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V okviru diplomske naloge smo pr&vali vpliv krioprezervacije na
viabilnost, proliferacijo ter na diferenciacijskotgncial ASC (angl. Adipose-
derived Stem Cells). Slednji je v pripravi tkivhmzenirskih pripravkov
nadvse pomemben, zato bi morebiten negativen vghoprezervacije
oteZeval uporabo ASC v cétiih terapijah. Matine celice smo iz lipoaspirata
izolirali z encimsko razgradnjo s kolagenazo. Impje bil velik, a je med
vzorci precej variiral. 1z 100 ml vzorca smo v peaiju dobili 1,1 x 16 ASC.
Polovico pridobljenih celic smo za en mesec zaniyzmeostanek pa nasadili
v D-MEM/F12 ob dodatku 10 % humanega seruma. Calicge in sedme
pasaze smo izpostavili ragiima indukcijskima medijema. Adipogeno
diferenciacijo smo po 10 dneh dokazovali z barvilged Oil O, osteogeno pa
med 21. in 26. dnem z barvanjem von Kossa. Popanemak postopek
gojenja in indukcije smo ponovili tudi z zamrznjemicelicami ter izvedli
primerjavo dobljenih rezultatov. ¥ekot 90 % viabilnost kaze na dobro
optimiziran protokol krioprezervacije. Regeneraggabila tudi po odmrznitvi
hitra, pomnozevanje pa je bilo le malenkostgsmejSe. Diferenciacija ASC je
potekala skoraj nespremenjeno glede na nezamrzupnmee. Predvidevamo,
da ima na proliferacijo in diferenciacijo §je vpliv Stevilo progenitorskih
celic, ki jih zajamemo v vzorec za indukcijo kot pama krioprezervacija.
Glede na dobljene rezultate lahko zakiljpo, da enomesea krioprezervacija
ne vpliva bistveno na ASC, zato so celice tudepem mesecu zamrzovanja
primerne za tkivno-inzenirske aplikacije.
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AB In the framework of the graduation thesis, the afte# the cryopreservation on

the viability, on the proliferation and on the éiféntiation of the ASC potential
(Adipose-derived Stem Cells) was researched. Tiber [ most important when
preparing the tissue engineering applications,efioee the possible negative
effect of cryopreservation could complicate thel@pgion of the ASC in the cell
therapy. The stem cells were isolated from the agparate with enzyme
breakdown through collagenase. The yield was sntaltathough it varied
among samples. Out of the 100 ml sample 1,1 % ABC was obtained in
average. One half of the obtained cells had bezgefr for a month and the rest
had been cultured D-MEM/F12 by adding a 10 % of human serum. The cells of
the second and the seventh passage had been exposdterent induction
media. After ten days, the adipogenic differentiathad been proven with the
Red QOil O dye, and between 21th and 26th day #teogenic differentiation
with the von Kossa stain. Exactly the same procediicultivation and induction
had been repeated with the use of frozen cellgvield by the comparison of the
results. More than 90 % viability reflected a wefptimized cryopreservation
protocol. After defrosting also the regenerationd haeen rapid, yet the
amplification had been a bit slower. The ASC d#éfgration was almost
unchanged compared to the not-frozen samples. Wifeats that the number of
progenitor cells captured in a sample for inducth@s a greater impact on the
proliferation and differentiation than the cryopeation itself. Following the
results obtained it can be concluded that the ooetimcryopreservation has no
substantial influence/impact on the ASC, therefexen after one month of
freezing the cells are still suitable for tissugiaeering applications.
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ASC

BMSC
BAT
CAL
D-MEM

D-MEM/F12

D-MEM/LG

DMSO
EDTA
EMC
FBS
GP
HBSS
HLA
hSG
KME
MC
MMC

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

maticna celica iz ma®bnega tkiva (angl. Adipose-derived Stem
Cell)

maticna celica iz kostnega mozga (angl. Bone Marrow Steit)
rjavo magobno tkivo (angl. Brown Adipose Tissue)

metoda obogatene ntabe (angl. Cell Assisted Lipotransfer)
Dulbeccovo modificirano gojée (angl. Dulbecco's modified Eagle's
medium)

Dulbeccovo modificirano gojié&: hranilna meSanica F-12 (angl.
Dulbecco's modified Eagle's medium: nutrient migtkr12)
Dulbeccovo modificirano gojé z nizkim delezem glukoze (angl.
Dulbecco's modified Eagle's medium with low-glugose

dimetil sulfoksid

etilendiaminotetraocetna kislina

embrionalne matne celice (angl. Embryonic Stem Cell)

goveji serum (angl. Fetal Bovine Serum)

gojilna posoda

Hanksova osmolarna raztopina soli

humani levkocitni antigen (angl. Human Leukocytdigen)
humano serumsko gofis

Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko

maticna celica (angl. Stem Cell)

mezenhimska maina celica (angl. Mesenchymal Stem Cell - MSC)
Stevilo zivih celic v suspenziji

povpre&no Stevilo prestetih celic v kvadratku Stevne koenor
za&etno Stevilo nasajenih celic

izplen oz. pridobljeno Stevilo celic

fosfatni pufer (angl. Phosphate Buffered Saline)

populacijsko podvojevanje

primarna kultura

prva pasaza

faktor red¢enja zaradi meSanja s tripanskim modrilom
stromalna vaskularna frakcija (angl. Stromal Vaac&raction)
popkovnina kri (angl.Umbilical Cord Blood)

volumen celine suspenzije, iz katere smo odvzeli vzorec

belo magobno tkivo (angl. White Adipose Tissue)
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Adipogena diferenciacija
ASC

Biobanka

BMSC

Citokini

Diferenciacija

EMC

Fibroblast

Hematopoeza
In vitro

In vivo

SLOVARCEK

Je proces, v katerem manj specializirana celicdopri
lastnosti ma®obnih celic.

Mati¢ne celice iz ma®bnega tkiva (angl. Adipose-
derived Stem Cells).

Ustanova, ki zbira, obdeluje in shranjuje r&zé
bioloSke vzorce, celice, tkiva in organe in vodnjth
ustrezno podatkovno bazo. Pri tem gre lahko za
shranjevanje bioloskih, agronomskih, veterinarskih,
forenziénih ali medicinskih vzorcev. Populacijska
biobanka je zbirka bioloSkih materialov, ki
reprezentativno pokriva daleno populacijo, zbrane
vzorce in vse podatke o njih pa kontrolirano upgaab
znanstvene namene (Rozman in Jez, 2009).

Mati¢ne celice iz kostnega mozga (angl. Bone Marrow
Stem Cells).

Citokini so topni izl@ki celic, ki omog@ajo
medceléno komunikacijo, spodbudijo imunski odziv in
razmnoZzevanje celic. Termin citokin se nanaSa na
heterogeno skupino topnih proteinov in peptidovyki
nanomolarnih in pikomolarnih koncentracijah delajej
kot humoralni regulatorji in v normalnih ali pat8loh
pogojih regulirajo delovanje tkiv in celic (Rozmam
Jez, 2009).

Je proces, v katerem manj specializirana celicdopri
lastnosti bolj specializiranih celic (Rozman in Jez
2009).

Embrionalne matne celice so pluripotentne maie
celice, ki jih najdemo v zgodnjem zarodku — blasstbc
(5. dan) in jih lahko izoliramo iz notranje cele
mase, preden ta &ae tvoriti klicne plasti (Rozman in
Jez, 2009)

Celica vezivnega tkiva splégne podolgovate oblike s
citoplazemskimi izrastki in ovalnim jedrom. Celica
veziva, vretenaste ali zvezdaste oblike, z velikim,
ovalnim, bledo barvajpm se jedrom, ki tvori
kolagenska, retikulinska in elasta vlakna ter
proteoglikane (Rozman in Jez, 2009).

Proces tvorbe krvnih cehih komponent, ki nastajajo
iz hematopoetskih m&tih celic.

V epruveti oziroma v umetnem okolju (RoZzman in Jez,
2009).

V Zivem osebku oz. v naravnem okolju (RoZzman in Jez
2009)
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Konfluenca

Kostni mozeg

Krioprezervacija

Krioprotektanti

Limfociti

Lipoaspirat
Liposukcija

Mati éna celica

Mezodermalna plast embrija

MMC

Osteogena diferenciacija

Pasaza

Preragenost dna gojilne posodice s celicar@ie so
celice konfluentne pomeni, da so popolnoma prerasle
dno posode (RoZzman in Jez, 2009).
Mehko tkivo, ki se nahaja v dolgih kosteh. V kostne
mozgu poteka hematopoeza. Med ramini odraslimi
celicami vsebuje tudi e vrst maténih celic, npr.
mezenhimske, krvotvorne in druge ndag celice
(Rozman in Jez, 2009).

Postopek dolgotrajnega shranjevanja celic in drageg
bioloSkega materiala pri izjemno nizkih temperatura
(Simione, 1998).

Substance, ki omogajo dolgotrajno shranjevanje
bioloSkega materiala, saj med zamrzovanjem
prepréujejo posSkodbe tkiva. Poleg DMSO-ja in
glicerola, ki sta najpogosteje v uporabi, poznameo $
etilenglikol, propilenglikol, saharozo in trehalozo
Celice, prisotne v krvi in limfagnih organih kot glavni
vir imunske sposobnosti organizma, da lahko prepozn
tuje snovi in proti njim tudi reagira.

Aspirat liposukcije je ma®bno tkivo pridobljeno pri
liposukciji.

Pogosta metoda odstranjevanja 0z. izsesavanja
odveinega mafbnega tkiva v estetski kirurgiji.
Nediferencirana celica, ki se s tim. nesindgioi
delitvijo lahko samoobnavlja, priemer nastane ena
njej enaka berinska celica, hkrati pa druga, bolj
diferencirana terinska celica. Ta ima manjSi razvojni
potencial, ker je bolj diferencirana. Za ndab celico
velikokrat napano uporabljagjo nag@n sinonim
"izvorna celica”, ki ustreza terminu “primordialna
celica”, zato dejansko ni ustrezen (RoZzman in Jez,
2009).

Gre za eno od embrionalnih plasti. Embrio je nanwre
treh plasti, in sicer iz ektoderma, endoderma ter
mezoderma.

Mezenhimske matne celice so multipotentne maie
celice, ki se lahko diferencirajo v celice Kkosti,
hrustanca, miSic in v mé&sbne celice. Nahajajo se tudi
v kostnem mozgu, ki je vir mnogih vrst matih celic
(Rozman in Jez, 2009).

Proces, v katerem manj specializirana celica pridob
lastnosti  kostnih celic (Rozman in Jez, 2009).
Presaditev celic v celni kulturi. Ponavadi jo opravimo,
ko celice v kulturi dosezejo konfluentno stanje
(Rozman in Jez, 2009).
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Plasti¢nost

Podvojevalniéas

Preadipociti

Progenitorska celica
Proliferacija

Senescenca

Teratom

Transformacija

Transplantacija

Tripsinizacija

Viabilnost

Sposobnost tkivnih mamih celic (MC odraslega), da
se spremenijo v celico drugegackiega lista ali da se
spremenijo v odrasle celice drugega tkiva, kambr ji
pred tem prenesemo. Te #Zi@aosti pokazejo tkivne
maticne celice kot odgovor na fizioloSke potrebe ali
drazljaje. Mehanizem plastiosti ni popolnoma
pojasnjen in je sestavljen verjetno iz dedifereci@a
transdiferenciacije, transdeterminacije ter mor@¢éo c
celicne fuzije med odraslimi in manimi celicami
(Rozman in Jez, 2009).

Generacijski¢cas nam pove, kolikatasa potrebujejo
celice za podvojitev. KrajSi podvojevaldas pomeni
vecje Stevilo delitev.

Celice, ki jih najdemo v m&sbnem tkivu odraslega
¢loveka in se diferencirajo v zrele ntabne celice ali
adipocite.

Izraz za vsako dete se celico, ki se lahko diferencira v
razlicne potomke.

Podvojevanje celic in njihov razvoj (Rozman in Jez,
2009).

Senescenca ali céfio staranje je aktiven razvojni
proces, ki vodi v prenehanje delitve celic, akunijta
metabolnih produktov in ceéio smrt. Odmiranje in
prenehanje delitve celic se odrazata tudi na dejava
organov in sploSnem slabljenju organizma in tudi
spremenjenem delovanju diferenciranih celic

Tumor sestavljen iz skupka raziih tipov tkiva.
Vsebuje celice vseh treh embrionalnih plagile
pluripotentne  matne  celice  vbrizgamo v
imunokompromitirane miske, se razvijejo v teratom,
kar uporabljamo kot bistveni in vivo dokaz njihove
pluripotentnosti (Rozman in Jez, 2009).

Maligna transformacija: sprememba normalne celice v
maligno, ponavadi to pomeni, da celica pridobi
sposobnost neskdmega pomnoZevanja — postane
nesmrtna (Rozman in Jez, 2009).

Presaditev celic, tkiva ali organa darovalca v telo
prejemnika. Po tej definiciji je najbolj pogostalikh
transplantacije transfuzija krvi (RoZzman in JezQ20
Postopek odlepljanja celic enoslojne kulture z dna
gojilne posode s pond encima tripsina. Najugodnejsi
¢as za presaditev celic v novojeposodo je, ko le-te
dosezejo 70 % - 90 % konfluenco.

Viabilnost ali Zivost je sposobnost celic, da v ean

okolju prezivijo, rastejo in se delijo.
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1 UvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Tkivno inzenirstvo in regenerativha medicina staltisciplinarni vedi, ki s svojim
pristopom predstavljata novo upanje v zdravstvu.nupda moznost regeneracije
poskodovanih tkiv, organov ter moznost povrnitwaye normalne funkcije in strukture.
Gre torej za ustvarjanje zivih, funkcionalnih tiia zdravljenje poSkodb, ali za nadomestek
tkiva ali organa, katerega funkcija nidveadovoljiva bodisi zaradi starosti bodisi zaradi
posSkodb, bolezni (Rada in sod., 2009).

Tekom Zivljenja se mora naSe telo zaradi obrab a8kpdb nenehno obnavljati. Za
regeneracijo in obnavljanje poskodovanih tkiv skploisebna vrsta celic, ki se v telesu
nahaja vse Zivljenje. Imenujemo jih miate celice (MC; angl. Stem Cells — SC). Glavna
lastnost, ki jih I&i od drugih celic, je njihova sposobnost samoolbnaajd ter zmoznost
diferenciacije v specializirane céfie tipe (Choumerianou in sod., 2008).¢inoo dve
glavni vrsti mattnih celic, in sicer embrionalne méte celice (EMC; angl. Embryonic
Stem Cells — ESC), ki jih pridobimo iz zarodka teaticne celice odraslega organizma
(MMC; angl. Mesenchymal Stem Cells — MSC). Sledmgglemo v kostnem mozgu (angl.
Bone Marrow Stem Cells — BMSC), v ntasju (angl. Adipose-derived Stem Cells —
ASC), periferni krvi, jetrih, zobni pulpi, kozi, @pliju, popkovnEni krvi ter mnogih drugih
tkivih in organih. Glede na sposobnost diferenggadielimo MC na totipotentne (EMC),
pluripotentne in multipotentne (MSC) (Choumeriamogod., 2008).

