kostnega mozga pri
diagnosti¢ni punkciji KM na Kliniénem oddelku za hematologijo Klini¢nega centra v
Ljubljani. Postopek punkcije je opravil odgovorni zdravnik Klinicnega oddelka za
hematologijo, ki je pred postopkom bolnika tudi seznanil z naso raziskavo.
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Za delo z omenjenimi vzorci smo dne 18.03.2008 dobili soglasje Komisije za medicinsko
etiko 210/03/08 za Studijo »Uporaba humane mati¢ne celice za zdravljenje«. Pred
odvzemom KM pa smo dobili tudi prostovljni pristanek bolnika, iz katerega je razvidno, da
je seznanjen z namenom odvzema ter, da se z njim strinja (priloga). Pri samem delu smo
upostevali dolocila Oviedske konvencije, Helsinske deklaracije in dolocbe Kodeksa
medicinske deontologije Slovenije.

Odvzeti vzorek KM smo do nadaljevanja postopka izolacije shranili v epruvetke s
antikoagulantom natrijevim citratom.

3.1.3.2 Izolacija mononuklearnih celic iz vzorca KM

KM vsebuje razli¢ne tipe celic: stromalne celice (mezenhimske MC, osteoblasti,
fibroblasti, retikularne celice in mascobne celice) in krvotvorne MC (Kiel in Morrison,
2008). Z gradientnim centrifugiranjem smo iz KM najprej pridobili mononuklearne celice
in sicer smo uporabili gradientni medij fikol Lympholyte ® - H.

Lympholyte ® -H ima gostoto 1,077 g/mL. Pred uporabo smo ga ogreli na sobno
temperaturo. Vzorec KM, shranjen v epruvetki z natrijevim citratom, smo razredc¢ili z
enakim volumnom PBS (priblizno 5 mL). V 15 mL centrufugirko smo s seroloSko pipeto
nanesli 3 mL Lympholyte ® -H in nato nanj razredé¢eni KM (razmerje Lympholyte ® -H :
razredcenemu KM mora biti priblizno 1:2). Pri nanasanju smo pazili, da nismo pomesali
faz. Tako pripravljene centrifugirke z vzorcki smo 30 minut centrifugirali na 400xg. Med
centrifugiranjem celice glede na svojo gostoto potujejo razli¢no dale¢ vzdolz vertikalne osi
raztopine. Eritrociti agregirajo, zato se jim poveca hitrost sedimentacije in se po
centrifugiranju nahajajo v peletu na dnu centrifugirke. V peletu se po lo¢evanju nahajajo
tudi granulociti. Limfociti, monociti in trombociti nimajo dovolj velike gostote, da bi
penetrirali v plast fikola, zato se po locevanju nahajajo med plazmo in fikolom. Vidni so
kot bel obrocek. Tu se nahajajo tudi MC. Sloj MNC, ki se je nahajal med Lympholyte ® -
H in plazmo, smo s transfer pipeto previdno pobrali in prenesli v novo 15 mL
centrifugirko, ga do vrha razredc¢ili s PBS in ponovno centrifugirali 7 minut na 400xg.
Pelet, ki smo ga dobili po drugem centrifugiranju smo za 15 sekund razred¢ili z vodo, da bi
se znebili morebitnih eritrocitov, nato dodali PBS in vse skupaj Se tretji¢ centrifugirali 7
minut na 400xg. Tako pridobljeni pelet smo resuspendirali v mediju za gojenje in ga
nasadili na plosce.

3.1.3.3 Gojenje celic iz KM

KM, iz katerega smo izolirali celice za nadaljno diferenciacijo, smo v skladu z internim
seznamom odvzetih vzorcev KM Zavoda RS za transfuzijsko medicino, poimenovali KM8.
Celice, ki smo jih pridobili z logevanjem, smo najprej gojili v 75 cm? plastenki za gojenje.
Dno plastenke smo pred nasaditvijo prekrili s FBS, ki mezenhimskim MC omogoca lazjo
pritrditev na podlago. S tem smo tudi favorizirali gojenje teh celic. Celice smo nasadili v
komercialno dostopnem mediju MSCGM (Mesenchymal Stem Cell Growth Medium), ki je
namenjen gojenju vecjega Stevila mezenhimskih MC in ohranjanju njihovega
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nediferenciranega stanja. Gojilno plastenko smo postavili v inkubator (37°C in 5% COy) in
po nekaj dneh, ko so se celice dobro pritrdile, zamenjali celoten star medij s svezim. Na ta
nacin smo se tudi znebili eritrocitov, ki bi se Se vedno lahko nahajali v nasi kulturi. Celice
v kulturi so rasle mesec dni, pri ¢emer smo jim skoraj celoten medij menjavali na 3-4 dni.
V tem mesecu smo jih trikrat tripsinizirali. Nato smo jih Se zamrznili ter odmrznil in jih
razsadili v 3 gojilne plastenke. Po mesecu dni smo imeli torej celice KMS8 v peti pasazi.

3.1.3.4 Zamrzovanje celic

Z napravo Vi-cell smo doloc¢ili skupno Stevilo celic v suspenziji in se $tevilo celic, ki smo
jih zeleli zamrzniti v posamezni epruvetki za zamrzovanje. Suspenzijo smo enakomerno
razdelili v centrifugirke in jih centrifugirali 5 minut pri 300 x g na sobni temperaturi.
Supernatant smo odstranili in pocasi (zaradi toksi¢nega vpliva dimetilsulfoksida na celice)
ob steni dodali v celi¢no usedlino 2 ml medija za zamrzovanje. MeSanico smo prenesli v
ohlajene epruvetke za zamrzovanje, jih zaprli in namestili v posodo za po¢asno zmrzovanje
MrFrosty. Po 24-urni inkubaciji na — 80 °C smo prenesli epruvetke v tekoci dusik (- 196
°C).

Za zamrzovanje enega vzorca smo pripravili 2 ml medija in sicer smo zmesali: 1 ml FBS,
0,75 ml DMEM ter 0,25 ml DMSO.

3.1.3.5 Odmrzovanje celic

Epruvetke za zamrzovanje z zamrznjenimi celicami smo vzeli iz posode s teko¢im
dusikom in jo na hitro odtalili pri 37 °C. Med odtajevanjem smo celicam s pipeto dodajali
serum in jih prestavljali v 50 ml centrifugirko. S hitrim delom in dodajanjem seruma smo
preprecili toksi€no delovanje DMSO. Celicam smo nato dodali 10 ml gojilnega medija in
homogenizirali suspenzijo s stresanjem na rotacijskem stresalniku. Spiranje smo ponovili,
nato pa dolo¢ili §tevilo in odstotek zivih celic s pomo¢jo naprave Vi-cell.

3.1.3.6 Diferenciacija mezenhimskih MC v zZiv¢ne celice

Postopek In vitro diferenciacije MMC smo izvedli po zgoraj opisanem protokolu za
diferenciacijo EMC (protokol 1).

Poleg tega pa smo za poskusili tudi diferenciacijo MMC, prirejeno po protokolu,
objavljenem v Journal of Cell Science (Hermann in sod., 2004) (protokol 2).

