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Ji sl/en
Al Maticne celice so nezrele, primitivne celice, podobne majhnim limfocitim,

imajo velik potencial neomejenega samoobnavljanja, diferenciaspedsializirane
celice in plastinosti. V kostnem mozgu odraslegjaveka in popkovrini krvi se
nahaja veé vrst maténih celic. Zadnje raziskave kazejo, da se med njimi nahaja tudi
subpopulacija adherentnih krvotvornih ndath celic, imenovanih omniciti (angl.
omnicyte), ki predstavljajo manj kot 1% vseh celic CD34+. IzraZzajo pkd
ozna&evalce, kot so CD34, CD133, c-met in CD90 ter so negativne zé&evaice
CD38, CD33, HLA/DR, CD19 in CD3. V diplomski nalogi smo Zeleli dokazati
obstoj teh celic v kosthem mozgu odraslega in v popkavrkrvi. 1z vzorcev
kostnega mozga in popko¥ne krvi smo osamili mononuklearne celice z
gradientnim centrifugiranjem ter uporabili pozitivno imunomagnetnoksgteza
izolacijo celic CD34+. S pretmo citometrijo smo dokili Stevilo mononuklearnih
celic, delez celic CD34+ pred in po izolaciji, izumali uspesnost izolacije ter
testirali ali imunomagnetna izolacija vpliva na viabilnost ceMato smo na
adherentnih celicah z imunofluorescentnim barvanjem povrsinskincezalaev
dokazali antigene CD133 in CD90. Na koncu smo naredili Se primerjabooste
celic CD34+ med popkovémo krvjo in kostnim mozgom. Dobljeni rezultati kazejo
na to, da se v kosthnem mozgu odraslih oseb in v popkuvkivi nahajajo
adherentne krvotvorne méte celice. Z nadaljnjimi raziskavami bi bilo potrebno
preveriti Se njihov potencial diferenciacije v druge tipe celidikih v prihodnosti
lahko uporabili v regenerativni medicini.
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LA sl

AL sl/en

AB  Stem cells are unspecialized, primitive cells, simitasiall lymphocytes, which
have great potential of self regeneration, plasticity and diftetion into a variety
of specialized cells. Many different stem cell types cariobed in adult human
bone marrow and umbilical cord blood. Recent studies indicate that a
subpopulation of adherent hematopoietic stem cells, omnicytes can be found among
other cells in the bone marrow and cord blood. These cells arencaimprised
less than 1% of the total CD34+ population. They can be charactassg®34,
CD133, c-met, CD90, CD38, CD33, HLA / DR, CD19 and CD3 The purpose
of this thesis is to prove existence of their function in the borreomadf an adult
human and in the umbilical cord blood. After collection of the bone marmuv a
cord blood samples, isolation of mononuclear cells was performed usinigy dens
gradient centrifugation and immunomagnetic positive selection fdatiso of
CD34+ cells. The number of mononuclear cells, proportion of C84s before
and after isolation, calculation of isolation effectiveness and ctaffef
immunomagnetic isolation on cell viability, were all determinedhwilow
cytometry. Immunofluorescence staining of surface markers onreattheells
followed, to confirm antigen CD133 and CD90. Last, the comparison of CD34 +
cell content between umbilical cord blood and bone marrow was madee<diis
show that a subpopulation of adherent hematopoietic stem cells exatult
human bone marrow and cord blood. In the future some additional analysikes w
be necessary to examine their potential for differentiation irtterotell types,
which could be used in regenerative medicine.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
7-AAD amino aktinomicin D (angl. 7-amino-actinomycin D)
BSA goveji serumski albumin (angl. Bovine serum albumin)

CBE embrionalni matni celici podobna celica iz popkowime krvi (angl. Cord
blood-derived Embryonic-like Stem Cell)

CD ozn&evalec pripadnosti (angl. Cluster of differentiation)
DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol
DNK deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic acid; DNA)

DMSO dimetil sulfoksid (anglDimethyl sulfoxide)

D-PBS Dulbeccov fosfatni pufer s soljo (angl. Dullbeco's phosphate buffered saline