ASC zaradi lahke dostopnosti, Stémibsti in velikega diferenciacijskega potencialadjaz
perspektivne moznosti uporabe v kiineé namene. K temu veliko prispeva tudi uspesnost
klini¢nih Studij pri zdravljenju kronove bolezni, diabsde kardiovaskularnih bolezni, pa
tudi v rekonstrukcijski kirurgiji in tkivnem inZerstvu kosti. Kljub nara&jocemu
zanimanju za uporabo ASC pa bodo koristno in varporabo omogéle le dodatne
Studije in raziskave (Schaffler in Bichler, 200Qbetaj@i rezultati uporabe ASC v
regenerativni medicini torej kazejo na smiselndstsjevanja teh celic v biobankah za
potencialno uporabo v prihodnosti, zato je zamra@av celotnem procesu zelo
pomemben dejavnik. V diplomski nalogi smo zato pesali vpliv zamrzovanja na
proliferacijsko in diferenciacijsko sposobnost maith celic iz ma&obnega tkiva.
Osredoteili smo se na adipogeno in osteogeno diferenciatdjopreverili, kako se ta
diferenciacijska sposobnost spreminja tekom paesajar

1.2 NAMEN NALOGE

Namen naSega dela je bil preveriti, kako se tekajenga in pasaziranja spreminja
diferenciacijski potencial manih celic iz ma&be (ASC). Zanimal nas je tudi vpliv
zamrzovanja v tekem dusSiku na celice. Pri primerjanju sposobnogérdnciacije smo se
osredotdili predvsem na osteogeno (diferenciacija v smestkih celic) in adipogeno
(diferenciacija v smeri m&sbnih celic) diferenciacijo.
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Zeleli smo:

» ovrednotiti izkoristek pridobivanja ASC iz lipoasgta,

e preveriti vpliv gojenja in pasaziranja na sposobnaszmnozevanja in
diferenciacijski potencial celic,

e preveriti vpliv zamrzovanja na prezZivetje, sposainorazmnozZevanja in
diferenciacijski potencial celic,

« kvalitativno ovrednotiti adipogeno in osteogeno eddinciacijo ASC z
biokemijskimi metodami barvanja,

* dolaciti minimalno kolkino tkiva, ki bi zadostovala za pripravo nekegavrki-
inZenirskega pripravka.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA

Pricakovali smo, da se bodo izkoristki pridobivanja A$&zlikovali zaradi bioloSke
variabilnosti med osebki, razhih mest odvzema ter &iaa odvzema tkiva.

Pricakovali smo upad proliferacijskih in diferenciakifs sposobnosti tekom gojenja in
pasaziranja celic.

Predvidevali smo tudi, da zamrzovanje ob uspeSnezaiyetju celic ne bo vplivalo na
proliferacijo in diferenciacijske sposobnosti.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MATICNE CELICE

Maticne celice so nediferencirane celice, ki se nahajajseh tkivih. Njihova posebnost je
asimetréna delitev, katere posledica je nastanek dveh hkéereelic. Pri delitvi tako
nastane ena usmerjena prednica, ki se glede nabpotismeri in diferencira v ddeno
tkivo, druga Kerinska celica pa je enaka materinski MC (Rozmadein, 2009). Glavha
lastnost, ki jih 1@ od drugih celic, je njihova sposobnost samoolbaajd ter zmoznost
diferenciacije v specializirane cé&tie tipe.

Mati¢ne celice so torej progenitorji za samoobnovo tKi&.diferenciacijo v funkcionalno
tkivo je potrebno dobro razumevanje biologije inzpavanje lastnosti MC. Zaradi
dostopnosti humanih MC se upanje za njihovo uporabzelicnih terapijah povéuije,
hkrati pa te celice omogajo razumevanje embrionalnega razvoja in predstavl]
mehanizem za préavanje napredovanja bolezni (Choumerianou in s@&d0s8).
Klasifikacija deli MC glede na izvorno tkivo, v kaaem se nahajajo, ter na sposobnost
diferenciacije. Poznamo embrionalne, germinalnestenatske MC, slednje delimo Se na
fetalne in odrasle. Glede na sposobnost difereipeigth delimo na totipotentne,
pluripotentne in multipotentne. Podrobnejsi prikaapisi je prikazan v spodnji tabeli.

Preglednica 1: Klasifikacija métiih celic glede na njihov diferenciacijski poterndi@houmerianou in sod.,
2008)

| TIP MATICNE CELICE | OPIS | PRIMER

Totipotentne Razvijejo se lahko v katerikoli ¢elitip in so torej | Celice iz zgodnjegal
sposobne tvoriti celoten organizem vkiw z | embria (1 — 3 dni,
ekstraembrionalnim  tkivom (trofoblast). MedEMC - embrionalne
totipotentne celice sodita zigota in blastomgrenaticne celice).
(nastanejo v zgodnjih ceétiih delitvah morule). Med
nastankom blastociste pride do prve diferenciacije
celic in izgube totipotentnosti (Rozman in Jez,

2009).

Pluripotentne Pluripotentne celice se lahko rapvij@ skoraj | Nekatere celice
katerikoli celEni tip (preko 200 raziinih tipov celic) | blastociste
vklju¢no z germinalnimi celicami. Pluripotentnost(5 — 14 dni).
pomeni sposobnost celice, da se razvije v vse| tri
embrionalne plasti (endoderm, mezoderm |in
ektoderm) (Rozman in Jez, 2009).

Multipotentne Diferencirajo se lahko le v ddém, specifien tip | Zarodna tkiva,
celic oz. v celice, ki pripadajo isti liniji. \Wna | popkovnina in
tkivno speciftnih mattnih celic iz odraslih tkiv je | periferna kri, kostni
multipotentnih. mozeg, masobno

tkivo.

Unipotentne Celica je sposobna razvoja v le en@rellinijo | PredniSke epitelne
(RoZman in Jez, 2009). celice.




4
Potasar U. Vpliv zamrzovanja na sposobnost proliferaijeliferenciacije matnih celic iz magobnega tkiva.
Dipl. delo. Ljubljana. Univerza v Ljubljani, BietiniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010.

Embrionalne matne celice imajo neomejen diferenciacijski poten@aso hkrati predmet
Stevilnih eténih in legalnih vpraSanj ter polih dilem (Locke in sod., 2009). Poleg
naStetega obstaja velika verjetnost tvorbe teratomdporabo matinih celic iz
popkovnine krvi (angl. Umbilical Cord Blood — UCB) omejupeprakttne zahteve pri
pridobivanju in izolaciji. Problem predstavlja tuthgotavljanje ustreznega shranjevanja za
kasnejSo avtologno uporabo, primerjava z MC iz kk@géd mozga (angl. Bone-Marrow
Stem Cells — BMSC) pa kaze na slabsi diferenciacg®tencial UCB (Kern in sod.,
2006).

Mati¢ne celice iz odraslih tkiv so se kljub slabsSi pttesti izkazale kot najprimernejSe za
zdravljenje, saj imajo Stevilne prednosti, polegatga njihova uporaba ni &tio sporna.
Idealne lastnosti tkiva za pridobivanje ndath celic so:¢im vegji izplen celic, minimalno
invaziven proces pridobivanja oz. izolacije, sposmt diferenciacije v multiple céhe
linije z zmoznostjo regulacije, varna idinkovita transplantacija ter proizvodnja v skladu
z n&eli dobre laboratorijske prakse (Gimble in sodQ20

2.2 MASCOBNO TKIVO

Ma&obno tkivo je kompleksno tkivo iz razhih celic. Le 1/3 tkiva predstavljajo
magobne celice ali adipociti, ostalo tkivo je sestemnly iz ASC, preadipocit, fibroblastov,
makrofagov, endotelijskih celic, vaskularnih glddkniSicnih celic in limfocitov. Osnovna
funkcija magobnega tkiva je toplotna izolacija, poleg shranpgaaenergije pa ima tudi
endokrino vlogo (Schéffler in Buchler, 2007).

Ma&obno tkivo izhaja iz mezodermalne plasti embriasénrazvija pre- in postnatalno.
Adipocite lahko v embriju mikroskopsko opazimo wgem trimesgu (Gimble in sod.,
2007).

Makroskopsko [6imo vsaj pet razéinih vrst ma8obnega tkiva, in sicer kostni mozeg,
rjavo, zlezno, mehansko in belo maBno tkivo. Magoba v kostnem mozgu ima aktivno
in hkrati pasivno funkcijo. Nahaja se na mestiterke Wasih potekala hematopoeza in
sluzi kot rezerva energije ter predstavlja vir kitmv za osteogenezo in hematopoezo.
Zlezno ma&obo regulirajo hormoni nogeosti in ima velik pomen med laktacijo, saj
zagotavlja hranila in energijo. Podporo rokardera in drugim krittnim strukturam nudi
mehanska m&8ba. Rjavo ma®vje (angl. Brown Adipose Tissue — BAT) ima termuoge
vlogo (Gimble in sod., 2007). Najdemo ga okoli glgwvitalnih organov (srce, ledvica,
aorta, gonade) dojékov, pri odraslih pa ga ni ¥enz. se s staranjem morfolosko spremeni,
saj z&ne koptiti lipide. Belo magobno tkivo (angl. White Adipose Tissue — WAT) se
formira tekom embrionalnega razvoja. Predstavljadikie energije in omod@ izolacijo
telesa. L&imo dve vrsti, in sicer intraabdominalno ali visgi@eo belo ma®bno tkivo ter
podkozno belo m&sdbno tkivo — povrsSinsko in globoko podkoZzno tkivevfam in sod.,
2005).

Ma&evje je bilo vse do 80-ih obravnavano kot mest@igjevanja energije, znanstveni
izsledki zadnje dekade pa govorijo v prid tezigda pravzaprav tudi za nagjeendokrini
organ (Mohamed-ali in sod., 1998; Friedman in H&laB#998). Adipociti so nam¢e
presnovno aktivne celice, ki izlajo leptin, adiponektin, rezistin, interlevkin 6L{6),
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dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-alfa), visfatim omentin (Rondinone, 2006) ter
druge citokine. Leptin je adipocitokin, kateregawla naloga je uravnavanje energetskega
ravnovesja. ZmanjSuje obtek lakote, powsa porabo energije, hkrati pa spodbuja
simpattni ziveéni sistem in igra vlogo v kontroli zilnega tonudgegovo pomanjkanje vodi

v zmanjSano porabo energije in bolestno debelosedfman in Halaas, 1998). Med
adipocitokine spada tudi adiponektin, ki ga & le adipociti. Spodbuja obtljivost za
inzulin, izboljSuje toleranco za glukozo in zavimaetje. Rezistin je vpleten v patogenezo
sladkorne bolezni tipa 2 in debelosti, pri katgalraven tega citokina poviSana (Bajuk —
Studen in sod., 2009). IL-6 zavira privzem lipidizv obtoka v adipocite in spodbuja
tvorbo trigliceridov v jetrih (Nonogaki in sod., 99). TNF-alfa spodbuja izéanje IL-6, pa
tudi nastanek vnetnega proteina, ki jedn@a povezan z debelostjo, inzulinsko rezistenco,
endotelno disfunkcijo in s tem ogrozenostjo za oamrEno-zilnih bolezni. Visfatin pa
nastaja v visceralnem ni@&¥ju, veze se na inzulinski receptor ter ga akdiyifukuhara in
sod., 2005).

O odkritju 0z. o obstoju maiiih celic (ASC) v ma&vju so prv poraiali leta 2001 (Zuk
in sod., 2001). Zanimanje za ndaBno tkivo je zato mmo naraslo in privedlo do Stevilnih
novih odkritij. Zaradi svoje dostopnosti, obilnosin sposobnosti samoobnavljanja
predstavlja atraktiven vir progenitorskih celic (&ffler in Buchler, 2007). Enostavno
pridobivanje veéjih kolicin tkiva brez nevarnosti za pacienta pa predstaglg/no
prednost (Rada in sod., 2009).

Znanstvenike so k razmisljanju o prisotnosti AS@aobnem tkivu spodbudile razhe
humane patologije, kot so progresivha kostna hplazga, lipomi in liposarkomi.
Progresivna kostna heteroplazija (POH) je avtosoana@lominantna dedna bolezen, kjer
pride do formacije kosti znotraj subkutane plasizd (Kaplan in sod., 1994). Je redka
razvojna motnja mezenhimske diferenciacije, ki @eaano zéne v otroStvu. Kosti se torej
formirajo na mestih, kjer se ne bi smele.¢c@@se s tvorbo v koZzi, sledijo podkozna tkiva
(magobno tkivo pod kozo), napreduje pa lahko celo dsienkit in vezi. Tvorba se torej
Siri od zunanijih tkiv proti notranjim (Urtizberea sod., 1998)Ce pride do formacije kosti
v blizini sklepov, to privede do togosti, blokirann trajne nepreninosti sklepa. Vzrok za
tvorbo kosti je najverjetneje osteogena diferen@anezenhimskih matnih celic.

Hipotezo o obstoju ASC v mé&sbnem tkivu potrjujejo tudi razini tumorji mehkih tkiv,
med katerimi so najpogosteje diagnosticirani lipamiiposarkomi. Navadno se pojavljajo
v podkozju ali visceralni m&sbi in imajo p@&asno proliferacijo (Gimble in sod., 2007).
Studije kaZejo na neposredno povezanostsmiaticelic z debelostjo. Zrele adipocite naj bi
bile koréno diferencirane celice z omejeno sposobnostjofpratije in replikacije, zato
populacija MC v ma®bi skrbi za nadomeéanje zrelih adipocit tekom zivljenja
posameznika (Cornelius in sod., 1994). Nekaterngtveniki so celo predpostavili, da se s
pomaijo homeostatskega mehanizma volumen dolasega tkiva v telesu celo zivljenje
vzdrzuje na konstantni ravni (Cone, 1999). Hitragguiza ali odstranitev meégbe
(liposukcija, dieta) dolgokmo ni koristna, saj telo zopet pridobietno koltino magobe.
Poseg ne izzove le ¥&nja volumna Ze obstdj@ magobnih celic, ampak tudi tvorbe
novih adipocit iz progenitorskih celic (Faust ods, 1977).
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Vse v& pozornosti je pri znanstvenikih delezna stromahagkularna cetna frakcija
(SVF). Pojem SVF se nanaSa na celice, ki jih prilehabpo kortani razgradnji lipoaspirata
s kolagenazo, zato se v tej frakciji nahajajo saim@a celice, ki se sicer nahajajo v
lipoaspiratu - ASC, preadipociti, endotelijske celi periciti, gladke migne celice,
makrofagi in fibroblasti (Schéaffler in Buchler, 2ZD0

Raziskave kazejo na sposobnost diferenciacije AS€elice mezodermalnega izvora,
kamor sodijo adipogene, hondrogene, osteogene,eméom kardiomiogene linije. Nekaj
raziskav pa kaze tudi na sposobnost diferenciacgelicne linije endo in ektodermalnega
izvora, kamor priStevamo nevrone in Schwannoveceglhepatocite, pankre&ie in
endotelijske celice (Schaffler in Bichler, 2007).

Metaboliéne karakteristike vsakega tipa m@8e so odvisne od mesta nahajanja
(anatomski del telesa). Bela in rjava @@$a se med seboj precej razlikujeta. Razlike so v
Stevilu ASC, ki jih lahko izoliramo, ter v fenotiple-teh (Avram in sod., 2005). Belo
magevje je bogat vir multipotentnin MC, Stevilo in éienciacijski potencial le-teh sta v
rjavi magobi precej manjSa (Prunet-Marcassus in sod., 20D6kazali so, da celice iz
WAT hitreje rastejo (Tchkonia in sod., 2006). Opazfe bila tudi razlika v
diferenciacijskem potencialu, saj so mia@ celice belega mé&svja v osteogenem mediju
pokazale boljSi rezultat (Prunet-Marcassus in s@806). ASC iz visceralne masbe
Imajo sicer nizjo sposobnost proliferacije, ajvealiferenciacijski potencial kot tiste iz
podkozZnega tkiva (Tchkonia in sod, 2006). &dhma je tudi razlika v povrSinskih markerjih
in to kaze na moznost obstoja dveh kamh populacij matinih celic znotraj ma®vja
(Avram in sod., 2005). Dokazano je bilo tudi, da@\Bridobljene iz istega tipa mazbe
(npr. iz WAT) ne kazejo enakih lastnosti, ampakasaikujejo glede na anatomski predel,
od koder so izolirane (trebuh, boki) (Rada in s@d09).