Tripsinizirane celice KM8p5 iz treh gojilnih plastenk (75 cm?®) smo nasadili v 2 gojilni
posodici s 24 luknjicami in sicer smo v vsaki posodici napolnili 12 luknjic z gostoto
100000 celic / cm?. V polovico luknjic smo dodali kontrolni medij, v drugo polovico pa
smo dodali gojilni medij, s katerim smo Zeleli inducirati spremembo kulture MMC v
nevrosferam podobne strukture (slika 9).
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Slika 9: Shema nasaditve MMC v gojilno posodico. Rumeno obarvane luknjice predstavljajo MMC, gojene v
kontrolnem mediju, modro obarvane luknjice pa predstavljajo MMC, ki smo jih diferencirali v Ziv¢ne celice.

Za pripravo 20 mL medija za indukcijo nevrosfer smo zmesali:

DMEM 17,592 mL
FBS 2mL
L-glutamax 0,2 mL
FGF-2 0,004 mL
EGF 0,004 mL
Pen/Strep 0,2 mL

Za pripravo 20 mL kontrolnega medija pa smo zmesali:

DMEM 17,6 mL
FBS 2mL
L-glutamax 0,2 mL
Pen/Strep 0,2 mL

Na tak nacin smo celice gojili 18 dni. Ker so popolnoma prera$¢ale podlago in vidno rasle
v ve¢ plasteh, smo jih vmes dvakrat tripsinizirali in ponovno nasadili. Nato pa smo jim
dodali medij za diferenciacijo nevrosfer, v katerem smo celice gojili $e nadaljnih 14 dni.
Vmes smo celice opazovali in fotografirali pod mikroskopom ter iz kulture izolirali RNA.

Za pripravo 30 mL medija za diferenciacijo nevrosfer smo zmesali:

Nevrobazali medij 27,564 mL
FBS 1,8 mL

N2 0,3mL
BDNF 0,03 mL
Retinojska kislina 0,006 mL

Pen/Strep 0,3 mL
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3.2 KARAKTERIZACIA DIFERENCIACIE

Uspesnost umetne diferenciacije v zivéne celice smo preverili na tri nacine. Ves cas
poskusa smo opazovali in fotografirali morfoloske spremembe celic v kulturi.
Diferenciacijo smo kvalitativno ovrednotili z imunofluorescentnim barvanjem s
specificnimi oznacevalci. Izrazanje specificnih genov pa smo kvantitativno ovrednotili z
verizno reakcijo pomnozevanja v realnem casu.

3.2.1 Spremljanje morfologije celic z uporabo svetlobnega mikroskopa

Gojene celice smo vsak dan opazovali pod invertnim mikroskopom (Nikon Eclipse TE300)
in jih, kadar so bile vidne spremembe morfologije kulture, pod mikroskopom tudi
fotografirali.

3.2.2 Imunoflourescentno barvanje celic

3.2.2.1 Material

Seznam uporabljene laboratorijske opreme

e Mikroskop observer Z1 (Zeiss, ZDA)
e Mikropipete (Eppendorf, Nem¢ija)

Seznam uporabljenega potroSnega materiala

Gojilne posodice s 24 luknjicami (Costar, ZDA)

Transfer pipete - 3,5 mL (Sarstedt, Nemcija)

Epruvete (BD Falcon, ZDA)

Centrifugirke (Corning, ZDA)

Pipetni nastavki — 10 mL, 100 mL, 1000mL (Eppendorf, Nemcija)
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Seznam uporabljenih kemikalij

e Primarna protitelesa anti-Vimentin Li-10 mi$ja monoklonska IgM
(Abcam, ZDA)

e Primarna protitelesa anti-Doublecortin kunéja poliklonska IgG (Abcam,

ZDA)

Primarna protitelesa anti-NF200 mi$ja monoklonska IgG1 (Sigma, ZDA)

Primarna protitelesa anti-GFAP kunc¢ja poliklonska IgG (Abcam, ZDA)

Primarna protitelesa anti-PSD95 (kuncja poliklonska IgG) (Abcam, ZDA)

Primarna protitelesa anti-Nestin migG1 (R&D Systems, ZDA)

Sekundarna protitelesa proti mi§jim protitelesom Alexa 488 (Invitrogen,

ZDA)

Sekundarna protitelesa proti kun¢jim protitelesom Alexa 488 (Invitrogen,

ZDA)

Triton (Sigma, ZDA)

PBS (Sigma, ZDA)

Kozji serum za blokado (Gibco, ZDA)

Fiksativ Accustain (Sigma, ZDA)

DAPI (Invitrogen, ZDA)

3.2.2.2 Postopek imunosfluorescentnega barvanja

Glede na objavljene protkole in nase opazovanje celic pod svetlobnim mikroskopom, smo
ocenili, kdaj bi bile celice lahko dovolj diferencirane za ugotavljanje prisotnosti
oznacevalcev, znalilnih za zivéne celice (Preglednica 5). Prisotnost oznacevalcev smo
ugotavljali z imunofluorescentnim barvanjem, to je barvanje s fluorescentno oznacenimi
protitelesi. Pred barvanjem smo celice fiksirali, da smo preprecili razgradnjo proteinov in
jih ohranili v ¢imbolj nativnem stanju ter jim permeabilizirali membrane, da smo
omogocili tudi barvanje citoskeletnih elementov, ki se nahajajo znotraj celice.

Za barvanje smo izbrali tiste pare luknjic v gojilnih posodicah, kjer je bila Zze pod
svetlobnim mikroskopom vidna razlika med celicami, gojenimi v kontrolnem in
diferenciacijskem mediju.

Najprej smo celicam odstranili gojiSce in jih neZno sprali s PBS. Celice smo za 30 minut
izpostavili fiksativu Acustain, nato smo ga odstranili in celice trikrat zaporedoma sprali s
PBS. PBS smo v gojilni posodici vsaki¢ pustili po 10 minut. Nato smo v posodice za 15-20
minut dodali raztopino 1% Tritona v PBS, jo odstranili in za eno uro dodali novo
raztopino, ki je vsebovala 0,1% Tritona in 0,1% kozjega seruma v PBS.

Tako so bile celice pripravljene za dodatek primarnih protiteles. Preverjali smo pristonost
oznacevalcev Nestin-a, GFAP, NF-200, doublecortina, MAP2 in PSD95. Primarna
protitelesa smo redc¢ili v raztopini PBS v razli¢nih razmerjih (Preglednica 7).
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Preglednica 7 prikazuje razmerja red¢enja uporabljenih primarnih protiteles v PBS:

Primarno protitelo Redcitev v PBS
anti-Nestin 1:80
anti-GFAP 1:800
anti-NF200 1:800
anti-Doublecortin 1:400
anti-MAP2 1:800
anti-PSD95 1:400

Pripravili smo 800 pL raztopine posameznega primarnega protitelesa, od tega smo 400 uL
raztopine dodali v luknjico, kjer smo gojili celice v kontrolnem mediju, 400 puL raztopine
pa v luknjice, kjer smo pricakovali diferenciacijo celic.

Vse skupaj smo €ez no¢ inkubirali v hladilniku (4°C).

Naslednji dan smo pripravili raztopini sekundarnih protiteles raztopini PBS. Uporabili smo
protitelesa proti misjim protitelesom (za anti-Nestin, anti-MAP2 in anti-NF-200) in
protitelesa proti kun¢jim protitelesom (za anti-GFAP, anti-Doublecortin in anti-PSD-95).
Oboja smo red¢ili v razmerju 1:500. Od tu naprej je postopek potekal v temi.