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina
EMC embrionalna matna celica
EPC endotelijske predniSke celice (angl. Endothelial Progenitor Cells)

ESC-A embrionalne maine celice odraslega (angl. Embryonic Stem Cells of the

Adult)

FACS latevalnik fluorescetno oznaenih celic (angl. Fluorescence activated cell
sorter)

FALS fotodetektor (angl. Forward angle light scatter)

FBS fetalni goveji serum (angl. Fetal bovine serum)

FCS prednje sipanje (angl. Forward scatter)

FITS fluorescin-izotiocianat (angl. Flourescein isothiocyanate)

G-CSF granulocitnekolonije stimuliraj@i dejavnik (angl. Granulocyte colony-
stimulating factor)

GM-CSF granulocitne in makrofagne kolonije stimulithjo dejavnik (angl.
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

GvDH bolezen presadka proti gostitelju (angl. Graft vs. host disease)
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FSC

HLA

hMASC

ICM

IL-3

KLH

KM

KMC

MAPC

MC

MHC

MIAMI

MMC

MNC

Oct-4

PCR

PE

PerCP

PK

RALS

Rex-1

RPMI

prednje sipanje svetlobe (angl. Forward scatter)
humani levkocitni antigen (angl. Human leukocyte antigen)

humana multipotentna m&ia celica odraslega (angl. Human multipotent
adult stem cell)

notranja celina masa (angl. Inner cell mass)

interlevkin 3

hemocianinski povrsinski oztavalec (angl. Keyhole limpet hemocyanin)
kostni mozeg (angl. Bone marrow)

krvotvorna matina celica (angl. Hematopoietic Stem Cells)

multipotentna prednica odraslega (angl. Multipotent Adult Progenittyr Cel
maticna celica

poglavitni histokompatibilni kompleks (angl. Major histocompatipilit
complex)

angl. Marrow isolated multilineage inducibile cell
mezenhimska matna celica (angl. Mesenchymal Stem Cell)
mononuklearna celica (angl. Mononuclear cell)
oktamer 4 (angl. Octamer-binding transcription factor 4)
verizna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase chain reaction)
fikoeritrin (angl. Phycoerythrin)
peridinin klorofil (angl. Peridinin chlorophyll protein)
popkovnéna kri
fotodetektor (angl. Right angle light scatter)
RNA eksonukleaza 1 (angl. RNA exonuclease 1)

osnovni medij za celne kulture (angl. Roswell Park Memorial Institute)
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RT-PCR reverzna transkripcija in verizna reakcija s polimeréaugl. Reverse
transcription polymerase chain reaction)

SCF dejavnik maé&nih celic (angl. Stem cell factor)

Sox-2 angl. Sex determining region Y-box2

SSC stransko sipanje svetlobe (angl. Side scatter)

SSEA angl. Stage-specific embryonic surface antigen

VSEL zelo majhne celice, podobne embrionalnim celicam (angl. \&mall

Embryonic-like Stem Cells)
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SLOVARCEK