Mas&obno tkivo ima torej v§o viogo kot so mu jo sprva pripisovali. Potrebbit seveda
Se precej raziskav, da bomo bolje spoznali prednapbrabe ASC, spectine

karakteristike tkiva, razlike med telkinim pridobivanjem ma®be pa tudi razlike v
magobi pridobljeni z razlinih delov telesa.

2.3 MATICNE CELICE 1Z MASCOBNEGA TKIVA (ASC)

Zgodnje raziskave matih celic v ma&obi so se z&le leta 1992, ko so raziskovalci
uporabili svinjsko ma®bo, ki naj bi bila morfoloSko podobna strukturinmane masobe.

V mediju s heparinom in endotelijskim rastnim fajgan so gojili celice stromalne
vaskularne frakcije - SVF (Young in sod., 1992).sKHeje se je izkazalo, da so v
mag&obnem tkivu, natameje v SVF frakciji, prisotne ASC. Hipotezo je mbla uspesna
adipogena, hondrogena, osteogena in miogena diiasga v pogojihin vitro ob
prisotnosti linijsko speciéinih faktorjev (Zuk in sod., 2001).

Maticne celice iz odraslega organizma predstavljajopgedts/no orodje v regenerativni
medicini, vendar pa sta pred kkino uporabo bistveni dve stvari: vir celic ter sgosost
nadzora cetine proliferacije in diferenciacije (Rada in sod09). Kostni mozeg je dolgo
veljal kot glavni vir mat@inih celic za terapevtske namene. BMSC imajo namisok
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diferenciacijski potencial, hkrati pa proces prid@nja omogoda ohranjanje visoke
stopnje viabilnosti (Rada in sod., 2009). Zaragka) zahtevnega postopka pridobivanja,
majhnega volumna kostnega mozga in postetimajhnega izplena, socedi iskati nove
vire MC (Locke in sod., 2009). Pozornost so usmerdruga tkiva. Kot nov, potencialen
vir MC se je izkazalo m&dbno tkivo. V primerjavi z aspiracijo kostnega mazp
postopek pridobivanja m&sbe manj invaziven, izplen ASC pa jecyezaradi veje
koli¢ine pridobljenega tkiva (Gimble in sod., 2007).

V kasnejSih raziskavah so odkrili, da imajo ASC kekaj prednosti pred BMSC. Gojenje
je lazje, enostavnejSe, rast je hitrejSa pa tudéseenca se pri ASC pojavi precej kasneje
(Zuk in sod., 2001; Kern in sod., 2006). Na probfdjo in diferenciacijske sposobnosti
ASC vplivajo Stevilni dejavniki, in sicer tip teokacija ma&bnega tkiva, starost donorja,
n&atin pridobivanja oz. tip posega, pogoji gojenjagestota nasaditve. Pri mlajSih donorjih
je proliferacija boljSa, diferenciacijske sposolngam se z leti ohranijo. Poleg pogojev
gojenja pa na podvojevalias in hitrost rasti pomembno vpliva tudi rastni jedr
Stevilo pasaz (Schéffler in Buchler, 2007).

Pri dolgotrajnem gojenju humanih ASC, npr.cvkot 4 mesece, so opazili maligne
transformacije (Rubio in sod., 2005). V vsaj enahoratoriju so pri serijskem gojenju
ASC zaznali > 30 % abnormalnost v kariotipu. Paskdmplantacije teh celic v miS z
oslabljenim imunskim sistemom je bila tvorba tureerj Dejstvo, da so se ti tvorili v
polovici primerov, kaze na nujnost nadaljnjih r&ag manipulacije in gojenja ASC (Rubio
in sod., 2005). Pred klitmo uporabo ASC je torej nujno opraviti varnostr&tdeanalizo
kariotipa ter tumorigene analizevitro terin vivo.

ASC za regeneracijo tkiva uporabljajo rémk mehanizme. Na poSkodovanem ali
obolelem mestu lahko spk@§o citokine in rastne faktorje, ki tkivo stimuljoak obnovi.

Ti faktorji spodbudijo druge endogene ntag celice, da pridejo do posSkodovanega tkiva,
ter pomagajo pri njihovi diferenciaciji. V gostijielse s tem izoblikuje niSa métih celic.
Drugi mehanizem delovanja temelji na zagotavljaaptioksidantov oz. lovilcev prostih
radikalov. S tem se odstranijo tokse substance, ki so se sprostile v blizino ranjaneg
tkiva, in celice lahko poskrbijo za obnovo (Gimblesod., 2007).

Regeneracijo pa lahko spodbudimo tudi tako, daotedb tkivo vstavimo v ustrezno linijo
diferencirane celice (Gimble in sod., 2007).

Potrebno je poleg avtolognih poudariti potencialrqpmrabo alogenskih ASC. Avtologne
ASC imajo prednosti, saj so pacientove lastne eelin se zato ujemajo, so
histokompatibilne, ni pomislekov glede infekcij. dipba alogenskih ASC pa ima tudi
Stevilne prednosti, saj uporaba avtolognih ni vedmmgata. Nedavne Studije podpirajo
moznost alogenske transplantacije ASC. Raziskatreh/neodvisnih laboratorijih kazejo
na to, da humane ASC v nasprotju s sveze izolifa@keijo SVF po nekaj pasazah izrazajo
bistveno manj povrSinskih histokompatibilnih antige. Tudi kokultivacija z alogenskimi

perifernimi krvnimi monociti ne sprozi limfocitneeakcije (Mcintosh in sod., 2006;

Puissant in sod., 2005). Tako kot BMSC tudi ASCirzgew imunoreakcije. To nakazuje na
dejstvo, da ASC tudin vivo ne bodo sprozile citotoksiega T-celinega odgovora

(McIntosh in sod., 2006; Puissant in sod., 200%).bodo to hipotezo potrdile tudi druge
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neodvisne raziskave, se bo uporabnost alogenskihizM@agobe precej povala, hkrati
pa se bodo znizali stroSki transplantacij. Z oziroen dejstvo, da je v estetski kirurgiji
liposukcija najpogostejSi operativni poseg, priekam lahko naenkrat odstranimocve
litrov magobe, postaja vse bolj zanimiva in smiselna idegjgtanovitvi biobank. Ljudje bi
po opravljeni liposukciji svojo mé&dbo lahko altruistino darovali tako, kot sedaj darujejo
kri krvodajalci.

2.3.1 Postopki izolacije

Magobno tkivo lahko pridobimo z liposukcijo ali pa zrézom tkiva. Z liposukcijo
pridobljene ma%be pred obdelavo ni potrebno rezati nackes poleg tega pa Studije
kazejo, da je kotina preadipocitov pridobljenih iz lipoaspiratacjge kot pri izrezanem
tkivu (Von Heimburg in sod., 2004; Huss in Kratf02). Celice v lipoaspiratu najman;
posSkodujemo z uporabo 2 ali 3 mm kanule in negativpodtlakom, ki ga dosezemo s
pomaijo 10 ml brizge. Vé&ja kontaminacija lipoaspirata z drugimi tipi ce{endotelijske
celice, fibroblasti, ...) predstavlja s st&hS priprave oziljenega tkivno-inzenirskega
pripravka dodatno prednost pred odrezanim kosowatkPlanat-Benard in sod., 2004;
Scherberich in sod., 2007).

Stevilo liposukcij nenehno nag&sin pri vsakem posegu tako dobimo nekaj 100 ml do
nekaj litrov madobe. Gre za varno in preizkuSeno metodo odstranjavadvene
magobe, ki jo telo dobro tolerira. Zapleti so redkisa pojavijo v 0,1 % primerih (Hanke
in Coleman, 1999). Liposukcija naj ne bi imela gosega vpliva na celice, saj so dokazali,
da je viabilnost le-teh v lipoaspiratu precej viapk sicer od 98 % do 100 % (Sommer in
Sattler, 2000Shiffman in Mirrafati, 2001). Varnost, pogostostpopularnost liposukcij
kaZejo na to, da je lipoaspirat idealen vir AS(klnai ¢no uporabo (Locke in sod., 2009).

Metode izolacije ASC sta prva opisala Rodbell imek leta 1960, ki sta metodo
preizkusila na podganjem néabnem tkivu (Rodbell in Jones, 1966; Rodbell, 1966)
Ma&obo sta najprej sesekljala na drobneckes jih dobro sprala, da sta odstranila
hematopoetske celice ter tkivo inkubirala z raztopkolagenaze. S centrifugiranjem sta
nerazgrajeno tkivo in zrele adipocitecila od peleta celic. Postopek izolacije se je
izpopolnjeval in v primer¢loveske mafbe malo spremenil ter prilagodil (Deslex in sod.,
1987).

Izolacijo MC iz masobnega tkiva lahko izvedemo na ¢vea&inov. Najpogosteje
uporabljena metoda, ki jo uporabljamo Se danesngemska izolacija (Zuk in sod., 2001).
Lipoaspirat po intenzivnem spiranju s PBS obdelammlagenazo tipa I. Po inaktivaciji
encima sledi centrifugiranje, s katerim se znebimerazgrajenega tkiva in prosto
plavajaiih lipidov. Dobljeni pelet resuspendiramo in fitamo, da odstranimo Se preostale
nerazgrajene delce tkiva. Pri ponovnem centriigu dobimo pelet celic oz. SVF
(stromalna vaskularna frakcija), v kateri so pok&®C Se krvne celice, fibroblasti, periciti
ter endotelijske celice (Zuk in sod., 2001). V kultzelimo le ASC, zato je potrebno v
zadnji stopnji narediti Se ¥p selekcijo med celicami. Pri tem izkoristimo ermmned
osnovnih lastnosti MSC, in sicer njihovo sposobnm#trjevanja na plastiko. ASC se s
pritrditvijo na dno gojilne posode sameiijo od ostalih celic, ki te sposobnosti nimajo
(Gimble in sod., 2007).
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Ma&obno tkivo — lipoaspirat (50 ml — 150 ml)

v

a8

%F =i P

Spiranje s PBS (3-4X)

v

Razgradnja z 0,075 % ko

lagenazo tipa | (30-60 min,37 °C)

Inaktivacija kolagenaze

7

Centrifugiranje (10 min pri 1200 x g) ™

7

Nasaditev celic

Slika 1: Postopek izolacije ASC iz ntabnega tkiva - iz lipoaspirata
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V spodnji shemi je naveden podrobnejSi postopelacie ASC iz lipoaspirata.

50 — 150 ml lipoaspirata
intenzivno spiranje s PBS (3 — 4 x)
razgradnja s kolagenazo tipa | (30 - 60 min na@)7 °
inaktivacija kolagenaze z 10 % serumskim dggjia

l

10 min centrifugiranje A200 xg wmmp Supernatant z adipociti
pelet celic (resuspend'waﬂergmskem gojii)) ==  Stetje/viabilnost celic
filtriranje preko 10Qum celiénega sita
nasajevanje celic v gojilne posode v ustreznensgoji

po 12 — 18 urah spiranje s P!S za odstranitev tnjgorih celic

pasaziranje pri 70 % — 80 % prefasosti celic

Slika 2: Shema postopka izolacije ASC iz twdhega tkiva (lipoaspirat)

Postopek izolacije ima poseben vpliv na viabilnoaic in na diferenciacijski potencial.

Prav tako ne smemo zanemariti vpliva drugih faktorkot so starost donorja, tip

tkiva
(belo, rjavo), lokacija tkiva (subkutano, visce@innain pridobivanja ter nenazadnje tudi

pogoji gojenja (Schéaffler in Buchler, 2007). KoajimoljSi vir magobnega tkiva za

izolacijo ASC se je izkazala trebusna podkoZnacotzg mlade, nedebele Zenske (Eari

Bozikov, 2010).
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2.4 KRIOPREZERVACIJA | ZAMRZOVANJE

Krioprezervacija je postopek shranjevanja celic diigega bioloSkega materiala pri
izjemno nizkih temperaturah. Tehnika omogodolgotrajno shranjevanje, saj pride do
zaustavitve biokemijskih procesov, kar powarstabilizacijo celic (Simione, 1998).

Med zamrzovanjem pride do tvorbe kristalov, ki lahksodno posSkodujejo celico. Z
uporabo krioprotektantov in upoStevanjem prigere hitrosti zamrzovanja, precej
zmanjSamo nastajanje Skodljivih kristalov (Simionk998). Kot krioprotektante so
preizkusili Stevilne komponente (same ali v kombijija med drugimi tudi sladkor, serum
in topila. Kot najboljSa sta se izkazala DMSO (ditsalfoksid) in glicerol.
Krioprotektanti so najbolj ¢ginkoviti, ¢e preidejo v celico in tam zadrzijo znotraj¢ab
zamrzovanje ter minimizirajo efekt zunajcele raztopine. Da bi zmanjSali tveganje za
kontaminacijo 0z. ga prepiié, raztopino pripravimo tik pred uporabo ter jtesliziramo.

Za DMSO v ta namen uporabimo Qi filter, glicerol pa steriliziramo z avtoklaviraam
(121 °C, 15 minut). Zaradi boljSe penetracije DM$©elici spodbudi v§o dehidracijo
pred znotrajcetinim zamrzovanjem kot glicerol. Slabost DMSO-ja p&a fjegova
toksiknost, saj npr. v stiku s koZo preide v telo terdife telesu. Glicerol in DMSO se
uporabljata v koncentracijah 5 % - 10 %. Raztopljeta v sveZzem rastnem mediju, saj to
omogaa lepSo razporeditev celic po mediju, hkrati pa ¥ toksine Wwinke. Nista
uporabljena hkrati, izjema so le rastlinske ce{i8gnione, 1998).

Za ¢im boljSo ohranitev viabilnosti celic je torej bishega pomena tudi hitrost
zamrzovanja. Ta namfevpliva na hitrost formiranja kristalov in na vedt le-teh.
Razliéne celice zahtevajo ragtie hitrosti ohlajanja, na splosno pa velja -1 %@iruto.
Vecje celice so bolj otutljive na p&asnejSe ohlajanje, bakterije so bolj tolerantne.
Rastlinske in Zivalske celice zahtevajoc¢jvenadzor in kontrolo hitrosti ohlajanja,
vkljucujo¢ posebne manipulacije za zmanjSanje Skodljivih tefekohlajanja. Veéina
prisotne vode zmrzne pri -2 °C do -3 °C. Pri prehgdde iz tekde v trdno agregatno
stanje, se sprosti energija v obliki toplote. Segnge poteka vse dokler ni dosezena
ravnotezna ttka, pri kateri se Zme tvorba ledenih kristalov. Da bi zmanjSali Skivelj
efekte krioprezervacije na minimum, si pomagamaretno formacijo ledu oz. s hitrim
ZniZzanjem temperature.