Celice smo prekrili s sekundarnimi protitelesi in jih 45 minut inkubirali na sobni
temperaturi v temi. Nato smo sekundarna protitelesa odstranili in celice trikrat po 10 minut
sprali s PBS. Pri barvanju EMC smo ob zadnjem spiranju v PBS dodali DAPI, ki obarva
celi¢na jedra (v razmerju 1:500).

Pobarvane celice smo opazovali in fotografirali z invertnim fluorescentnim mikroskopom,
opremljenim s fotografsko kamero. ( Zeiss observer Z1) pod 160x povecavo.

3.2.3 Kvantitativno doloc¢anje izraZzanja specifi¢nih genov

3.2.3.1 lzolacija RNA

3.2.3.1.1 Material

Seznam uporabljenih aparatur

Avtomatske pipete (Eppendorf, Nem¢ija)

Centrifuga 5804 R (Eppendorf, Nemcija)

Elektri¢ni stresalnik, vortex (MS2 Minishaker IKA, ZDA)
Grelni blok (Eppendorf, Nemcija)

Spektrofotometer, BioPhotometer (Eppendorf, Nemcija)
Vodna kopel (GFL, Nemcija)

Zamrzovalnik (-80 °C) (Electrolux, ZDA)
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Seznam uporabljenega potroSnega materiala

Mokrocentrifugirke (Eppendorf, Nemcija)

Nastavki za pipete; 10, 100 in 1000 pl (Costar, ZDA)
Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke
Strgalo (TPP, Svica)

Seznam uporabljenih kemikalij

75 % etanol, pripravljen iz 96 % (Pharmachem, Slovenija)

DEPC (Sigma, ZDA)

Izopropanol (Sigma, ZDA)

Kloroform (Sigma, ZDA)

Pre¢is¢ena voda (Ph. Eur. 4™; Zavod RS za transfuzijsko medicino)
Trireagent (SigmazZDA)

3.2.3.1.2 Priprava na izolacijo RNA

Med gojenjem EMC smo po dveh in treh tednih po indukeiji diferenciacije v Zivene celice
kulture vzor¢ili za izolacijo RNA. To smo naredili tako, da smo iz parov luknjic, kjer je
bila Zze pod svetlobnih mikroskopom opazna morfoloska razlika med celicami v
kontrolnem in diferenciacijskem mediju, s strgalom postrgali vzorce enoslojnih kultur in
jih centrifugirali 5 minut pri 300 x g na sobni temperaturi. Supernatant smo odlili in peletu
dodali Trireagent (1 ml Trireagenta zadostuje za razkroj 5-10 x 10° celic). Pelet smo
resuspendirali s ponavljajo€im pipetiranjem, nato pa lizat celic prenesli v
mikrocentrifugirke. Tako pripravljene vzorce smo hranili v zamrzovalniku (-80 °C) do
nadaljnje analize.

Kulturo MMC iz kostnega mozga smo v primeru Protokolal vzor¢ili 3 tedne po indukeiji
diferenciacije, v primeru Protokola 2 pa 21 in 46 dni po indukciji diferenciacije.

S pomoc¢jo DEPC v reagentih za izolacijo RNA uni¢imo RNA-ze. Izopropanolu, 75 %
etanolu in preciS¢eni vodi smo dodali 0,1 % DPEC. Po dodatku smo raztopine pustili preko
noc¢i v inkubatorju (37 °C), nato pa jih v vodni kopeli inkubirali 1 uro pri 80 °C. Do
uporabe smo jih hranili v hladilniku (4 °C).

3.2.3.1.3 Postopek izolacije RNA

Mikrocentrifugirke s celicnim lizatom in 0,5 ml Trireagenta, ki smo jih hranili v
zamrzovalniku (-80 °C) smo odtajali, mocno stresli na elektricnem stresalniku in jih pustili
5 minut na sobni temperaturi (tako smo zagotovili popolno disociacijo nukleoproteinskih
kompleksov). Dodali smo 0,2 ml kloroforma na 1 ml uporabljenega Trireagenta. VVzorce
smo tesno zaprli, jih stresali na elektriénem stresalniku 15 sekund, nato pa jih 3 minute
pustili stati na sobni temperaturi. Sledilo je 15-minutno centrifugiranje pri 12000 x g na 4
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°C. Po centrifugiranju se je meSanica razslojila v tri faze: rdeCo organsko fazo (vsebuje
proteine), interfazo (vsebuje DNA) in zgornjo, brezbarvno vodno fazo (vsebuje RNA).
Vodno fazo smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 0,5 ml izopropanola na 1
ml uporabljenega Trireagenta. Vzorce smo premesSali, nato pa jih pustili na sobni
temperaturi od 5 do 10 minut. Sledilo je 10-minutno centrifugiranje pri 12000 x g na 4 °C.
Na dnu mikrocentrifugirk smo dobili oborino RNA. Supernatant smo odstranili in RNA
pelete sprali z najmanj 1 ml 75 % etanola na 1 ml uporabljenega Trireagenta. VVzorce smo
stresali na elektriénem stresalniku in jih centrifugirali 5 minut pri 7500 x g na 4 °C.
Supernatant smo odlili in RNA pelete osusili na zraku (odprte mikrocentrifugirke smo
pustili na zraku od 5 do 10 minut). OsuSenim peletom smo dodali ustrezno koli¢ino
preciscene vode z 0,1 % DEPC in pospesili raztapljanje RNA s ponavljajo¢im pipetiranjem
in 10- do 15-minutno inkubacijo pri 55 do 60 °C. Cistost vzorca in koncentracijo RNA smo
izmerili na spektrofotometru. Vzorce RNA smo do nadaljnje uporabe shranili v
zamrzovalniku (-80 °C).

3.2.3.2 Reverzna transkripcija (prepis RNA v cDNA)

3.2.3.2.1 Material

Seznam uporabljene laboratorijske opreme

Avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)

Grelni blok (Eppendorf, Nemcija)

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

Seznam uporabljenega potro$nega materiala

o Mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemcija)
o Nastavki za pipete; 10, 100 in 1000 pl (Costar, ZDA)
o Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke

Seznam uporabljenih kemikalij

o High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, ZDA), ki vsebuje:
o pufer za obratno transkripcijo (10x)
o nukleotide dATP, dTTP, dCTP, dGTP (25x)
o nakljucne zacetne oligonukleotide (10x)
o encim MultiScribe
o RNA-zni inhibitor (Applied Biosystems, ZDA)
o Prediscena voda (Ph. Eur. 4™; Zavod RS za transfuzijsko medicino)
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3.2.3.2.2 Postopek prepisa RNA v cDNA

Celotno RNA smo prepisali v ¢cDNA, upostevajo¢ navodila za sestavo High Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). RNA smo vzeli iz zamrzovalnika in prenesli v
posodo z ledom. Po potrebi smo vzorce razred¢ili s pre¢isc¢eno vodo z 0,1 % DEPC.

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

. 5 ul 10x pufra za obratno transkripcijo,
o 2 ul 25x ANTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
. 5 ul 10x naklju¢nih zacetnih oligonukleotidov,

2,5 ul encima MultiScribe,

2,5 ul RNA-znega inhibitorja (kon¢na koncentracija 1U/pl),
1 ul RNA

do 50 pl precis¢ene vode z 0,1 % DEPC

Pred pipetiranjem smo reagente, razen encima, nakratko premesSali na elektricnem
stresalniku.