Pri patasnem zamrzovanju se formacija leddneav ekstracelularnem prostoru. Voda se
tako iz zunajceinega prostora odstrani, pride do osmotskega nevagi@in voda zame
izhajati iz celice. To je za celice Skodljivee pa v celici ostane preyeode, pride do
tvorbe Skodljivih kristalov znotraj celice in dokrestalizacije med odtajanjem. Sdasnim
zamrzovanjem dosezemo torej manj intracelularneda in vé osmolitskega ravnovesja,
ki Skodljivo vpliva na celice. Pri hitrem zamrzoyarpa se nakopi ve¢ intracelularnega
ledu, vpliv na osmotsko ravnotezje pa je manjSiefianca na hitro zamrzovanje jecja

¢e so celice bolj permeabilne. Najy@ viabilnost celic dosezemdge kot krioprotektanta
uporabimo DMSO ali glicerol ter zamrzujemo s hitf@s1 °C/minuto (Simione, 1998).

Pred zamrzovanjem je potrebno celice ustreznoaprifir Optimalna gostota celic je 10
10’ celic / ml zamrzovalnega medija. Enérm pipetiranje ter centrifugiranje pri visoki
hitrosti sta prepovedana. Pelet previdno resuspgmdi v zamrzovalnem mediju. Le
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nezno, a hkrati dinkovito rokovanje s celicami zagotavlja zdraveviabilne celice. Med
mesSanjem celic z zamrzovalnim medijem teggtkom zamrzovanja ne sme pleteed
kot 60 minut. Pripordjivo je, da to izvedemo v 15 - 45 minutah. S pgEalanjem tega
procesa nameevecamo tokstnost krioprotektanta za celice. dasu, ko je meSanica na
sobni temperaturi, pride do penetracije v celice. so celice, ki jih zamrzujemo, manj
permeabilne, bi morali podaljSati ekvilibrijsko peto - ¢as, ko je vzorec izpostavljen
sobni temperaturi (Simione, 1998).

Cilj je dosei cimbolj enoten, kontroliran sistem ohlajanja. Cemmwygoden in priréen
n&in je, da viale postavimo v zamrzovalnik na -60¢£-80 °C. Da bi dosegli enotno
hitrost ohlajanja, moramo viale postaviti v posebpasodo za zamrzovanje celic -
MrFrosty (Nalgene, ZDA). Ta omoga in zagotavlja enakomerno nizanje temperature,
zelo blizu - 1 °C/minuto. Omoga nam ohlajanje brez potrebe po direktni potopitvi
alkoholno kopel. S tem se zmanjSa moznost kontasingsSimione, 1998).

Temperatura shranjevanja émo vpliva na dolzino in¢as shranjevanja preparatov,
vzorcev. Nizja ko je temperatura, daksis bodo celice lahko shranjene. Stabilnost celic je
zagotovljena leg¢e jih vzdrzujemo vsaj na — 130 °C. Za koa stabilnost zivih celic je
nujno shranjevanje v tekem dusiku. Kljub temu tudi tu obstaja tveganje.a®gvanje v
tekatem dusSiku je idealno, dokler je temperatura tudiogpiranju posode ostane blizu —
130 °C. Da bi bilo shranjevanje ustrezno, moramskgaeti, da bo volumen tekega
duSika v posodi ustrezen. Zavedati se moramo, dkavsprememba v dvigu temperature,
ceprav le za kratekas, predstavlja nek vpliv in tveganje. Shranjevaloaoda mora biti
temu prilagojena tako, da zmanjSa izpostavitevi ¥&nperaturi na minimum. Stojala
znotraj zamrzovalnika omogajo shranjevanje pri razhih temperaturah. Pripota se, da
se da eno vialo v eno od zgornjih Skatel, drugdoviim v eno od spodnjih Skatel, saj je

e

1998).

Pred ponovno uporabo moramo celice odmrzniti. dikazod zamrzovanja, moramo
proces odtajanja izvestim hitreje, pricemer jih prenesemo na 37 °C. Vzorci se sicer
hitreje odtajajo v steklenih vialah, a so pl&séi boljSe, saj pri njih ni bojazni, da bi med
procesom pdle. Pred ponovno nasaditvijo je za tako odmrznjeek&ne linije nujno 10
minutno centrifugiranje na 1200 x g, da odstranikoprotektante. Celice nato
resuspendiramo v svezem mediju in jih nasadimo i(Bie) 1998).

Kljub vsemu pa so nizke tempeature za celico sizaf) ima krioprezervacija na njih
negativen vpliv. Povzid lahko strukturne in funkcionalne posSkodbe prodeinn s tem
reducira viabilnost celic. Imunofenotipske sprememixcelicah so komaj opazne (Gonda
in sod., 2008). NajpomembnejSe pa je, da celiagbktamrznitvi ohranijo diferenciacijski
in proliferacijski potencial. Kljub vzpodbudnim ndratom pa se moramo zavedati dejstva,
da bo krioprezervacijo potrebno Se optimizirati (@a in sod., 2008).

Pri rokovanju in shranjevanju vzorcev v tékm dusSiku, je osebje izpostavljeno nizkim
temperaturam, zato je nujna uporaba’ita8 obleke, izoliranih rokavic ter obraznega in
vratnega &tnika (Simione, 1998).
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2.5 KLINICNA UPORABA MATICNIH CELIC 1Z MASCOBE DANES IN V
PRIHODNOSTI

Uporabo ASC v tkivnem inzenirstvu upraujejo Stevilne lastnosti. ASC in BMSC so si
sicer podobne tako po morfologiji kot tudi po tramgcijskem profilu, vendar imajo ASC
dolocene prednosti. Rast je hitrejSa, gojenje je laajeéupli postopek pridobivanija je precej
manj invaziven kot pridobivanje aspirata iz kostmegozga. Kljub velikemu potencialu pa
je Klini¢nih aplikacij zaenkrat malo. V regenerativni medidbi lahko z ASC zdrauvili
razlicne defekte, poSkodbe mehkih tkiv, kosti, hrustanaaisic.

2.5.1 Zdravljenje in regeneracija mehkih tkiv

V danasnji klinéni praksi se za zdravljenje mehkih tkiv najpogasigporabljata 2 rna,

in sicer transplantacija zrelih adipocit ter injadije s SVF obogatene ndabe. ASC, ki so

v SVF frakciji, imajo namré sposobnost diferenciacije v adipocite, hkrati padbujajo
angiogenezo — to je fizioloski proces tvorbe noktitanih zil iz ze obstoj&h. Magobno
tkivo predstavlja glavno komponento tudi pri rekioaktivni plasteni kirurgiji in vegjih
defektin mehkih tkiv, kjer je najeg problem povezan ravno z angiogenezo 0z. z
oZilienjem ter z vdrZzevanjem volumna nadomestkagigh in Mao, 2007).

Zanimanje za uporabo ASC v estetski kirurgiji jelne veje. Aplikacije lipoinjiciranja so
Stevilne. Uporablja se ga lahko za prekrivanje pmalstaranja ter pri popravilu
neenakomerno razvitega obraza, kjer ena strangaostazvoju (hemifacial microsomia)
(Coleman in Saboeiro, 2007).

Naraga tudi zanimanje za lepotno p@emje prsi z metodo CAL (angl. Cell Assisted
Lipotransfer), ki je ena najmodernejSih aplikacB®@ (Yoshimura in sod., 2008). Postopek
izvedejo tako, da iz polovice pridobljenega avtolega lipoaspirata izolirajo SVF ter z
njim obogatijo drugo polovico, ki predstavilja namavnosilec. S tem se izboljSa
vaskularizacija ter tako pov@ moznosti za prezivetje vsadka. V raziskavo je bil
vkljucenih 40 Zensk (s povpheo starostjo 35,8 let), ki so jim s to metodo p@leprsi.
Obogateno m&®bo so injicirali na tana mesta. Opazili so minimalno postoperativno
atrofijo, a ta po 2 mesecih ni bistveno napredav@akeraj vse pacientke so bile zadovoljne
z mehkostjo in naravnostjo paaih prsi, pri 4 pa so opazili tvorbo cist in
mikrokalcifikacijo. CAL je uspeSna in varna meto¥atelo ne vnasamo tujih materialov in
se hkrati izognemo brazgotinam. Slabost je nepdfidwast ter nizka stopnja prezivetja
nadomestka, saj pride do delne nekroze. Injeciravii@logne ma®be je dobra alternativa
umetnim nadomestkom (Yoshimura in sod., 2008).

2.5.2 Zdravljenje kostnih poskodb in defektov

Zaradi osteodiferenciacijskih sposobnosti predgpvIASC iz lipoaspirata potencial za
zdravljenje zlomov, uporabili bi jih lahko kot kost nadomestke. Zdravljenje z ASC je
priporciljivo v primerih, koc¢lovek ni sposoben reosifikacije obSirnih posSkodtvi Brimer
zdravljenja naloveku je bil objavljen leta 2004, ko so 7 letniktile uspesSno pozdravili
defekt lobanjske kosti po hudi poskodbi glave. Rekaukcijo preceyelike poskodbe so
izvedli s kombinacijo avtologne spongiozne kost€fe izérevnice) in ASC ter z uporabo
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resorbilnega nosilca, ki so ga s pafimoavtolognega fibrinskega lepila vstavili na mesto
vrzeli. Po 3 mesecih je tomografija pokazala reketijo poSkodovanega mesta. Poseg se
je izkazal kot varen indinkovit (Lendeckel in sod., 2004

Prvi klinicni primer nastanka oz. tvorbe ektépe kosti iz ASC je leta 2009 opisala
skupina znanstvenikov, ki je izvedla rekonstrukdijefekta tkiv po hemimaksilektomiji
(resekcija frontalne kosti). Uporabili so mikrovatkni prosti rezenj z ektogno kostjo v
njem. Slednjo so vzgojili s porym v prosti rezenj vstavljenega konstrukta iz ASC,
rastnega faktorja BMP-2 in cé&tiega nosilca. Po osmih mesecih se je iz konstnakztéla
zrela kost, priSlo je do oziljenja in nadomestektremsplantirali na poskodovano mesto
(Mesiméki in sod., 2009).

2.5.3 Zdravljenje gastroenteroloskih bolezni

Na podr@ju gastroenterologije potekajo zakipne faze klinknih Studij za zdravljenje
kompleksnih perianalnih fistul, ki so posledicahkowe bolezni ali drugih podobnih stan;.
Leta 2003 so uspeSno opravili 1. fazo Kimve Studije za zdravljenje kramih fistul z
avtolognimi ASC. V 8 tednih so opazili popolno cadtev pri zadovoljivihn 75 %
pacientov. Ugotovili so, da je poseg varen in nmegativnih stranskihdinkov. V 2. fazi
klinicne Studije so se posvetili predvsem preverjargmkovitosti. V raziskavo je bilo
vkljuc¢enih 50 pacientov v starosti od 33 do 62 let, kjilsoazdelili v dve skupini. Fistule
kontrolne skupine so tretirali le s fibrinskim l&pn, pri testni pa so uporabili kombinacijo
fibrinskega lepila in ASC (20 x 2celic). Ko so po 8 tednih prvipreverjali uspesnost
posega, je v testni skupini prislo do izboljSanjé6v% primerov, po ponovnem posegu pa
pri 25 %. V kontrolni skupini so izboljSanje opad# pri 8 % pacientov, tudi po drugi
aplikaciji fibrinskega lepila, je bil tinek enak Ce po prvem pregledu nandraiso opazili
izboljSanja, so posameznikom aplicirali Se eno débdnskega lepila oz. fibrinskega
lepila in ASC (vendar so pri tem uporabili e enketiko celic kot prvk — 40 x 16 celic).
Rezultati kazejo, da jecinek hkratnega apliciranja ASC in fibrinskega lapbBistveno
vedji in ucinkovitejSi. Glavni cilj 3. faze klinine Studije, ki se je Ze &ala, pa je podati
konéno oceno tinkovitosti ASC v zdraviljenju kompleksnih periand@rfistul (Garcia-
Olmo in sod., 2009).

Trenutno naj bi po podatkih ameriSkega Nacionalnaégs#ituta za zdravje (NIH;

www.clinicaltrials.goy na dan, 31.5.2010, potekalo 29 kitmh Studij z uporabo ASC,

med drugim tudi za zdravljenje jetrne ciroze, diaba (tip 1 in 2) ter kardiovaskularnih
bolezni (kronéna ishemija miokarda, zdravljenje pacientov po pkelbsiéni kapi).

Za boljSe poznavanje prednosti in slabosti uporAl$C, bo potrebnih Se ogromno
raziskav. Nedavne raziskave so nahipekazale, da se ASC gojene pri normalnih pogojih
v daljSem obdobju lahko transformirajo v rakaveiagel(Rubio in sod., 2005; Rubio in
sod., 2008). Enak pojav so opazili tudi pri embaimih maténih celicah (EMC). Glede na
to, da MC iz ma®be izrazajo gene, ki so t§pi za EMC, je logino, da predpostavimo,
da imajo ASC nekatere podobne karakteristike kolCEMklju¢no z mutageno aktivnostjo
(Peroni in sod., 2008). Le dodatne raziskave idifgtbodo omoggile koristno, varno in
ucinkovito uporabo ASC v medicini (Rada in sod., 2009
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 LABORATORIJSKA OPREMA, MATERIAL, KEMIKALIJE INGOJISA

3.1.1 Laboratorijska oprema

Preglednica 2: Seznam uporabljene laboratorijskerop

LABORATORIJSKA OPREMA

PODJETJE

centrifuga, 5804R

Eppendorf, Néija

CO2 inkubator HeraCell

Hermo/Fischer Scientific

hibridizacijski inkubator

GFL, Netija

rotacijski stresalnik, vortex, MS2 Minishaker

IKEADA

zagitna mikrobioloSka komora

HetoHolten, Danska

pipetor za pipete, Pipetboy

INTEGRA Biosciencesc&v

grelni blok

Biometra, Neniija

hladilnik (+4 C)

Electrolux, Svedska

zamrzovalnik (-20 C)

Electrolux, Svedska

zamrzovalnik (-80 C)

HetoHolten, Danska

posoda s tekom dusikom

LocatorPlusJr., Barnstead/Thermolynep@mation, ZDA

tehtnica

Scaltec Instruments, Neiija

invertni mikroskop

Nikon, Japonska

MrFrosty — posoda za pasno zamrzovanije celi

~
I

Nalgene, ZDA

3.1.2 Material

Preglednica 3: Seznam uporabljenega materiala

MATERIAL

PROIZVAJALEC

celi¢na sita (10QuL)

Falcon, ZDA

Stevna komora, Fast-Read 102,

ISL, Velika Britanija

injekcijske brizge 2,5 ml, 20 ml in 50 ml

Icogamnhvico Med., Spanija

mikrocentrifugirke Costar, ZDA
gojilne posode s 6, 12 in 24 vdolbinicami (6, 1224-WELL) TPP, Svica
gojilne posode, 25 cm, 75 cm TPP, Svica
sterilizacijski filter Minisart 0,2um Sartorius, Newija
pipete za enkratno uporabo (1, 5, 10, 25, 50 inrh0 TPP, Svica
pipete za enkratno uporabo (2 ml) Costar, ZDA
stojalo za centrifugirke TPP, Svica
case

urinski loreki

skalpel Aesculap, ZDA
strgalo (scraper) TPP, Svica
tipsi (1-10 pL, 200 pL, 1000 pL) Costar, ZDA

Skatle za zamrzovanije v tel@m duSiku

krpice z detergentom

Shield Medicare, Velika Britanija

biocidne krpice

Shield Medicare, Velika Britanija
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3.1.3 Kemikalije

Preglednica 4: Seznam uporabljenih kemikalij

OKRAJSAVA CELO IME PODJETJE

D-MEM/F12 Dulbeccovo modificirano gojig ("Dulbecco's | Gibco, ZDA
Modiffied Eagle Medium")

HBSS Hanksova ozmolarna raztopina soli Gibco, ZDA

PBS fosfatni pufer ("Phosphate Buffered Saline")

humani serum ZTM, Slovenija

kolagenaza | Gibco, ZDA

tripansko modrilo Gibco, ZDA

DMSO dimetil sulfoksid ("dimethyl sulfoxide") SigmaDA

tripsin tripsin z EDTA Sigma, ZDA

gentamicin Gibco, ZDA

izopropanol (za Sigma-Aldrich, Nentija

MrFrosty)

3,7 % formaldehid Merck, Nengija

2 % Ag-nitrat

Mayerjev hematoksilin Fluka, Svica

Red Oil O Sigma, ZDA

70 % etanol

Shield Medicare, Velika
Britanija

biocid

Shield Medicare, Velika
Britanija

tripsinski inhibitor

Gibco, ZDA

3.1.4 Gojiga in raztopine

Gojilni medij za ASC:
* D-MEM/F-12,
* 10 % humanega seruma,
e 1 ul/ml gentamicina.