Mesanico smo inkubirali v grelnem bloku: 10 minut na 25°C , nato pa 2 uri na 37°C.
Koncentracijo ¢ DNA smo izmerili na spektrofotometru . Vzorce cDNA smo do nadaljnje
uporabe shranili v zamrzovalniku (-20°C).

3.2.3.3 Analiza izrazanja genov z verizno reakcijo pomnozevanja v realnem casu

VeriZzna reakcija pomnoZevanja v realnem casu je kvantitativna metoda za ugotavljanje
kolicine mRNA v celici, ki za razliko od klasicnega PCR, nastajanje produkta zazna, ko je
le-ta v eksponencialni fazi pomnozevanja in ne, ko je ze dosezen plato. Je izredno
obcutljiva in omogoca dolocanje nizkega nivoja izrazanja genov. Temelji na: prepisu
mRNA v ¢cDNA s pomocjo reverzne transkriptaze, pomnoZevanju taréne cDNA, detekciji
in kvantifikaciji pomnoZenega produkta s pomocjo fluorescenénih oznacevalcev. Dobra
lastnost metode je tudi ta, da poteka le nekaj ur in se jo lahko deloma avtomatizira (Fennell
in sod., 2005; Espy in sod., 2006).

Pri metodi gre za pomnozevanje tarcne cDNA na katero se poleg zacetnih
oligonukleotidov veze Se fluorescen¢no oznacena sonda (Tagman sonda), ki se specifi¢no
prilega na zaporedje med obema zaCetnima oligonukleotidoma. Sonda je kratko zaporedje
DNA, ki ima na 5- koncu vezano reportersko fluorescentno barvilo in na 3- koncu dusilec
fluorescence, ki v nerazgrajeni sondi absorbira fluorescenco reporterskega barvila. Seveda
obstajajo sonde z razlicnimi reporterskimi in duSilnimi barvili. V naSem primeru smo
uporabili sondo, ki ima kot reportersko barvilo vezan 6-karboksifluorescin (FAM™) in kot
dusilec 6-karboksi-tetrametil-rodamin (TAMRA™). Med pomnoZevanjem DNA polimeraza s
svojo eksonukleazno aktivnostjo odcepi sondo in posledi¢no se sprostita tudi obe barvili, ki sta
sedaj loceni, kar onemogoc¢i duSenje emisijskega spektra, ki ga oddaja reportersko barvilo
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(FAM™). Fluorescenca med pomnoZevanjem cDNA nara$a in sicer sorazmerno s
koli¢ino odcepljenih sond, ki pa je prav tako sorazmerna s koli¢ino nastalega produkta.
Cikel, pri katerem fluorescenca (krivulja pomnozevanja cDNA) prvi¢ preseze 10-kratnik
standardne deviacije sevanja bazne linije imenujemo Ct ali mejni cikel (Cycle treshold).

Le-ta je obratnosorazmerna zacetni koncentraciji ¢cDNA v vzorcu (Dieffenbach in
Dveksler, 2003; Rapley in Harbron, 2004).

Preverjali smo izrazanje genov za vimentin, GFAP, MAP2 in Musashi 1.

3.2.3.3.1 Material

Seznam uporabljene laboratorijske opreme

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

Centrifuga (Tehtnica, PLC 332, Slovenija)

Kadicka z ledom

Seznam uporabljenega potroSnega materiala

o Folija za lepljenje opti¢ne reakcijske ploscice (ABI Prism Optical Adhesive
Covers) (Biosystems, ZDA)

Aluminijasta folija

Luknji¢asto pokrivalo za opti¢no reakcijsko ploscico

Mikrocentrifugirke (Eppendorf, Nemcija)

Opti¢na reakcijska ploscica s 96 luknjicami (ABI Prism 96- Well Optical Reaction
Plate) (Applied Biosystems, ZDA)

Nastavki za pipete; 10, 100 in 1000 pl (Costar, ZDA)

o Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke

Seznam uporabljenih kemikalij

o Osnovna zmes - TagMan® Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems, ZDA)

o PrecisSena voda (Ph. Eur. 4™ Zavod RS za transfuzijsko medicino)

o Zacetni oligonukleotidi in sonda za Gloveski gen vimentin (TagMan® Gene
Expression Assays-Assays on Demand™, Applied Biosystems, ZDA)

. Zadetni oligonukleotidi in sonda za ¢&loveski gen GFAP (TagMan® Gene

Expression Assays-Assays on Demand™, Applied Biosystems, ZDA)

o Zacetni oligonukleotidi in sonda za cloveski gen MAP2 (TagMan
Expression Assays-Assays on Demand™, Applied Biosystems, ZDA)

o Zadetni oligonukleotidi in sonda za &loveski gen Musashil (TagMan® Gene
Expression Assays-.Assays on Demand™, Applied Biosystems, ZDA)

o Zacetni oligonukleotidi in sonda za cloveski gen GADPH (Human GAPDH
Endogenous Control, Applied Biosystems, ZDA)

® Gene
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3.2.3.3.2 Postopek veriine reakcije pomnoZevanja v realnem ¢asu

Mikrocentrifugirke z vzorci cDNA smo vzeli iz zamrzovalnika in prenesli v kadic¢ko z
ledom. Vzorce smo red¢ili s precis€eno vodo z 0,1 % DEPC v razmerju 1 : 1.

V mikrocentrifugirkah smo posebej za vsak gen (Vimentin, GFAP, MAP-2, Musashil in
GADPH, ki sluzi kot endogena kontrola) zmesali ustrezno koli¢ino reagentov in pripravili
reakcijsko meSanico, ki smo jo prenesli na led. Sonde in zacetne oligonukleotide smo med
pripravo reakcijske zmesi zascitili pred svetlobo s pomocjo aluminijske folije. Sestava
reakcijske meSanice za 1 vzorec (20 pl):

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

. 1,25 ul zacetnih oligonukleotidov in sonde TagMan® Gene Expression Assays-
Assays on Demand™,

o 6,25 ul preciscene vode,

o 5 pl ustrezno red¢enega vzorca cCODNA.

V opti¢no plos¢ico s 96-imi luknjicami smo odpipetirali po 20 ul mesSanice, nato pa dodali
Se 5 wul vzorca. Kot negativno kontrolo meSanice za posamezne gene smo v luknjice
namesto ¢cDNA dodali po 5 pl precis¢ene vode. Opticno plos€ico smo zalepili s
samolepilno folijo in jo centrifugirali 2 minuti pri 1000 x g na sobni temperaturi. Potem
smo jo prekrili z luknji¢astim pokrivalom in vstavili v aparat ABI Prism 7900HT. V
racunalniS$kem programu SDS 2.1 smo izbrali sonde, volumen reakcije in Stevilo ciklov.
Proces verizne reakcije pomnozevanja je potekal v treh fazah: 2 minuti pri 50 °C, 10 minut
pri 95 °C in 40 ciklov pomnoZevanja, ki so bili sestavljeni iz 15-ih sekund pri 95 °C in 1
minute pri 60 °C.