AIM — adipoindukcijsko goji&e:
e 10 % humanega seruma + 90 % D-MEM HG (z visokdnsestjo glukoze) +
50 ug/ml gentamicina,
e 2 mM L-glutamin,
e 10pg/mlinzulina,
e 1 uM deksametazon,
e 100uM indometacin,
e 500uM IBMX.
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Osteoindukcijsko gojie — OSTEO CAMBREX (narejeno po navodilih proizveggt
e osteogeno gojie (Cambrex, ZDA),
* 20 uL/ml L-glutamina,
e gentamicin,
» askorbinska kislina,
» deksametazon,
* beta glicerofosfat,
e 2,5% 0z.5 % humani serum.

Kontrolno goji€e — adipo-indukcija:
* D-MEMI/LG (z nizko vsebnostjo glukoze),
* 10 % humanega seruma,
* 50 pug/ml gentamicina.

Kontrolno goji€e — osteo-indukcija:
e D-MEM/F-12,
e 2,5% 0z. 5% humanega seruma,
* 50 pug/ml gentamicina.

Raztopina za inaktivacijo tripsina:
* D-MEM/F-12,
* 0,25 mg/ml tripsinski inhibitor.

Gojilni medij za inaktivacijo kolagenaze:
» D-MEM/F-12,
* 10 % humanega seruma.

Zamrzovalni medij:
* 90 % humanega seruma,
* 10 % DMSO.

Raztopina kolagenaze:
* 0,075 % kolagenaze tipa | v D-MEM/F-12.

Raztopino kolagenaze za razgradnjo pripravimo vn80Ocentrifugirki, jo za 10 minut
postavimo v termoblok na T = 37 °C ter pred uporstkeadlno prefiltriramo.

Zalozna raztopina Red Oil O:
* 0,1gRedQil O,
e 100 ml izopropanola.

Raztopino segrejemo v vodni kopeli pri 56°C 30 —néidiut, da se barvilo popolnoma
raztopi. Hranimo ga v dobro zaprti posodi pri sobni

Delovno raztopino Red Oil O pripravimo tako, daozali raztopini dodamo destilirano
vodo v razmerju 1,5 : 1. R&do pustimo stati 10 minut pri sobni T, nato fileimo.
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3.2 METODE
3.2.1 Potek poskusov

Vzorce lipoaspiratov, iz katerih smo izolirali SV&mo dobili v Univerzitetnem klisihem
centru v Ljubljani, in sicer na Klidthem oddelku za plastio, rekonstrukcijsko, estetsko
kirurgijo in opekline. Za pridobitev tkiva smo paldili soglasje Komisije Republike
Slovenije za medicinsko etiko — KME (St. 21/09/07&cienti so se strinjali z darovanjem
tkiva v raziskovalne namene in to potrdili s podpisizjave o privolitvi. Z liposukcijo
pridobljeno tkivo je najbolje obdelati Se isti dah pa gacez n@ shraniti v hladilniku
(+ 4 °C). Po izolaciji stromalne vaskularne fragdiSVF) smo matne celice presteli ter
jih polovico nasadili (nasaditvena gostota je Hil@0.000 celic/ctf). Drugo polovico
frakcije pa smo za 1 mesec zamrznili v ko duSiku. Da bi odstranili eritrocite in
nepritrjene celice, smo primarno kulturo nasledagin spirali s filtriranim PBS ter
zamenjali gojilni medij. Spremljali smo rast in dbsezeni 70 % - 90 % konfluenci izvedli
tripsinizacijo. Stetju je sledila nasaditev prve sgze. Ob ponovno doseZenem
konfluentnem stanju, smo zopet izvedli tripsinipaan Stetje.

V naslednjem koraku smo &&li z diferenciacijo ASC v adipogeno in osteogeeticoo
linijo. Celice prve pasaze smo po Kanem Stetju torej razdelili:

- del celic smo namenili za indukcijo v osteogemadipogeno linijo,

- drugi del smo nasadili naprej (nasaditvena gas@tbila 5.000 celic/cf), jih gojili do
Seste pasaze ter jih ponovno inducirali,

- ostanek pa smo zamrznili v tedean dusSiku.

Nasaditvena gostota za indukcijo celic v osteogémi je 5.000 celic/crfi Indukcija v
adipogeno linijo pa zahteva &e gostoto nasaditve, in sicer 20.000 celidcife celice
smo gojili v osteo- in adipoindukcijskem mediju tgm 2 — 3 krat tedensko menijali
goji&ka. Adipogeno linijo smo barvali po 10 dneh indu&gcipsteogeno pa po 21. 0z. po 26.
dnevu in dokazali morebitno uspelo oz. neuspelerdifciacijo v zeleno linijo. Indukcijo
smo po enakem postopku izvedli tudi s celicamieSpasaze.

Ker je bil naS namen preveriti tudi vpliv krioprezacije na sposobnost diferenciacije in
razmnozevanja ASC, smo zamrznjene celice oz. SVFemam mesecu odmrznili ter
celoten postopek gojenja ter indukcije druge imsegasaze ponovili.

Sledila je primerjava rezultatov oz. uspesnoseréificiacije ter proliferacije med svezimi
in zamrznjenimi vzorci. Izraunali smo tudi kumulative populacijskega podvojgaand
prve do Seste pasaze.

Pred delom smo morali vse raztopine in dg@jiSs katerimi so celice prihajale v stik,
sterilno filtrirati ter paziti, da je bila tempeuah le-teh blizu 37 °C, saj smo tako preépre
temperaturni Sok.
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lzolacija ASC iz lipoaspiratd

)

4 A
% SVF za gojenje Y% SY&mrznili za 1 mesec
(poem mesecu odmrznili)
i i
nasaditev SVF nasadig/F
i i

P1 - diferenciacija P2— adipogena~ diferenciacija P2~ P1
N osteogena ¢

i i
Gojenje Gojenje
1) )

P6 - diferenciacija P7- adipogena~ diferenciacija P7~ P6
N osteogena v

Slika 3: Shema poteka postopkov od izolacije SVka@ne diferenciacije

3.2.2 Potek gojenja matinih celic in diferenciacija
3.2.2.1 Izolacija SVF iz m&8bnega tkiva in priprava primarne kulture

Transportni lodek oz. vréko z magobnim tkivom smo postavili v z&gno mikrobioloSko
komoro. Tkivo smo prenesli v velikéaSo ter zéeli z intenzivnim spiranjem s PBS, da bi
odstranili kri. Koliina dodanega PBS je bila priblizno enaka volumnerca Po
previdnem meSanju smo s 50 ml pipeto odpipetinadidajo tek@do fazo. Spiranje smo
ponovili 3 — 4 krat ter na koncu &thli volumen spranega lipoaspirata. Razdelili syaov
50 ml centrifugirke (po priblizno 25 ml). V vsakertrifugirko smo dodali Se priblizno 16
ml 0,075 % raztopine kolagenaze tipa | za razgmadiglej tatko 3.1.4 Gojiga in
raztopine), jih namestili v hibridizacijski inkulmtin z&eli z inkubacijo, ki je ob rahlem
vrtenju potekala 30 — 60 minut pri T = 37 °C.

Po korgani inkubaciji smo vsebino vseh centrifugirk v @as mikrobioloski komori zlili
v skupnocasSo in kolagenazo inaktivirali z gojilnim medijeml® % humanim serumom
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(glej tocko 3.1.4 Gojisa in raztopine). Pomembno je, da sta volumen razédlagenaze
in volumen medija za inaktivacijo enak@e torej za razgradnjo uporabimo 100 ml
raztopine kolagenaze, jo moramo inaktivirati s ilGerumskega gojia.

Po inaktivaciji smo ma®bo zopet razdelili v centrifugirke, ki smo jih tak napolnli do
vrha. Sledilo je 10 minutno centrifugiranje pri I2Q g. Supernatant, v katerem so bili
zreli adipociti, je predstavljal odpadek, zato sma zelo previdno odlili, pelet pa
resuspendirali v 1ml gojilnega medija. Calb suspenzijo iz vsake centrifugirke smo s
transfer pipeto p&asi prenesli na ce€o sito s premerom por 1Q0n v skupno 50 ml
centrifugirko, ki smo jo primerno ozd&id. Prazne centrifugirke smo sprali z gojilnim
medijem ter vsebino zlili na sito. Izmerili smo gku volumen in presteli celice (glejdko
Stetje celic s Stevno komoro). Polovico celic snasatlili, preostanek pa za en mesec
zamrznili. UpoStevali smo, da je optimalna gosttdanasajanje primarne kulture 100.000
celic/cnt. Glede na Stevilo celic smo izbrali primerno kelgojilno posodo (navadno 6—
well) in jo postavili v CQ inkubator.

3.2.2.2 Spiranje celic primarne kulture

Heterogena SVF frakcija vsebuje poleg ASC Se eiitean Stevilne druge celice, ki se ne
prilepijo na dno posode in jih zelimo odstranitiatidne celice se zelo hitro primejo na
podlago, Ze v roku ene ure po nasaditvi se jihrgiribgromno. Kljub temu pa je
priporailjivo, da se spiranje izvaja po 12 — 20 urah irdaife, zato smo po nasaditvi
primarno kulturatez n@ postavili v CQ inkubator na 37 °C. Naslednji dan smo odstranili
izrabljeno gojige, sledilo je spiranje s PBS. Uporabili bi lahkditDMEM ali HBSS. Z
dodatkom poljubnega volumna izbrane raztopine ¢k je odvisna od velikosti gojilne
posode) in s primerno intenzivnim meSanjem pokgtgilne posode, smo odstranili
eritrocite, mrtve celice in tiste, ki se niso mite. Uspesnost in stanje smo preverjali pod
mikroskopom. \asih je bilo dovolj trikratno spiranje,éasih pa tudi po Sestkrathem
spiranju rezultat ni bil zadovoljiv in smo Se vedopazili eritrocite. Ko smo bili z
rezultatom zadovoljni, smo dodali svez gojilni medr posodo vrnili v inkubator.

3.2.2.3 Dohranjevanje cétie kulture

Rast celic smo spremljali vsak dan ter jim 2 — & kedensko zamenijali gojilni medij (glej
sestavo pod tiko 3.1.4 Gojiga in raztopine). Menjavo smo izvedli tako, da saralljeno
goji&ke odstranili ter dodali ustrezen volumen svezega.

Goji&ke je v hladilniku pri T = 4 °C uporabno 1 tedentonaripravimo novega. Lahko ga
naredimo vé&, ga alikvotiramo in shranimo v zamrzovalniku @nperaturi — 20 °C. Pred
uporabo goji&e sterilno prefiltriramo.

3.2.2.4 Tripsinizacija

Tripsinizacija je postopek odlepljanja celic engsto kulture z dna gojilne posode s
pomaijo encima tripsina. Potrebo po tripsinizaciji ocani glede na prerasnost gojilne
posode. Najugodnej$as za presaditev celic v novo,¢je posodo je, ko le-te dosezejo
70 % - 90 % konfluenco oz. pretafiost.
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Iz gojilne posode s celicami najprej odstranimalitjen gojilni medij. Sledi dvakratno 15
sekundno spiranje pritrjenih celic s HBSS olk¢gsmem, rahlem meSanju. Gogsje
potrebno pred tripsinizacijo nandrelobro sprati, saj serum v gajis inhibira delovanje
tripsina. Odstranimo HBSS ter dodamo ustrezenmelu (glej Preglednico 5) tripsina
(0,5 % raztopina tripsin/EDTA) ter posodo za 3 nénpiostavimo v inkubator na 37 °C. Po
inkubaciji preverimo stanje pod mikroskopom in dosm ali je bila inkubacija dovolj
dolga. V primeru, da se celice niso odlepile, jhlzminuto postavimo nazaj v inkubator
ali pa posodo na vorteksu rahlo stresemo. Celigpgibu ne smemo pustiti dlje kot 10
minut. Ko se odlepijo od dna, c@tio suspenzijo odpipetiramo v 15 ml centrifugirko.
Delovanje tripsina ustavimo z dodajanjem dvakragnegilumna tripsinskega inhibitorja, s
katerim tudi speremo gojilno posodo. Alternativgpgmskemu inhibitorju predstavlja
20 % serumski gojilni medij. Suspenzijo centrifégimo 5 minut na 400 g pri sobni
temperaturi. Supernatant odlijemo, pelet pa resudipgmo. Pripravimo si vzoke za
Stetje. Po kotanem Stetju celice nasadimo.

Preglednica 5: Razmerje med velikostjo posode innaaom uporabljenih kemikalij pri tripsinizaciji

PovrsSina GP Koli¢ina HBSS Koléina Koli¢ina Koliéigg

(gojilne posode) TRIPSINA TRIPSINSKEGA GOJIA
INHIBITORJA

25 cm? 4 ml 1-3ml 6 mi 4 ml

75 cm? 12 mi 3-6ml 12 mi 12 mi

150 cm? 15 ml 6-8ml 16 ml 20 ml

300 cm? 25 mi 8-10 ml 20 ml 40 ml

3.2.2.5 Stetje celic s $tevno komoro

Po vsaki izolaciji iz lipoaspirata in po vsaki sipizaciji celice preStejemo. Cé&tio
suspenzijo pred vzéenjem dobro premeSamo, da postane homogena. OGdmipet20uL
vzorca in mu dodamo enak volumen raztopine tripagakmodrila. Da bi zmanj3ali
moznost napak pri Stetju, navadno vzamemo 3 vzor@evedemo 3 ponovitve Stetja. Z
neznim pipetiranjem mesSanico modrila in celic prednosom dobro premeSamo,
nanesemo na Stevno pta in za&nemo s Stetjem. Med nanosom posameznihckoor
menjamo tipse. PreStejemo zive celice v vsehgrekatih. Tripansko modrilo je barvilo,
ki lahko preide le v mrtve celice, ki se zato olagovmodro. Vsoto Zivih celic vseh treh
vzorckov smo delili s 30 (v posameznem Stevnem prekatd( kvadratkov) in dobili
povpre&no Stevilo Zivih celic v kvadratku. 1z Stevila pregh Zivih celic smo po spodniji
enabi izratunali celokupno Stevilo zivih celic v céfii suspenziji:

N=nxRxVx10* .. (1)

N — Stevilo zivih celic v suspenziji

n — povpréno Stevilo presStetih celic v kvadratku {fmy+n3)/30)
R — faktor redenja zaradi meSanja s tripanskim modrilom

V — volumen celine suspenzije, iz katere smo odvzeli vzorec
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3.2.2.6 Nasaditev celic v prvo pasazo

Glede na Stevilo celic, ki so nam na razpolagadietimo, v kako veliko posodo bomo
nasadili celice. V naSem primeru je bila to nakrat gojilna posoda s povrsino 25 trida

to velikost posode je bilo potrebnih 125.000 cel&aj je nasaditvena gostota
5.000 celic/crh MC smo torej resuspendirali v 4 ml g@ister jih nasadili v GP 25 én

3.2.2.7 Populacijsko podvojevanje

Populacijsko podvojevanje (PD) je Stevilo podvajitelicne linije vse od z&tka gojenja
v pogojih in vitro. Populacijska podvojitev nham torej pove, kolikdicalobimo iz ene
same celice. Iztmnamo jo za vsako pasazo posebgj®PPs) s pomajo spodnje formule
(Cristofalo in sod., 1998).

PD = [log10(N)- log10(N)]/log10(2) .. (2)

PD = populacijsko podvojevanje
Nz = z&etno Stevilo nasajenih celic
Ny = izplen oz. pridobljeno Stevilo celic

S seStevanjem posameznih vrednosti PD pa smo ra®unali Se kumulative
populacijskega podvajanja za posamezno pasazo.

Zanimalo nas je, kako so zamrznjene celice ohraplesobnost proliferacije, zato smo
poleg izr&una vrednosti PD in kumulative populacijskega pgelvanja narisali tudi grafe
ter primerjali rezultate med nezamrznjenimi in zanfgnimi celicami.

3.2.2.8 Diferenciacija matnih celic iz lipoaspirata v adipogeno in osteogkmio

Ob dosezeni 70 % — 90 % konfluenci €eb kulturo tripsiniziramo in celice preStejemo.
Upostevati moramo, da je nasaditvena gostota @piosiukcijo 5.000 celic/cfn Posodo
preko n@i postavimo v inkubator, da se celice pritrdijosiealnji dan pa medij zamenjamo
z osteogenim (glej sestavo podko 3.1.4 Gojida in raztopine). Za prvi dve menjavi
uporabimo osteogeno gaj&S s 5 % serumom, pri naslednjih menjavah pa koreejd
seruma zmanjSamo na 2,5 %. Celice v kontroli gojimmavadnem gojilnem mediju, pri
c¢emer odstotek seruma ustreza koncentraciji v inggkemm gojigu.

Pri adipogeni indukciji je zadeva podobna. Za kaxzlbd osteogene indukcije, adipogena
zahteva v&o nasaditveno gostoto, in sicer 20.000 celié/drosodo preko b postavimo

v CQO, inkubator, naslednji dan pa medij zamenjamo z agkpim (glej toko
3.1.4 Gojiga in raztopine). Med 10-dnevno indukcijo, na vsaki#ni zamenjamo gojg,

a deleza seruma ne spreminjamo. Celice v kontopiing v 10 % serumskem gojis v D-
MEM-LG.
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3.2.2.9 Krioprezervacija ali shranjevanje celiekdtem dusiku

Celice, ki jih po izolaciji oz. po tripsinizacijismo potrebovali za nadaljnje poskuse, smo
zamrznili v tek@éem dusiku. Ugotovili smo skupno Stevilo celic vseisziji ter se odlali,
koliko jih Zelimo zamrzniti v posamezni kriovialstrezne volumne ceéle suspenzije
smo nato razdelili v centrifugirke ter jih pri soltemperaturi 5 minut centrifugirali pri
400 x g Previdno smo odlili supernatant ter peletu ob istemtrifugirke p@asi (zaradi
toksiknega vpliva DMSO na celice) in previdno dodajalmzzovalni medij. Volumen
dodanega medija je odvisen od Stevila celic (Pdrgtaa 6). MeSanico smo prenesli v
ohlajene krioviale za zamrzovanije, jih dali v posaé pgasno zamrzovanje (MrFrosty)
to pa v¢ez na@ pustili v zamrzovalniku na — 80 °C. Naslednji damo krioviale prenesli v
posodo s tekbm duSikom (- 196 °C).

Preglednica 6: Kotina dodanega zamrzovalnega medija v odvisnosttedld celic

STEVILO CELIC KOLICINA ZAMRZOVALNEGA MEDIJA
100.000 - 500.000 celic 0,5 ml zamrz. medija

500.000 - 1.000.000 celic 1 ml zamrz. medija

1.000.000 - 10.000.000 celic 1,5 - 1,8 ml zamrzdijae

3.2.2.10 Odmrzovanje

Kriovialo za zamrzovanje s SVF frakcijo vzamemopizsode s tekom dusikom. Med
odtajanjem celicam s pipeto postopno dodajamo ilrstefiltriran humani serum ter jih
prenaSsamo v novo 50 ml centrifugirko. Le s hitrirdtajanjem prep@mo tokstno
delovanje dimetilsulfoksida (DMSO). Celicam nataddmo 10 ml gojilnega medija ter z
njim speremo tudi kriovalo. S 5 minutnim centriftapijem pri 400 x g celice &amo od
toksiknega krioprotektivnega sredstva. Pelet resuspendina nekaj ml gojilnega medija
ter pripravimo vzatke za Stetje.

3.2.3 Karakterizacija diferenciacije v adipogeno inosteogeno linijo

Da bi preverili uspesnost diferenciacije ASC v adjeno linijo, smo ceino kulturo
barvali z barvilom Red Oil O. Za dokazovanje difem@acije v osteogeno linijo pa smo
izvedli barvanje von Kossa.

3.2.3.1 Barvanje Red Oil O

Med procesom diferenciacije v n¢abne celice se v citoplazmi ASC ¢mejo koptiti
magobne kapljice, ki se &@soma zlivajo v ve. Zrela mad&obna celica vsebuje pretezno
magobo, ki jo obdaja le tanka plast citoplazme.

Pred barvanjem smo odstranili gogSter celice dvakrat sprali s PBS o0z. s HBSS. Po
10 minutni fiksaciji cekine kulture v 3,7 % formaldehidu smo celice spratiestilirano
vodo in jih 10 minut inkubirali v Mayerjevem hemksdinu. Sledilo je nekajkratno
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spiranje z destilirano vodo ter 5 — 10 minutna béeija v Red Oil O (lipofilno barvilo, ki
se v celicah veze na lipidne vakuole in jih obardate). Celice smo ponovno spral,
preparat pogledali pod mikroskopom ter fotograifiral

3.2.3.2 Barvanje von Kossa

Diferencirani osteociti (zrele kostne celice) id@ v matriks poleg kolagena | in nekaterih
drugih proteinov tudi veliko kalcijevega fosfataj ke nahaja v obliki kristalov
hidroksiapatita in daje kostnini trdnost in togagda dokazovanje prisotnosti kalcijevega
fosfata in karbonata se uporablja von Kossa baevdsjebrova redukcijska metoda).
Srebro v srebrovem nitratu nadomesti kalcij v Kalgi soli. Srebrova sol pod vplivom
svetlobe reducira in iztd se srebrova kovina, ki je temne barve.

Pred préetkom barvanja smo odstranili g@jeSter celice dvakrat sprali z mrzlim HBSS. Po
30 minutni fiksaciji celine kulture v 3,7 % formaldehidu smo celice dvalsptali z
destilirano vodo. Dodali smo raztopino 2 % srebgavaitrata ter gojilno posodo 10 minut
inkubirali v temi. Sledilo je trikratno spiranjevbdo, pricemer smo vodo tretjega spiranja
pustili na celicah ter jih za 15 — 30 minut izpegtanocni svetlobi (lahko tudi UV laki).
Celice smo nato Se dvakrat sprali z vodo, preppragledali pod mikroskopom ter
fotografirali. Ker se torej srebrov nitrat pod wgim mane svetlobe nalozi na kalcijeve
depozite, zaradi obarvanja pa kalcijeve depozidend kot kovinsko srebro.
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4 REZULTATI
4.1 MORFOLOGIJA ASC GOJENIH V MONOSLOJNI KULTURI

Mati¢ne celice smo po izolaciji iz mé&sbnega tkiva gojili do Seste pasaze. Celice primarn
kulture so konfluentno fazo dosegle v 4 oz. 5 drghnadaljnjih pasazah pa v 3 do 4
dneh. Pred pritrjevanjem na dno gojilne posodeetioceckazale zri@no okroglo obliko, Ki

se je po pritrditvi in zéetku delitev spremenila v podolgovato fibroblastmorfologijo.

&) HI007, PO
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d) HI007, P3

Slika 4: Morfologija ASC gojenih v enoslojni kuliura) SVF frakcija med procesom izolacije (po
centrifugiranju). b) ASC med Stetjem na Stevni pilo§) Vzorec HIO07 — celice (SVF) po nasaditvi \jilpm
posodo. Na fotografiji so vidni predvsem eritraciti smo jih s spiranjem odstranili v roku 24 ur po
nasaditvi, ko so se ASC Ze pritrdile na podlagp.Vzorec HI0O07, PO (primarna kultura) — stanje po
nekajkratnem spiranju. \¢ao eritrocitov in nezelenih celic smo uspesno kp€elic, ki nam jih ni uspelo
odstraniti s spiranjem, pa smo se znebili tekonmegjaj, d) Vzorec HIO07, P3 (3. pasaza) — ASC med
gojenjem v goji&u z 10 % humanim serumom (40 % — 50 % konfluenca).

4.2 IZKORISTEK CELIC GLEDE NA VOLUMEN LIPOASPIRATA

Mati¢ne celice smo izolirali iz Stirih vzorcev lipoasgia. V spodnji tabeli so prikazani
volumni posameznih vzorcev ter Stevilo izoliranélic v z&etni frakciji (SVF — Stromal
Vascular Fraction). Izplen se je med posameznirigizelo razlikoval, od 1 x fado 11

x 10 celic. Prikazano je tudi Stevilo celic, ki smo jilasadili — primarna kultura (P0) ter
prera&unani izkoristki izolacije celic PO/ml lipoaspirate stolpcu P1 je podano Stevilo
celic, ki smo jih dobili v prvi pasazi (P1).

Preglednica 7: Izplen celic glede na volumen lipiasa

VOLUMEN STEVILO IZOLIRANIH PO PO/ml P1
VZOREC | LIPOASPIRATA (ml) CELIC (SVF)
HI007 110 3,5x10 1,0x 16 9090,9 123.000
RM008 110 11,0 x 10 2,5x 16 22727,3 654.000
XY009 220 6,3x 10 0,96 x 10 4363,6 210.666
KA010 120 1,8 x 10 0,96 x 10 8000 325.333
Povpretno &t. celic PO/ml | 11045,45
V 100 ml lipoaspirata je torej v povpreju 1.104.545 celic.
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4.3 VPLIV KRIOPREZERVACIJE NA OHRANITEV VIABILNOSTI MATICNIH
CELIC IZ LIPOASPIRATA

Krioprezervacija lahko povzio strukturne in funkcionalne poSkodbe proteinovseem
zmanjSa cetino viabilnost. V spodnji tabeli je prikazana st@ppjezivetja celic v izolirani
zatetni frakciji celic (SVF). Glede na navedene reatdlf je bilo zamrzovanje/odmrzovanje
zelo uspesno. Pri vzorcu KA010 je viabilnostjaeod 100 %, kar je posledica napak, do
katerih prihaja pri Stetju.

Preglednica 8: Ohranitev viabilnosti ASC po enonieseamrznitvi.

VZOREC (SVF)| St. celic pred zamrznitvijo St. celic po odmrznitvi | VIABILNOST ASC
HI007 1,50 x 10 1,41 x10 94,0 %
RMO008 1,00 x 10 0,98 x 10 98,0 %
XY009 1,07 x 16 1,00 x 10 93,5 %
KA010 0,91 x16 1,23x 16 1352 %

4.4  KVALITATIVNO VREDNOTENJE ADIPOGENE IN OSTEOGENE
DIFERENCIACIJE PRI NEZAMRZNJENIH  MATENIH  CELICAH 4
LIPOASPIRATA (ASC)

Adipogena diferenciacija— Celice druge (P2) in sedme pasaze (P7) smoi gojil
adipoindukcijskem goji&. Hkrati smo jih gojili tudi v kontrolnem gojis. Po 10 dneh
indukcije smo z barvanjem z Red Oil O dokazovapasnost njihove diferenciacije. Med
posameznimi vzorci smo pri adipogeni diferencia8i§C opazili le razlike v kodini in
velikosti lipidnih vakuol, sicer pa je bila difergacija pri vseh uspesna.

. Lipidne vakuol:
s \’ e
a) KA010, P2, 400x
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¢) KAO10, P7, 400X

Slika 5: Fotografije ASC pred in po barvanju z Red O. Primerjava uspesnosti diferenciacije 2. in 7
pasaze pri vzorcu KA010. a) Lipidne vakuole v c#icsmo opazili Ze pred barvanjem. Njihova prisatnos
kaZe na uspe3no adipogeno diferenciacijo. b) iWarec KA010, P2 in P7 — UspeSna diferenciacija v
adipogeno linijog) KA010, P7 — Celice v kontrolnem gajis

Osteogena diferenciacija— Pri  osteogeni diferenciaciji smo celice gojili v
osteoindukcijskem mediju od 21 do 26 dni, natorpa &vedli barvanje von Kossa.
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¢) HI007, P7, 100X

I‘E o iy
c) HI007, P7, 100x

Slika 6: Fotografije ASC po izvedenem barvanju Kossa. Primerjava uspesnosti osteogene diferefeiaci
2. in 7. pasaze pri vzorcu HI0O07. a) in b) Vzord®0¥, P2 —Crno in rjavo obarvani kalcijevi depoziti so
dokaz uspesSne osteogene diferenciacije. c¢) Vzdi@07, P7 — Kalcijevi depoziti) Vzorec HI007, P7 —
Celice v kontrolnem goji.

Preglednica 9: Primerjava uspesnosti adipogenesteogene diferenciacije 2. in 7. pasaze nezamiimjen
vzorcev.

NEZAMRZNJENI ADIPOGENA OSTEOGENA
VZORCI DIFERENCIACIJA DIFERENCIACIJA
2. pasaza 7. pasaza 2. pasaza 7. pasaza
HI1007 da da da — zelo dobro da — zelo dobfo
RMO008 da da ne ne
XY009 da da ne ne
KAO010 da da da da

45 KVALITATIVNO VREDNOTENJE ADIPOGENE IN OSTEOGENE
DIFERENCIACIJE PRI ZAMRZNJENIH MATENIH CELICAH 1Z LIPOASPIRATA
(ASC)

Adipogena diferenciacija Celice (SVF) smo po enem mesecu odmrznili, gbadlili ter

drugo in sedmo pasazo gojili v adipoindukcijskenjigga. Paralelno smo jih gojili tudi v
kontrolnem goji8u. Po 10 dneh indukcije smo z barvanjem z Red OitldRazovali

uspesnost njihove diferenciacije.
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a) zXY009, P2, 400x b) ZXY009 P2 200X

1 Llpldne vakuoh
', - '.,(if r‘r‘ﬂwr
f, N\

¢) zXY009, P7, 400x ¢) zXY009, P7, 400x

Slika 7: Fotografije ASC po barvanju z Red Oil Q Vzorec zXY009, P2 — V sredini vidimo veliko r&ke
obarvano lipidno vakuolo, ki kaze na uspeSno adipogdiferenciacijo. b) Vzorec zXY009, P2 — Gre za
kontrolno gojige, kjer nismo opazili wgih lipidnih vakuol. c) in¢) Vzorec zXY009, P7 — UspeSna
adipogena diferenciacija.