Po koncani reakciji smo meritve analizirali s pomo¢jo programov SDS 2.1 in Microsoft
Excel. Za vsak vzorec cDNA smo dolocili vrednost Ct, ki je obratno sorazmerna zacetni
koncentraciji cDNA, in predstavlja zaporedni cikel, pri katerem krivulja pomnozevanja
(intenziteta fluorescence) preseze dolo¢en nivo. Ct-vrednost primerjalnega gena GADPH
smo odsteli od Ct-vrednosti posameznega gena (ACt). Relativni nivo izrazanja vsakega
gena, ki kaZze, ali je preucevani gen izrazen v vecjem ali manjSem obsegu kot primerjalni,
smo potem racunali po relaciji:

Ekspresija = 2°% (40

Vrednost relativnega izraZanja genov smo za potrebe primerjanja posameznih vzorcev
normalizirali s pomnozevanjem/deljenjem s 100.
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4 REZULTATI

4.1 IDENTIFIKACIJA ZIVCNIH CELIC, DIFERENCIRANIH IN VITRO IZ EMC

4.1.1 Opazovanje morfologije celic

Ze 2-3 dni po indukciji diferenciacije so bile s svetlobnim mikroskopom (Nikon Eclipse
TE300, Japonska) opazne morfoloske razlike med celicami, gojenimi v kontrolnem in
celicami, gojenimi v diferenciacijskem mediju. EMC, gojene v kontrolnem mediju, so ves
¢as poskusa (3 tedne) kazale nediferencirano morfologijo, ves ¢as so ohranjale priblizno
enako, okroglo ali ovalno obliko, bile so relativno majhne, premera okrog 7-10 pum. Med
celicami, gojenimi v diferenciacijskem mediju, pa smo opazili celice, ki so dobivale
obliko, znacilno za zivéne celice, postajale so torej ve¢je, bolj in bolj podolgovate,
razvejane, z izrazitim delom celice, ki je spominjal na somo ziv¢ne celice, od koder so
segali Stevilni izrastki. Pri nekaterih celicah smo opazili tudi medsebojne povezave med
temi izrastki in sicer z bolj odebeljenimi deli izrastkov, kar bi lahko predstavljalo Zivéno
sinapso.

Slike 10-14 prikazujejo morfologijo EMC po razlicnem c¢asu in v razlicnih medijih za
gojenje in diferenciacijo. Slike 10 — 12 prikazujejo morfologijo celic, ki spominja na
zivéne celice, vidni si dolgi celi¢ni izrastki in povezave med celicami. Na sliki 10 so Se
nediferencirane celice, na sliki 13 pa celice, gojene v mediju, ki ne povzroca diferenciacije
celic.

Slika 10: EMC v kontrolnem mediju, 1 dan po Slika 11: EMC 14 dni po indukciji diferenciacije
zacetku diferenciacije (100x povecava) (200% povecava)
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Slika 12: EMC 14 dni po zacetku diferenciacije
(200x povecava)

A

Slika 14: EMC v kontrolnem mediju, 20 dni po
zacetku diferenciacije (povecava 100x)

4.1.2 Imunofluorescentno barvanje

8

Slika 13: EMC 22 dni po zacetku diferenciacije
(100% povecava)

Kulture smo opazovali in fotografirali z invertnim fluorescentnim mikroskopom,
opremljenim s fotografsko kamero in sistemom za analizo slik. (Zeiss observer Z1) pod

160% povecavo.

Celice, gojene v diferenciacijskem meduju, so izrazale celi¢ne oznacevalce zivénih celic
(Nestin, GFAP, MAP2, Doublecortin, NF-200, PSD-95). Celice, gojene v kontrolnem

mediju, so bile ze te oznacevalce negativne.

Preglednica 8 prikazuje izrazanje oznacevalcev zivénih celic v kulturi EMC, gojeni v

diferenciacijskem mediju
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Preglednica 8: Izrazanje oznacevalcev zivénih celic pri kulturi EMC, gojeni v

diferenciacijskem mediju

Nestin

GFAP

Nestin

se nadaljuje...
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...nadaljevanje

Doublecortin NF-200

4.1.3 Kvantitativna analiza izraZanja specifi¢nih genov

Analiza izrazanja specificnih genov je poleg morfologije in imunoflourescentnega barvanja
dokaz uspesne in vitro diferenciacije EMC v zivéne celice. Zanimalo nas je, kako so
izrazeni geni, ki kodirajo celi¢ne elemente znacilne za zivéne celice v kulturah, gojenih v
kontrolnem ter v diferenciacijskem mediju. Ovrednotili smo izrazanje genov za vimentin,
GFAP, MAP-2 ter musashi.

Rezultate izraZzanja genov EMC smo normalizirali glede na izraZanje gena GAPDH. Hi$ni
gen (angl.: housekeeping gene) GAPDH je konstitutivni gen, ki se prepisuje relativno
konstantno v mnogih ali vseh znanih pogojih. Njegovi produkti so pomembni za
vzdrzevanje delovanja celice (glikolizo, transkripcijo, znotrajcelini transport, apoptozo).
Predvideva se, da eksperimentalni pogoji ne vplivajo na njegovo izrazanje (Shashidharan
in sod., 1999).

Slike 15 — 18 prikazujejo izrazanje specifiénih genov pri EMC, gojenih v kontrolnem in
diferenciacijskem mediju po 2 in po 3 tednih.
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Slika 16: Relativno izrazanje gena

Slika 15: Relativno 1zrazanje gena MAP?2 glede na hisni gen GAPDH

vimentin glede na hidm gen GAPDH
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Slika 17: relativno 1zrazanje gena Slika 18: relativno 1zrazanje gena

GFAP glede na hidni gen GAPDI Musashi 1 glede na hisni gen GAPDH
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4.2 IDENTIFIKACIJA ZIVCNIH CELIC, DIFERENCIRANIH IN VITRO IZ MMC

4.2.1 Opazovanje morfologije celic

4.2.1.1 Opazovanje morfologije celic, diferenciranih po Protokolu 1

MMC iz (KM13), diferencirane po protokolu, ki smo ga uporabili tudi za diferenciacijo
EMC, niso kazale posebnih razlik med kulturo v kontrolnem ter kulturo v diferenciacijskih
medijih. Vseeno so bile v domnevno diferenciranih celicah opazne posamezne celice, ki so
kazale bolj razvejano morfologijo, za katero pa bi pravzaprav tezko trdili, da je spominjala
na obliko Ziv¢nih celic.

Slike 19 — 22 prikazujejo morfologijo MMC, diferenciranih po protokolu 1, po razlicnem
¢asu in v razliénih medijih za gojenje in diferenciacijo:

Slika 19: MMC, 14 dni po zacetku diferenciacije v Slika 20: MMC, 14 dni po zacetku diferenciacije v
kontrolni mediju (200x povecava) nevromediju 1 (200% povecava)

Slika 21: MMC, 22 dni po zacetku diferenciacije v Slika 22: MMC, 22 dni po zacetku diferenciacije v
nevromediju 2 (100 povecava) kontrolnem mediju (100x povecava)
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4.2.1.2 Opazovanje morfologije celic, diferenciranih po Protokolu 2

Pri MMC (KMS8) smo opazili morfoloSke razlike med kulturo v kontrolnem mediju ter
kulturo, gojeno v medijih za diferenciacijo. V kontroli so celice kazale tipi¢no vretenasto
obliko mezenhimskih celic. V diferenciacijskem mediju pa so celice ze po dveh dneh
oblikovale strukture, ki so na videz spominjale na nevrosfere (Slika 24). Take strukture
smo v kulturi opazali Se priblizno mesec dni po zafetku diferenciacije. Nato smo med
domnevno diferenciranimi celicami opazili tudi redke celice z izrazito drugac¢no
morfologijo, ki je spominjala na zivéne celice (Slika 27). Take celice so bile namrec¢
mocno razvejane, vendar pa niso bile bistveno vecje od ostalih celic, predvsem pa jih je
bilo glede na ostale celice veliko manj kot pri diferenciranin EMC.

Slike 23 — 28 prikazujejo morfologijo MMC, diferenciranih po protokolu 2, po razlicnem
¢asu in v razlicnih medijih za gojenje in diferenciacijo.

Slika 23: MMC, 2 dni po zacetku diferenciacije v Slika 24: MMC, 2 dni po zacetku diferenciacije v
kontrolnem mediju (100x poveéava) mediju za tvorbo nevrosfer (100x povecava)

Slika 25: MMC, 12 dni po zacetku diferenciacije v Slika 26: MMC, 12 dni po zacetku diferenciacije v
kontrolnem mediju (100x povecava) kontrolnem mediju (100x povegava)
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Slika 27: MMC, 32 dni po zaCetku diferenciacije v Slika 28: MMC, 32 dni po zacetku diferenciacije v
kontrolnem mediju (100x povecava) nevromediju (100X povecava)

4.2.2 Imunoflourescentno barvanje

Z imunoflurescentnim barvanjem celic, diferenciranih tako po Protokolul kot po Protokolu
2, nismo dobili pozitivnih rezultatov. Obarvale se niso niti celice kontrolnega niti celice
diferenciacijskega medija.

4.2.3 Kvantitativna analiza izraZanja specificnih genov

Tudi pri diferenciaciji MMC po Protokolu 1 in po Protokolu 2 smo preverili izrazanje
genov za vimentin, GFAP, MAP-2 ter Musashi 1. V skladu z opazovanjem morfologije in
imunoflourescentim barvanjem nam tudi kvantitativna analiza izrazanja teh genov ni
potrdila uspesne diferenciacije MMC v Ziv¢ne celice.
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5 RAZPRAVA

5.1 DIFERENCIACIJA EMC V ZIVCNE CELICE IN VITRO

Cloveske EMC so pluripotentne celice, ki jih lahko dolgo gojimo in vitro in predstavljajo
vir prekurzorskih celic za diferenciacijo v katerikoli celi¢ni tip za raziskave ¢lovekovega
razvoja in zdravljenje mnogih bolezni. Pridobivanje in raziskave ziv¢énih prekurzorjev iz
EMC zato nudijo vpogled v razvoj zivénega sistema in so osnova za razvoj celi¢nih terapij
za zdravljenje mnogih Ziv¢nih in degenerativnih bolezni (Erceg in sod., 2008).

Diferenciacijo kulture EMC v zivéne celice smo ovrednotili na tri nacine: morfolosko, z
imunofluorescentnim barvanjem bolj ali manj specifi¢nih oznacevalcev in s kvantitativno
analizo izrazanja specifi¢nih genov.

Pri opazovanju morfologije s svetlobnim mikroskopom smo ugotovili bistvene razlike med
kulturo, gojeno v kontrolnem in kulturo, gojeno v diferenciacijskem mediju. Pri slednji
smo namre¢ opazili Stevilne celice z znac¢ilno morfologijo Zivénih celic, videti je bilo dele
celic, ki so spominjali na somo zivéne celice, iz nje pa so segali krajsi in daljsi izrastki.
Med daljSimi izrastki sosednjih celic so bile vidne tudi odebeljene povezovalne strukture,
ki so mo¢no spominjale na obliko sinapse. V kontrolni kulturi takih celic nismo opazili,
tam so celice ohranjale bolj nediferencirano obliko, bile so manjse ter okrogle ali ovalne
oblike (slike 10-14).

Z imunoflourescentnim barvanjem smo dokazali prisotnost vseh testiranih oznacevalcev
(Nestin, GFAP, MAP-2, PSD-95, Doublecortin, NF-200). Pozitivno barvanje nestina nam
je potrdilo, da so bile v kulturi Zivéne progenitorske celice. Znano je, da se nestin kot
element citoskeleta pojavlja v zacetku embrionalnega razvoja zivénih celic, kasneje ga
nadomestijo drugi, sorodni filamenti. Kljub temu, da nestin zasledimo tudi pri drugih
telesnih celicah (testisev, oc¢esa, skeletne misice, sréne miSice, trebusne slinavke), je pri
zivénih progenitorskih celicah tako obilno zastopan, da ga lahko v kombinaciji z drugimi
oznacevalci uporabimo kot zanesljiv dokaz prisotnosti Zivénih progenitorskih celic
(Roybon in sod., 2006).

Dokaz, da smo imeli v kulturi razvijajoce se nevrone, je bilo tudi pozitivno barvanje
oznacevalca MAP2, ki sodeluje pri povezovanju citoskeletnih elementov in rasti celic med
nevrogenezo.

Pozitivno barvanje citoskeletnega elementa GFAP kaze na zastopanost astrocitov v nasi
Kulturi.

Potrdili smo tudi izrazanje oznacevalca NF-200, ki je intermediarni filament, znacilen za
zrele nevrone. Sodeluje namre¢ pri dinamicnih lastnostih aksonskega citoskeleta, na primer
pri rasti in transportu vzdolz aksona (Kesavapany in sod., 2007).

Doublecortin je z mikrotubuli povezan protein, ki se mocno izraza med embrionalnim
razvojem mozganov. Tudi ta oznaCevalec se je sicer slabSe, a Se vedno pozitivno obarval.

S prisotnostjo razli¢nih oznacevalcev smo tako pokazali, da so bile v nasi kulturi isto¢asno
prisotne zrele in razvijajoce se Ziv¢ne celice.
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V skladu z opazovanjem celi¢ne morfologije s svetlobnim mikroskopom, smo s pozitivnim
barvanjem oznacevalca PSD-95 potrdili tudi prisotnost sinaps. Ta oznacevalec je namre¢
povezan z delovanjem receptorjev in citoskeletnih elementov v postsinapticni membrani
(El-Husseini in sod, 2000) (Preglednica 10).

Tudi kvantitativna analiza specificnih genov je potrdila uspesno diferenciacijo EMC v
zivéne celice. Izrazanje gena MAP2 je bilo Ze po dveh, Se bolj pa po treh tednih gojenja,
vecje pri diferenciranih celicah kot pri kontroli (Slika 16) Podobno, vendar s Se vecjo
razliko, je bilo z izrazanjem gena za vimentin, Ki pa po navedbah nekaterih avtorjev niti ni
merodajen oznacevalec zivénih celic, saj je Siroko zastopan tudi v drugih tkivih izven
ektodermalne linije (Roybon in sod., 2006) (Slika 15). Tudi izraZanje gena Musashi 1 je
bilo vecje pri diferenciranih celicah, kar je dodaten dokaz prisotnosti zgodnjih zivénih
progenitorjev (Slika 18). Ni pa bilo bistvene razlike v izrazanju gena za GFAP, kar bi
verjetno lahko razlozili s tem, da gre za protein, znacilen za ze zrele glia celice, ki se
morda Se ni zacel v celoti izraZati. Opaziti je bilo namre¢ razliko med izraZanjem gena po 2
tednih in po 3 tednih, verjetno je, da bi se ta razlika z nadaljnim gojenjem v kulturi Se
povecala na racun ve¢jega izrazanja gena pri diferenciranih celicah (Slika 17).