Osteogena diferenciacija Po odmrznitvi SVF smo celice 2. in 7. pasaZeiligyj
osteoindukcijskem mediju od 21 do 26 dni, natorpa &vedli barvanje von Kossa.

X\ N\ S 3 .
a) zXY009, P2, 100x b) zXY009, P2, 100x
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¢) zHI007, P7, 100x

Slika 8: Fotografije ASC po izvedenem barvanju ¥ossa. a) Vzorec zXY009, P2 — Odsotnost kalcijevih
depozitov kaze na neuspesno osteogeno difereris#agi)zorec zXY009, P2 — Celice kontrolnega g@jis

¢) Vzorec zHIO07, P7 — Velikiirno obarvani kalcijevi depoziti kaZzejo na zelo uspe osteogeno
diferenciacijo.

Preglednica 10: Primerjava uspe3nosti adipogenesieogene diferenciacije 2. in 7. pasaze zamrzZmjeni
vzorcev.

ZAMRZNJENI ADIPOGENA OSTEOGENA
VZORCI DIFERENCIACIJA DIFERENCIACIJA
2. pasaza 7. pasaza 2. pasaza 7. pasaza
zHI007 da da — slabse da — dobro da
zZRMO008 da da — slabSe da ne
zXY009 da da ne da — le v 1 vdolbinjci
zKA010 da da ne ne

4.6 PROLIFERACIJSKA IN DIFERENCIACIJSKA SPOSOBNOSIEZAMRZNJENIH
MATICNIH CELIC IZ LIPOASPIRATA (ASC)

S pomajo spodnje engbe smo izréunali populacijsko podvajanje za vsako pasazo
posebej.

PD = [log10(Ny)- log10(N2)] /1og10(2) .. (2)

Kumulativne vrednosti smo dobili s seStevanjem mosti populacijskega podvajanja
posameznih pasaz ter rezultate za posamezen vatkezali v spodnjih grafih.
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Slika 9: Kumulativa populacijskega podvajanja zarer HIO07
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Slika 10: Kumulativa populacijskega podvajanja zarec RM008
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Slika 11: Kumulativa populacijskega podvajanja zarec XY009
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Slika 12: Kumulativa populacijskega podvajanja zarec KA010
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4.7 PROLIFERACIJSKA IN DIFERENCIACIUSKA SPOSOBNOSAAMRZNJENIH
MATICNIH CELIC IZ LIPOASPIRATA (ASC)

Populacijsko podvajanje ter kumulativne vrednosioss pomdjo enabe izra&unali tudi
za celice, ki smo jih za en mesec zamrznili. Retellsmo prikazali v spodnjih grafih.

ZzHI007

Kumulativa populacijske
podvajanja
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Slika 13: Kumulativa populacijskega podvajanja ameznjen vzorec zHI007
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Slika 14: Kumulativa populacijskega podvajanja ameznjen vzorec zRM008.
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Slika 15: Kumulativa populacijskega podvajanja ameznjen vzorec zXY009
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Slika 16: Kumulativa populacijskega podvajanja ameznjen vzorec zKA010
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4.8 PRIMERJAVA POPULACIJSKEGA PODVAJANJA (PD) SVBZI IN
ZAMRZNJENIH VZORCEV

Izvedli smo primerjavo populacijskega podvajanjasgueznih pasaz svezih in
zamrznjenih vzorcev in z odstotki prikazali razlikeed PD zamrznjenih in nezamrznjenih
celic. lzra&unali smo, kolikSen odstotek PD-ja nezamrznjenilicceredstavlja PD
zamrznjenih celic. Glede na rezultate lahko vidirda,je bila proliferacija zelo uspeSna
tudi pri zamrznjenih vzorcih in da je v doknih pasazah celo presegla populacijsko
podvajanje nezamrznjenih celic.

Preglednica 11: Primerjava PD svezih in zamrznjemidrcev HIO07 ter odstotek PD zamrznjenih celexdgl
na nezamrznjene.

Populacijsko podvajanje — PD Odstotek PD zamrznjenih celic
St. pasaze HI007 zHI007 V primerjavi z nezamrznjenimi
P1 1,93 1,80 93,3 %
P2 2,27 1,87 82,4 %
P3 2,18 1,52 69,7 %
P4 2,77 2,14 77,3%
P5 2,61 2,29 87,7 %
P6 3,22 2,56 79,5 %

Preglednica 12: PD za svez in zamrznjen vzorec RAM80odstotek PD zamrznjenih celic v primerjavi z
nezamrznjenimi.

Populacijsko podvajanje — PD Odstotek PD zamrznjenih celic

St. pasaze RMO008 zZRM008 v primerjavi z nezamrznjenimi
P1 2,11 2,21 104,8 %
P2 1,84 1,82 98,7 %
P3 2,39 2,57 107,4 %
P4 2,43 1,99 81,8 %
P5 2,39 2,7 112,8 %
P6 2,71 2,38 87,8 %
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Preglednica 13: PD za svez in zamrznjen vzorec Y@0 odstotek PD zamrznjenih celic glede na
nezamrznjene.

Populacijsko podvajanje — PD Odstotek PD zamrznjenih celic
St. pasaze XY009 zXY009 V primerjavi z nezamrznjenimi
P1 2,35 1,22 52,1%
P2 2,67 2,66 99,8 %
P3 2,28 1,76 77,0 %
P4 3,12 2,89 92,5 %
P5 2,19 2,27 103,8 %
P6 2,06 2,26 109,5 %

Preglednica 14: PD za svez in zamrznjen vzorec KA1 odstotek populacijskega podvajanja zamrzhjeni
celic glede na nezamrznjene.

Populacijsko podvajanje - PD Odstotek PD zamrznjenih celic

St. pasaZze KA010 zKA010 Vv primerjavi z nezamrznjenimi
P1 1,63 2,14 131,1 %
P2 2,55 2,69 105,7 %
P3 2,13 2,64 123,8 %
P4 2,38 2,16 90,9 %
P5 2,24 3,03 1349 %
P6 2,15 2,05 95,1 %
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V spodnjih dveh preglednicah smo podali po¥peevrednosti kumulativ PD ter iznanali
koliko celic v posamezni pasazi dobimo iz ene sasiige. 1z dobljenih podatkov je lepo
vidno, da je proliferacija pri vzorcih, ki so bdamrznjeni nekoliko slabsa.

Preglednica 15: Povp¥ee vrednosti kumulativ PD ter izfan Stevila celic, ki jih tekom pasaz pridobimo iz
ene celice.

KUMULATIVA PD
Nezamrznjeni vzorci P1 P2 P3 P4 P5 P6
HIO07 1,93 4,2 6,38 9,15 11,76 14,98
RMO008 2,11 3,95 6,34 8,77 11,16 13,87
XY009 2,35 5,02 7,3 10,42 12,61 14,67
KAO010 1,63 4,18 6,31 8,69 10,93 13,08
povpregje 2,01+0,30( 4,340,47 | 6,5&80,48 | 9,2&0,80 | 11,620,75( 14,1%0,85
Iz 1 celice dobimo 4,01 20,22 95,84 612,05 3136,63 | 18179,19

Preglednica 16: Povp¥ee vrednosti kumulativ PD ter izfan Stevila celic, ki jih tekom pasaz pridobimo iz
ene celice.

KUMULATIVA PD
Zamrznjeni vzorci P1 P2 P3 P4 P5 P6
zHI1007 1,8 3,67 5,19 7,33 9,62 12,18
zZRMO008 2,21 4,03 6,59 8,58 11,28 13,66
zXY009 1,22 3,89 5,64 8,53 10,8 13,06
zKA010 2,14 4,83 7,47 9,63 12,66 14,7
povpregje 1,840,45 | 4,1%0,51 | 6,221,02 | 8,520,94 | 11,091,26| 13,4Q1,06
Iz 1 celice dobimo 3,59 17,21 74,67 366,46 2179,83 10809,41

Primerjava lastnosti nezamrznjeni in zamnrznenibregv kaze na primernost obeh virov
celic za pripravo tkivno inzenirskih pripravkov.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Obetaja@i rezultati uporabe mainih celic iz ma8obnega tkiva (ASC) v Klignih Studijah
kazejo na smiselnost shranjevanja teh celic v kéla, saj bi to omogdo potencialno
uporabo cetinih pripravkov v prihodnosti. Za shranjevanje songrnejSe izolirane celice
kot magobno tkivo, saj so izgube pri zamrzovanju tkivagejevetje. Shranjujemo lahko
celice z&etne frakcije takoj po izolaciji (SVF) ali pa caigrimarne kulture oz. visjih
pasaz. Zamrzovanje je v procesu priprave tkivnesiaskih pripravkov eden bistvenih
dejavnikov, zato smo v sklopu diplomske naloge ¢eegali vpliv krioprezervacije na
sposobnost proliferacije in diferenciacije ASC. Wsiin smo se predvsem na adipogeno in
osteogeno diferenciacijo ter preverili, kakSen wgdredstavlja pasaziranje na sposobnost
diferenciacije.

Na kortno Stevilo izoliranih viabilnih celic iz masbnega tkiva vpliva veliko dejavnikov,

med drugim tip posega oz. dma pridobivanja ma®bnega tkiva ter anatomsko mesto
odvzema. Pogosto se omenja tudi vpliv izh&ags velikosti biopsije ter vpliv postopka

izolacije SVF iz tkiva (Gimble in sod., 2009).

V literaturi lahko zasledimo, da izplen ASC med naz@aradi ze omenjenih dejavnikov
maocno variira. Koltina celic pridobljenih iz lipoaspirata je &ja kot pri izrezani ma®bi,
kar sta poleg Von Heimburgove raziskovalne skupmlokazala tudi Huss in Kratz (von
Heimburg in sod., 2004; Huss in Kratz, 2002). &pio je med odvzemom tkiva in
izolacijo celic nekéasovni zamik, ki ima prav tako vpliv na izkoristekaradi morebitne
nezmoznosti takojSnje izolacije so preverili vplR4-urnega shranjevanja na 4 °C.
Ugotovili so, da tako shranjevanje negativno vpliwa celice, saj pride v primeru
izrezanega mas8vja do velikih izgub ASC. Po enodnevnem hranjesziorca v hladilniku
je prezivetje celic v aspiratu liposukcije bistveholjSe kot pri odrezani mé&gbi (von
Heimburg in sod., 2004; Huss in Kratz, 2002).

Von Heimburgovi rezultati kazejo, da je v 1 g sveZielobljenega ma&dbnega tkiva od
0,8 x 16 do 3,5 x 18 celic. Iz tkiva, ki je bil 24 ur shranjen na 4 9€,bil izplen malo
manjsi, in sicer od 0,5 x 2@o 3,5 x 16 celic (von Heimburg in sod., 2004). Razlika med
izplenom iz lipoaspirata in izrezanega tkiva jeJgeurnem shranjevanju SéimejSa (von
Heimburg in sod., 2004; Huss in Kratz, 2002). Zamadrebitne nezmoznosti takojsSnje
izolacije celic in hkratne potrebe po shranjevajgutorej bolje, da se tkivo pridobi z
liposukcijo.

ASC smo pridobili iz Stirih vzorcev lipoaspirata,dmo jih pred pkietkom obdelave preko
noci shranjevali v hladilniku. Po izolaciji smo ugotbweliko variabilnost v izplenu celic.
(Preglednica 7). Vzorcev nismo tehtali, zato tezkeedemo primerjavo z zgoraj
navedenimi rezultati. V nasem primeru smo darali, da se v 1 ml lipoaspirata v
povpreju nahaja 0,11 x Focelic. 1z 100 ml lipoaspirata torej v povpje dobimo 1,1 x
10° celic. Najmanj ASC smo izolirali iz vzorca KA01i®, sicer le 1,8 x 1Dcelic. Izjemno
veliko celic pa je vseboval vzorec RM008, iz kageremo jih pridobili kar 11,0 x 20Kot



40
Potasar U. Vpliv zamrzovanja na sposobnost proliferaijeliferenciacije matnih celic iz magobnega tkiva.
Dipl. delo. Ljubljana. Univerza v Ljubljani, BietiniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2010.

Ze r&eno je vzrokov za precejsSnje razlike med vzord, e sicer bioloSka variabilnost,
spol in starost donorja, tip in lokacija "iaBnega tkiva ter i odvzema tkiva.

TakojSnja obdelava lipoaspirata in izolacija ASGveze pridobljenega magbnega tkiva
ni vedno moga, zato se pojavlja potreba po izpopolnitvi metstleanjevanja tkiva ter
zamrzovanja ze izoliranih celic (Goh in sod., 20(ioprezervacija, ki zaradi izjemno
nizkih temperatur in zaustavitve biokemijskih pre@e povzreéi stabilizacijo celic in tako
omogaa dolgotrajno shranjevanje, je v takem primeru jtaden klj&nih korakov
(Simione, 1998). Cilj vé@ne raziskovalnih skupin je ohranitim vegjo viabilnost in
multipotentnost ASC kljub dolgotrajni krioprezeryjadGoh je s sodelavci dokazal, da na
ohranitev viabilnosti méno vpliva gostota 0z. koncentracija ASC v zamrzogal mediju.
Najbolj$o viabilnost (81,10 %) so dosegli pri kontacii 0,5 x 16 celic/ml
zamrzovalnega medija. Omenjeni vir sestave upaabfja medija Zzal ne navaja. Po
enomeséni zamrznitvi v tekéem dusSiku so se celice brez tezav pritrdile na ggall
gojilne posode, razvile fibroblastno morfologijo #ele lepo rasti (Goh in sod., 2007).
Namen raziskave, ki jo je s sodelavci opravil Ggndail preveriti vpliv krioprezervacije
na fenotip, proliferacijo in diferenciacijski potgal ASC. To so nameeglastnosti, ki imajo

v celiénih terapijah velik pomen (Gonda in sod., 2008)r Keed z&etkom te raziskave
niso imeli popolnoma optimiziranega protokola zamwemja, so uporabili medij, ki je na
Japonskem zaradi dobrih rezultatov najpogostejeperabi, Cell Banker 1 (Wako
Chemicals Co., Osaka, Japonska). V primerjavi z SOM trehalozo, dekstranom,
metilcelulozo in njihovimi kombinacijami je ta zammvalni medij pokazal precej boljSe
rezultate. Téne sestave sicer ne navajajo, znano je le, da ps@mveji serum (angl.,
Fetal Bovine Serum — FBS). Primerljivi podvajatasi pred in po zamrznitvi pa kazejo, da
6-meséna krioprezervacija na proliferacijo celic ni img@sebnega vpliva (Gonda in
sod., 2008).

Tudi v naSi raziskavi smo se osredfliona vpliv zamrzovanja na prezivetje celic ter
sposobnost razmnozZevanja in diferenciacije. P@adplsmo %2 celic SVF takoj zamrznili,
% pa smo gojili do Seste pasaze (P6). S predhodeistii je bila izvedena optimizacija
protokola zamrzovanja, kjer se je najbolje izkanaldij z 10 % DMSO in 90 % humanega
seruma. Zamrzovali smo po 0,5 — 1,0 » t@lic/ml zamrzovalnega medija. Po enem
mesecu smo celice odmrznili, jih presSteli ter ngdgenje in diferenciacijo izvedli na enak
nain kot pri  nezamrznjenih. Dobljeni rezultati kazejoda je bilo
zamrzovanje/odmrzovanje zelo uspesno, saj je Imlailmost pri vseh 4 vzorcih nad 90 %,
kar je za 10 % u«ekot navajajo Goh in sodelavci (Preglednica 8)i vRorcu KA010 je
bilo prezivetje celo vge od 100 %, kar pa je posledica napak, do kaeitraja pri Stetju.
Uporabljen protokol zamrzovanja je torej zelo pniereza uporabo, saj pri ASC zagotavlja
ohranitev visoke stopnje viabilnosti.