5.2 DIFERENCIACIJA MMC IZ KM V ZIVCNE CELICE IN VITRO

Odrasli kostni mozeg vsebuje heterogeno populacijo celic, ki se v grobem deli na
mezodermalne stromalne celice KM in krvotvorne MC. Stromalne celice lahko z deplecijo
ali selektivnim pritrjanjem na plasti¢no podlago izoliramo iz KM in jih gojimo in vitro kot
celicno kulturo. Take kulture vsebujejo multipotentne mezenhimske MC (MMC), ki se
lahko diferencirajo v razlicna mezodermalna tkiva, na primer v kost, hrustanec, mas¢obno
tkivo, misi¢no tkivo in fibroblaste. Ceprav so odrasle MC linijsko omejene, je vedno ved
dokazov, da lahko te celice oziroma vsaj njihova subpopulacija, prestopijo meje svoje
zarodne plasti in se diferencirajo v celice druge zarodne plasti, na primer v
nevroektoderm.Ta fenomen imenujemo transdiferenciacija in je del plasti¢nosti MC. Se
vedno ni jasno, ali gre v takih primerih za resni¢no nevroektodermalno diferenciacijo ali pa
je le-ta posledica celicne fuzije oziroma nespecificnosti oznacevalcev, s katerimi jo
dokazujemo (Hermann in sod., 2006; Croft in Przyborski, 2006).

Objavljenih je bilo sicer Ze kar nekaj raziskav, ki so pokazale uspeSno in vitro
diferenciacijo MMC v nevroektodermalne celice (Herman in sod., 2006). Vendar pa so pri
vecini raziskav manjkale analize oznacevalcev, znacilnih za Zivéne celice pri izhodi$¢ni
populaciji celic in kvantitativne analize izrazanja med samo diferenciacijo. Prav zato je
celoten koncept transdiferenciacije Se vedno nekoliko sporen.

Pri naSem poskusu nismo dokazali diferenciacije MMC iz KM v Ziv¢éne celice pri nobenem
od uporabljenih protokolov. Imunofluorescentno barvanje ni dalo pozitivnih rezultatov za
nobenega od oznacevalcev (Nestiny, MAP2, GFAP, Doublecortin, NF-200, PSD-95) niti pri
celicah, gojenih v kontrolnem mediju niti pri celicah, gojenih v medijih za diferenciacijo.
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Neuspelo diferenciacijo bi lahko razlozili s tem, da smo kot izhodis¢no kulturo uporabili ze
precej bolj diferencirane celice (kot na primer EMC), pri katerih bi transdiferenciacija
potekla manj verjetno.

Poleg tega tudi nismo fenotipsko karakterizirali izhodi$¢ne kulture, karakterizacijo MMC
smo izvedli le skozi izolacijo s fikolom, prilepljanjem celic na plasticno podlago in
gojenjem v mediju MSCGM, ki favorizira namnozevanje MMC. Celice pa bi bilo smiselno
izolirati s celicnim ali magnetnim lo¢evalcem, da bi dobili bolj ¢isto kulturo.

Ne gre pa tudi zanemariti dejstva, da je bil KM, odvzet pri bolnikih pri relativno visoki
starosti, pri katerih ne pri¢akujemo visoko zastopane populacije MC, saj njena velikost s
starostjo pada. KM je bil odvzet pri rutinskem diagnosti¢nem postopku na Hematoloski
kliniki ljubljanskega Klini¢nega centra, pri katerem gre najpogosteje za ugotavljanje raznih
krvnih bolezni in tudi to dejstvo ne govori v prid visoki zastopanosti populacije MC pri teh
osebah.

Opazili smo morfoloske razlike med celicami, gojenimi v kontrolnem in v
diferenciacijskem mediju. Pri diferenciacijskem mediju smo opazili celice, ki so na videz
spominjale na znacilno morfologijo zivénih celic. Vendar pa bi te celice tezko
karakterizirali kot diferencirane v nevroektodermalne, sploh glede na negativno izrazanje
oznacevalcev. Znano je tudi, da je lahko celicna morfologija, ki spominja na Zivéne celice,
posledica celicnega kréenja kot odgovora na stres, ki so ga lahko povzrocale sestavine
medijev. Spremembe celi¢ne arhitekture so posledica prepisovanja genov. Geni, ki so
udelezeni v preoblikovanje tkiva so na primer tesno povezani z dinami¢nimi spremembami
celicne morfologije, ki jih inducirata stres in fizioloski procesi spreminjanja oblike. To
kaze na direktno vpletenost citoskeleta v celicnem sporocilnem aparatu. Od tod sledi, da
lahko tar¢na reorganizacija citoskeleta aktivira prepisovanje genov, ki uravnavajo celi¢no
obliko (Hermann in sod., 2006; Croft in Przyborski, 2006).

5.3 PRIHODNJE DELO

Nadgradnja nasega dela bo ponovitev enakih poskusov v ¢imve¢jem Stevilu, kar nam bo
dalo tudi statisticno bolj merodajno sliko o dokazih in vitro diferenciacije v zivéne celice.
Smiselno bi bilo tudi poskusiti z druga¢nimi protokoli.

Kot na dlani pa se zdi tudi nadaljnji dokaz uspe$ne diferenciacije v Zivéne celice in sicer z
elektrofizioloSkim preizkusom funkcionalnosti diferenciranih celic.

Klini¢ni poskusi transplantacij MC za zdravljenje zivénih poskodb in bolezni odpirajo
Stevilna nova vpraSanja. Najprej se pojavi vpraSanje o varnosti. NajpomembnejSe
potenicalno tveganje pri transplantacijah MC, Se posebej EMC, predstavlja tveganje
tvorbe tumorjev. Ze po definiciji so EMC po transplantaciji sposobne tvorbe teratomov.
Celice za transplantacijo bi torej morale biti Ze linijsko usmerjene. In tudi dejansko pri
poskusih presaditev zivénih prekurzorjev, pridobljenih iz linij EMC, celice niso tvorile
teratomov.

Druga potencialna teZzava pri transplantacijah alogenih EMC je verjetnost zavrnitve
presadka, te teZave sicer ni pri presajanju avtolognih MC iz odraslih tkiv, na primer iz KM,
vendar pa se tu pojavi nova, zaenkrat Se ne reSena, teZzava, kako dobiti enotno cCisto
populacijo MC iz ze odraslih tkiv (Ben-Hur, 2006; Baharvand in sod., 2007).
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Preden bodo terapije z MC dejansko uporabljene pri pacientih, se bomo morali nauciti
natan¢no kontrolirati proliferacijo, genetske modifikacije in diferenciacijo MC v specifi¢ne
celiCne tipe in s tem prepreciti tvorbo tumorjev. Nauciti se bomo morali tudi vzpostaviti
ucinkovito funkcijsko integracijo zivénih celic v mrezo sinaps in nevronov.

Pred klini¢nimi poskusi na ¢loveku bi bilo smiselno preveriti uc¢inkovitost teh terapij na
zivalskih modelih, ki bi posnemale ¢loveske bolezni. Ti modeli nam predstavijo tveganja
in prednosti celicnih terapij, Ceprav ne moremo cisto direktno prenesti podatkov
pridobljenih pri Zivalih na zdravljenje ¢loveka. Zivalske vrste se namreé¢ razlikujejo po
stopnji nevronske plasticnosti in po bolezenskih mehanizmih (Lindvall in sod., 2004,
Lindval in Kokaia, 2006).