Po por@anju nekaterih raziskovalcev se ASC tekom vsakaZ®podvojijo od 2 do 4-krat
(Wall in sod., 2007). Wlanku tudi navajajo, da stopnja rasti tekom pasaj sicer
upada, pricemer pride do podaljSanja podvajalnegsa, a se v 10 pasazah ASC lahko
vseeno podvojijo kar 34-krat (Wall in sod., 2007).

Proliferacijske sposobnosti nasih celic niso kaleot visoke, kot navaja Wall. V posamezni
pasazi so se navadno podvojile 2-krat, le izjem8rkeat. UpoStevati moramo, da poleg Ze
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nasStetih dejavnikov, ki vplivajo na izplen, na splmsost proliferacije in diferenciacije
ASC, vplivajo Se pogoji gojenja, gostota nasaditedic, rastni medij ter Stevilo pasaz
(Schaffler in Buchler, 2007) kar doprinese k omenjazliki med Wallsovimi in nasimi
ASC. Primerjava vrednosti PD svezih in zamrznjersabrcev kaze, da so celice s st&isS
proliferacije tudi po enome&eai zamrznitvi primerne za gojenje. l1Zumi populacijskega
podvajanja namkekazejo, da so vrednosti pri zamrznjenih celicabetini primerov le
malo nizje kot pri nezamrznjenih. Med vzorci izdogA010, saj je bila proliferacija po
zamrznitvi celo boljSa in so vrednosti PD tudi z kot 30 % veéje (Preglednica 13).
Podobne, a malo slabSe rezultate smo dobili tudrzmrcu RM008. Zavedati se moramo,
da na samo proliferacijo bistveno vplivajo pogofijenja ter sestava gojilnega medija.
Razlike v sestavi serumov so nathuelike, zato lahko to odtiino vpliva na cekno rast.
Najbolje bi bilo, da bi celice vseh vzorcev gojilistem serumu oz. da bi pripravili pool
serumov in s tem zmanjSali vpliv gojilnega medijjosStevati moramo, da so lahko tudi
napake, do katerih prihaja pri Stetju, eden od niozazlogov za nagao predstvo o
poveani sposobnosti proliferacije omenjenih vzorcddjub vsemu pa izréun in
primerjava povprénih vrednosti PD kazeta, da pri svezih vzorcih e €elice v Sestih
pasazah v povpégs dobimo priblizno 7.000 celic ¥ekot pri zamrznjenih ASC, kar
predstavlja zanemarljivo razliko (Preglednica l14edRednica 15). Na osnovi dobljenih
rezultatov lahko zaklgimo, da gojenje do Seste pasaze (P6) ne vplivadristna padec
proliferacijskih sposobnosti ASC.

Eksperimentalni podatki iz Studin vitro ter in vivo kazejo na multipotentnost matih
celic izoliranih iz ma&%bnega tkiva. Pod vplivom raghih kemijskih dejavnikov in
rastnih faktorjev je vun vitro pogojih relativno enostavna diferenciacija v mezatalne
celiéne linije kot so adipociti, hondrociti, skeletniawiti in osteoblasti (Zuk in sod., 2001).
V diplomski nalogi smo se osredoilo le na osteogeni in adipogeni diferenciacijski
potencial ASC, pricemer nas je zanimal predvsem vpliv zamrzovanja harnitev
omenjenih potencialov v drugi in sedmi pasazi. T@bh in sodelavci so primerjali
potencial diferenciacije pred in po zamrzovanjuaMpogeni diferenciaciji niso opazili
razlik, pri diferenciaciji v osteogeno linijjo pa g® zamrznitvi zabelezili rahel upad.
Dokazali so torej, da se diferenciacijski poten@&C kljub enomes@mem zamrzovanju
ohrani ter s tem potrdili, da je vpliv zamrzovanmASC zanemarljiv (Goh in sod., 2007).
Tudi pri nasih pogojih gojenja in diferenciacije @npo 10 dneh adipoindukcije z
barvanjem z lipofilnim barvilom Red Oil O dokazaélo uspeSno adipogeno diferenciacijo
pri vseh vzorcih (Slika 5, Slika 7), vendar pa sk lipidne vakuole v celicah svezih
vzorcev malenkost v¥ge in StevitnejSe kot pri zamrznjenih. Ker je pasaziranje eden
pomembnejsSih dejavnikov, so se nekatere znanstskmgine ukvarjale s préavanjem
vpliva le-tega. Po podatkih Dickerja in sodelavaej bi se adipogeni diferenciacijski
potencial ASC med gojenjem ohranjal in naj se tek@asaziranja ne bi spreminjal (Dicker
in sod., 2005). Nasi rezultati pa kazejo na nekol#fabSo adipogeno diferenciacijo v
kasnejSi pasazi. Primerjava rezultatov 2. in 7apage pokazala bolj izrazito adipogeno
diferenciacijo v zgodnji pasazi. Glede na to, daASE¥ maténe celice iz ma®vja, lahko
sklepamo, da so bolj nagnjene k razvoju v smericotasih celic, Simer lahko razlagamo
uspesnost adipogene indukcije.

Pri razvoju ASC v smeri kostnih celic pa smo im&i problemov, saj je bila uspesSnost le
50 % (Slika 6, Slika 8). Po 21 do 26-dnevnem gajenjosteoindukcijskem mediju smo
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celice pobarvali. Najugi osteogeni potencial je pokazal vzorec HIO07y e se tako v 2.
kot v 7. pasazi tvorili veliki kalcijevi depozitiTvorba slednjih je bila uspesSna tudi po
odmrznitvi. Pri vzorcu KA010 smo jih opazili in kazali le pred zamrznitvijo, potem pa
ne ve&. Pri svezih vzorcih RM008 in XY009 do tvorbe onemih kristalov sploh ni prislo.
Po odmrznitvi pa je bila pri obeh uspesnost le 5P¥% zRMO008 so se kalcijevi depoziti
tvorili le v 2. pasazi, pri zXY009 pa le v 7. pasazle v eni od dveh luknjic. Tudi Goh in
sodelavci so po zamrznitvi zaznali rahel upad sepoosti osteogene diferenciacije (Goh
in sod., 2007).

Presen&a dejstvo, da je pri istem bioloSkem vzorcu enkpaiSlo do osteogene
diferenciacije, drugi pa ne. Ob tem se je postavljalo vprasanje, kagijek za ta pojav. Po
poratanju nekaterihclankov (Rada in sod., 2009) je znotraj izoliranakfije SVF veé
razlicnih progenitorjev, kar bi bil lahko razlog za omamjfenomen. Verjetno je stopnja
diferenciacije odvisna od Stevila progenitorskihig i jih zajamemo v vzarek namenjen
indukciji. Sklepamo, da je torej nagje problem vzo&enje, saj smo za indukcijo ene
luknjice iz celéne suspenzije odvzeli razmeroma malo celic. Pradplpsmo, da bi bila v
primeru veéjega Stevila ASC izpostavljenih osteoindukciji, @Spost v&a. 1z pridobljenih
rezultatov lahko zaklgimo, da se tudi zamrznjeni vzorci enako uspesnerelifcirajo v
osteogeno linijo.

Nas namen je bil dotati tudi minimalno koltino magobnega tkiva, ki bi zadostovala za
pripravo nekega tkivno-inzenirskega pripravka. Zfatese je potrebno, da je za uporabo v
celiénih terapijah zaZzelena uporaba celim nizjih pasaz. DaljSe gojenjeim vitro pogojih
ima namré po por@anju nekaterih Studij na celice negativen vpliy, E@azrata Stevilne
spremembe. Pride do zmanjSanja proliferacijskitdifarenciacijskih sposobnosti, velikost
celic pa se pova. Poleg v&e kromosomske nestabilnosti, so dokazali Se sprdreev
celicni ekspresiji. Pred transplantacijo je zato poteebtontrola kakovosti celnih
pripravkov, saj morajo biti celice ¥im boljSem stanju. Zavedati se moramo, da se
replikativni senescenci kljub standardiziranim pego gojenja ne moremo izogniti.
Molekularna analiza dotene skupine genov tako predstavlja orodje za ufatge
ucinkovitosti in varnosti dolgotrajnega gojenja MCr terimernost njihove uporabe v
terapevtske namene (Wagner in sod., 2010).

Izratunali smo, da iz 100 ml lipoaspirata po tretji @aséP3) iz odmrznjenih celic
pridobimo 82,5 x 19celic in pocetrti (P4) 404,8 x 10celic, kar bi zadostovalo zadieo
potencialnih tkivno-inzenirskih aplikacij. Za spgdnmejo odvzetega tkiva smo torej
dolccili 100 ml lipoaspirata, kar je zelo majhen volumegtede na celotno kdiino
odstranjenega tkiva pri liposukciji.

Ne le da je viabilnost celic v lipoaspiratu boljgat v odrezanem tkivu, lipoaspirat je tudi
bolj kontaminiran je z drugimi tipi celic (endoiske celice, fibroblasti, ...), kar
predstavlja s stakk& priprave oziljenega tkivno-inZenirskega priprawadatno prednost
(Planat-Benard in sod., 2008cherberich in sod., 2007).

Nasi rezultati kaZejo, da krioprezervacija ne ogroéltne viabilnosti, saj je bila ta tudi po
enomesénem zamrzovanju zelo visoka, prav tako prolifeeacy celicah so se lipidne
vakuole oz. kalcijevi depoziti tvorili tako pred tkpo zamrzovanju, kar kaze na dobro
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ohranjeno sposobnost diferenciacije. Enoriesezamrzovanje ASC v tekem dusiku je
torej sprejemljivo in s staki& celtnih terapij ne predstavlja tveganja.

5.2 SKLEPI

* Izplen ASC iz stirih vzorcev lipoaspirata je billagazlicen in je zaradi vpliva
razlicnih dejavnikov meéno variiral.

* Pri preverjanju vpliva pasaziranja na ohranitevlifexacijskih sposobnosti se je
pokazalo, da gojenje do Seste pasaze (P6) nimémpega vpliva. Prav tako gojenje
bistveno ne zmanjSa diferenciacijskih sposobnoSICA

e Z uporabljenim protokolom zamrzovanja smo dosegjiaaitev visoke stopnje
viabilnosti ASC, kar kaze na njegoveinkovitost in uporabnost.

» Ugotovili smo, da zamrzovanje ne vpliva bistveno spsobnost proliferacije.
Zaznali smo sicer minimalne razlike v vrednostilpyacijskega podvajanja, a je
gojenje ASC Kljub temu tudi po zamrzovanju potekalez tezav in posebnosti.

« Prav tako zamrzovanje ni imelo posebnega vplivaadgpogeno in osteogeno
diferenciacijo. Vzorci so se tudi po enom@assm zamrzovanju enako uspesno
diferencirali v obe liniji, kar smo kvalitativno oadnotili z biokemijskimi
metodami barvanja.

« Kot minimalno kolEino potrebnega tkiva, ki bi zadostovala za pripranekega
tkivno-inZenirskega pripravka, smo déilo 100 ml lipoaspirata.
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6 POVZETEK

Maticne celice (MC) se zaradi sposobnosti samoobnasljainj diferenciacije v
specializirane cealne tipe vse pogosteje omenja v povezavi s tkividednirskimi
aplikacijami. Zaradi navedenih lastnosti so nampegimerne za zdravljenje ra&fhih
poskodb in bolezni. Med iskanjem alternativnih viromenjenih celic so znanstveniki
odkrili, da je¢lovesko podkozno tkivo dostopen vir velikega Sewadraslih matinih celic
ASC (angl. Adipose-derived Stem Cells). Glede mautne trende in nargnje Stevila
ljudi s prekomerno telesno tezo ima podkoZznod®gg v primerjavi s kostnim mozgom
kar nekaj prednosti, saj je bogatejSi in dostopnglSMC. Za izolacijo bi tako lahko
uporabili lipoaspirat, ki v liposukcijskih posegipredstavlja odpadno tkivo. Lahka
dostopnost, Stevihost, velik diferenciacijski potencial ASC in oljeta rezultati klinicnih
Studij, kaZzejo na smiselnoshranjevanja teh celic v biobankah za potencialmarabo v
prihodnosti. Zamrzovanju je zato potrebno posvetgiiko pozornosti, saj je eden
bistvenih korakov v celotnem procesu. V diplomslkalagi smo pretevali vpliv
zamrzovanja na sposobnost proliferacije in difeisie ASC. Osredotdli smo se na
adipogeno in osteogeno diferenciacijo ter preverfdako na diferenciacijo vpliva
pasaziranje.

Stromalno vaskularno frakcijo (SVF) smo izolirali 8tirih vzorcev lipoaspirata. Po
encimski razgradniji s kolagenazo tipa | in Stethosugotovili veliko variabilnost v izplenu
ASC. Izraunali smo, da iz 100 ml lipoaspirata v powjuedobimo 1,1 x 10 celic.

Nasadili smo le polovico SVF, drug del frakcije @0 za 1 mesec zamrznili v teemn

dusSiku. Celice smo gojili v D-MEM/F12 ob dodatku ¥ humanega seruma. Indukciji
smo izvedli na celicah druge in sedme pasaze tgesu®st diferenciacije vrednotili z
biokemijskim barvanjem. Po 10 dneh adipoindukaifegdiferenciacijo v adipogeno linijo
dokazovali z barvanjem Red Oil O. Osteogeno difeigeijo pa smo dokazovali med 21.
in 26. dnem z barvanjem von Kossa. Da bi ugotoapliv krioprezervacije na ASC smo
drugo polovico SVF po enem mesecu odmrznili in teglgoostopek gojenja, indukcije in
barvanja ponovili. Sledila je primerjava rezultatoed svezimi in zamrznjenimi vzorcih.

Po enomesmem zamrzovanju smo pri preverjanju zivosti ugdi@elo visoko viabilnost
celic. Pri vseh Stirih vzorcih je bila le-ta nad @) kar kaze na zelo dobro optimiziran
postopek zamrzovanja. Primerjava vrednosti popgleaja podvajanja (PD) ni pokazala
bistvenega upada proliferacije po zamrznitvi. Kljelnu, da so vrednosti v povppe sicer
malenkost nizje kot pred zamrzovanjem, je gojemkalo normalno in brez posebnosti.
Z barvanjem smo tudi po zamrzovanju dokazali uspefiferenciacijo v obe liniji, kar
kaze na to, da krioprezervacija prav tako ne vpbistveno na adipogeno in osteogeno
diferenciacijo. Vsi vzorci so pokazali velik adipagpotencial. Osteogena diferenciacija pa
je bila uspesna le v polovici primerov. Presenetiés je dejstvo, da je v primerih istega
bioloSkega vzorca enkrat priSlo do diferenciacigsteogeno linijo, drugipa ne. Vzrok za
ta pojav je verjetno v tem, da je stopnja diferanipe odvisna od Stevila progenitorskih
celic, ki jih izpostavimo indukcijskem mediju. Sklemo, da je torej naj¢g problem
vzorcenje, saj smo za indukcijo ene luknjice 24-wellaceilicne suspenzije odvzeli
razmeroma malo celic.
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Na osnovi dobljenih rezultatov lahko povzamemo, sdacelice tudi po zamrzovanju
primerne za uporabo v terapevtske namene, saj ighraisoko stopnjo viabilnosti in
proliferacije, ohrani pa se tudi diferenciacijskotencial, kar je bistvenega pomena za
tkivno-inzenirske aplikacije.
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