Za klini¢ne poskuse, ki predvidevajo uporabo mati¢nih celic za zdravljenje nevrolosSkih
motenj, je torej Se prezgodaj, vendar pa hiter napredek na tem podro¢ju daje upanje, da
bodo celicne terapije z MC omogocile zdravljenje bolezni kot so Parkinsonova bolezen,
Alzheimerjeva bolezen, posledice mozganske kapi, Huntingtonova bolezen, amiotrofna
lateralna skleroza, multupla skleroza in lezije hrbtenjace.

Ne glede na to, kako razburljivo je raziskovanje MC in nevrobiolo$kih mehanizmov, bo
Sele klini¢na uporaba MC pokazala njihovo dejansko vrednost. Vseeno pa se prvic pojavlja
resnicno upanje, da bomo enkrat v prihodnosti lahko pomagali osebam s trenutno
neobvladljivimi nevrodegenerativnimi boleznimi.

Za S§irSi pogled na tkivno inZenirstvo in celicne terapije je vsekakor klju¢no
interdisciplinarno sodelovanje. Vprasati se moramo, zakaj je nek organizem (Clovek) tak
kot je? Zakaj so nekatere zivali, na primer pupek ali aksolotl, sposobne regeneracije tako
kompleksnih organov kot so okocnine, rep, oesna mreznica ter leca in celo deli srca,
druge pa ne? (Brockes in sod., 2001) Organizma se ne da popolnoma razumeti brez
poznavanja njegove bioloSke preteklosti. Za $ir§o obravnavo regeneracije tkiv je torej
kljuénega pomena tudi filogenetski oziroma evolucijski pristop, ki zahteva razmisljanje
izven cClovekove zZelje po lastni dobrobiti in se vrata na zame eno najlepSih in
najpomembnejSih misli: Ni¢ v biologiji nima smisla, razen v lu¢i evolucije (Dobzhansky,
1964).
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6 POVZETEK

Regeneracija je fizioloSki proces, pri katerem se nadomestijo izgubljeni ali poskodovani
telesni deli. Pri u¢inkovitem celjenju ran in poskodb pomembno sodeluje specializirana
skupina celic — mati¢ne celice (MC), ki jih v sebi ohranimo celo zivljenje. MC so zelo
redke, sposobne so dolgotrajnega asimetri¢nega deljenja in tvorbe sebi identi¢nih kopij ter
diferenciacije v bolj usmerjene tkvine celice. Pomembna lastnost MC je plasti¢nost —
sposobnost odraslih MC, da se diferencirajo tudi v celice drugih tkiv in ne samo v celice
tkiva iz katerega izhajajo.

Embrionalne mati¢ne celice (EMC) so celice, ki izvirajo iz zgodnjega zarodka, to je pri
¢loveku 5 do 7 dni po oploditvi in se jih v kulturi in vitro lahko vzdrzuje neomejeno dolgo.
EMC se teoreticno lahko razvijejo v katerokoli tkivo organizma. Imajo torej zelo visoko
potentnost, so pluripotentne. Ker je izolacija humanih EMC (hEMC) iz zarodkov eti¢no
sporna, se znanost nagiba k raziskavam drugih, lazje dostopnih tipov MC, na primer
mezenhimskih MC (MMC) iz kostnega mozga (KM). MMC so multipotentne in se lahko
in vitro diferencirajo v celice mezodermalne linije (osteoblaste, hondrocite, adipocite,
misi¢ne celice). Raziskave kazejo, da se pod dolo¢enimi eksperimentalnimi pogoji lahko
diferencirajo tudi v celice drugih linij, na primer v zivéne celice, torej v ektodermalno
linijo, kar kaze na njihovo plasti¢nost.

Namen naSega dela je bil izdelati ustrezen protokol za diferenciacijo EMC in MMC v
zivéne celice ter s tem dokazati potentnost oziroma plasti¢nost teh celic. Izdelava takega
protokola pa bi lahko sluzila namenom regenerativne medicine in znotraj nje nevrologiji,
ki vkljuCuje raziskave in zdravljenje mnogih nevrodegenerativnih bolezni, na primer
Parkinsonove bolezni, Alzheimerjeve bolezni, Huntingtonove bolezni, amiotrofne lateralne
skleroze, multiple skleroze, poskodb hrbtenjace in posledic kapi.

Uspesnost umetne diferenciacije EMC in MMC v zZiv¢ne celice smo preverili na tri nadine.
Ves ¢as poskusa smo pod mikroskopom opazovali in fotografirali morfoloske spremembe
celic v kulturi. Diferenciacijo smo z uporabo invertnega fluorescentnega mikroskopa
kvalitativno ovrednotili z imunofluorescentnim barvanjem s specificnimi oznacevalci.
Izrazanje specificnih genov pa smo kvantitativno ovrednotili z verizno reakcijo
pomnozevanja v realnem ¢asu (TagMan® PCR).

Uspesno umetno diferenciacijo EMC v Zivéne celice smo potrdili na vse tri nacine,
medtem ko je bila umetna diferenciacija MMC neuspesna. Pri slednji smo poskusili z
enakim protokolom kot smo ga uporabili za umetno diferenciacijo EMC in nato Se s
protokolom, namenjenem diferenciaciji odraslih MC, vendar pa ne kvalitativno ne
kvantitativno nismo dokazali prisotnosti zivénih celic v kulturi.

Umetna diferenciacija MC v Zivéne celice prispeva k razvoju regenerativne medicine, saj
predstavlja enega izmed prvih korakov za dosego ucinkovitega zdravljenja trenutno
neobvladljivih nevrodegenerativnih bolezni. Preden bi umetno diferencirane MC uporabili
v predkliniénih in klini¢nih Studijah, se bomo morali nauciti natancno kontrolirati
proliferacijo, genetske modifikacije in diferenciacijo MC v druge specifi¢ne celicne tipe ter
s tem prepre€iti na primer tvorbo tumorjev, kar pri presaditvah MC zaenkrat predstavlja
veliko nevarnost. Sele Klini¢na uporaba MC pokazala bo torej pokazala njihovo dejansko
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vrednost. Vseeno pa se prvic pojavlja resni¢no upanje, da bomo enkrat v prihodnosti lahko
pomagali osebam s trenutno neobvladljivimi nevrodegenerativnimi boleznimi.
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POAPISANI/ -8 ..ot
TOJEN/-8 1t

sem bila seznanjen/-a in sem razumel/-a namen raziskave in soglasam, da se lahko odvzeti
vzorec mojega kostnega mozga, ki je sicer namenjen za analizo v diagnosti¢éne namene,
uporabi tudi za dodatne raziskave maticne celice, ki jih v okviru nacionalnih raziskovalnih
projektov izvaja raziskovalna skupina »0311-002 Transfuzijska medicina«.

Eden izmed naslednjih strokovnjakov
me je seznanil/-a s postopki odvzema vzorca, hkrati pa tudi odgovarja za mojo varnost pri
tem dejanju.

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

Moje sodelovanje v raziskavi je popolnoma prostovoljno in vem, da ga lahko odklonim ali
kadarkoli odstopim iz raziskave. Obvestili so me, da bodo rezultati raziskave sluzili
napredku medicinskega znanja na podrocju celi¢ne terapije in regenerativne medicine.
Obvescen/-a sem tudi, da je raziskavo odobrila Republiska komisija za medicinsko-eti¢na
vprasanja.

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