Pojem

Razlaga

Adherentne celice Celice, ki se pri gojenju pritrdijo na podlago oz. dno gojilne
posode.
. Tkivo, celice ali organ drugega osebka iste bioloSke vrste, ki pa
Alogenski . 3 -
je genetsko razien in zato tudi imunsko neskladen.
. N Celicna delitev, pri kateri nastaneta dve r&azéi diferencirani
Asimetricna celéna o L o N L
. h¢erinski celici, od katerih je ena enaka svoji prednici| in
delitev RS . ) S )
ohranjuje njeno mathost, druga pa je bolj diferencirana.
Tkivo, celice ali organ, ki jih presadimo istemu osebku, ki jih je
Avtologen
daroval.
Stopnja embrionalnega razvoja zarodka tik pred koncem
Blastocista brazdanja, préloveku je to 4. -5. dan po oploditvi, sestavljal jo
od 80 — 150 celic.
NezaZeleno stanje, do katerega lahko pride po presaditvi
Bolezen presadka protl alogenskega kostnega mozga ali kakSnega drugega organa oz.
dajalcu (GvHD) tkiva, pri katerem imunske celice darovalca napadejo celice
prejemnika.
Sistem za enotno oztikev antigenov cetine povrSing
CD ) A : :
(predvsem levkocitov) z monoklonskimi protitelesi.
Celica prednica (sin. | lzraz za vsako dete se celico, ki se lahko razdeli in diferencira
prekurzorska celica) | v vsaj dve raztini h¢erinski celici.
Zdravljenje s presaditvijo razhih celiénih vrst. Pri tem pg
Celicno zdravljenje navadi matine celice usmerimo v razvoj v raglih kontno
diferenciranih cetine tipov, ki jih potrebujemo, da z njimi
popravimo okvarjene celice ali tkiva.
CFU (Kolonijska Kolonijska enota predstavlja celo kolonijo bakterij ali drugih
enota) celic, ki izhajajo iz ene same celice prednice.
Citafereza Citafereza je odstranitev d@loe celtne sestavine iz krvi.
Citokini so heterogena skupina topnih proteinov in peptidov,|ki v
e nanomolarnih in pikomolarnih koncentracijah delujejo kot
Citokini : o : . o
humoralni regulatorji in v normalnih ali patoloskih razmerah
urejajo delovanje tkiv in celic.
DAPI ali 4,6-diamidino-2-fenilindol je flurescentno barvilo, |ki
se ma@&no veze na DNA. Uporabljajo ga pri fluores¢en
DAPI . Lo . X :
mikroskopiji za ozn&vanje jedra celice. Ker prehaja skozi
nepoSkodovano cého membrano, lahko z njim barvamo Zive
ali fiksirane celice.
. - Proces, v katerem se diferencirane somatske celice vrnejo \ manj
Dediferenciacija . : . .
diferencirano, multipotentno stanje.
Proces, v katerem se manj specializirana celica razvije V| bolj

Diferenciacija

specializirano.
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Embrionalna matha
celica (EMC)

Pluripotentne matne celice, ki jih najdemo v zgodnjem zarod
— blastocisti in jih lahko izoliramo iz notranje ¢ele mase
preden ta z&ne v procesu gastrulacije tvoriti &tie liste.

Embrionalnim
maticnim celicam
podobne celice

Skupina matinih celic, ki jih opazujemo v tkivih ploda 3

ku

odraslegacloveka in verjetno razvojno izhajajo iz notranje

celicne mase blastociste. lzrazajo lastnosti
maticnih celic in so pluripotentne (ESC-A, VSEL, MAS
MAPC, MIAMI).

Fetalni goveji serum

Obicajen dodatek k goji®&m za gojenje celic, ki se pridobiva
seruma nerojenih telet. Vsebuje razne rastne dejavnike.

Invitro In vitro je besedna zveza, ki se v naravoslovju nanasa na pf
v epruveti oziroma v umetnem okolju (laboratoriju).
Invivo V Zivem osebku o0z. v naravhem okolju.

Kostni mozeg

Mehko tkivo, ki se nahaja v dolgih kosteh. Kostni mo
vsebuje med razinimi odraslimi celicami tudi wevrst maténih
celic, npr. mezenhimske, krvotvorne in druge tradicelice.

Krvotvorna mattna
celica (KMC)

embrionalnih

C!

V4

ocese

zeg

Je multipotentna maina celica v kostnem mozgu, iz katere

nastanejo eritrociti, levkociti in trombociti.

Limfati¢na krvotvorna
matina celica

PredniSka multipotentna krvotvorna ntag celica, ki se lahkp

razvije v celice limfatine vrste (limfocite T in B ter NK-celice)

Multipotentna celica
prednica odraslega
(MAPC)

Vrsta pluripotentnih celic iz kostnega mozga, ki imajo tet®
lastnosti embrionalnih m&tih, ki jih lahko diferenciramo
hondrocite, adipocite in kostne celice.

Mati¢na celica

Mati¢na celica (MC) je nediferencirana celica v Zivih bitjih,
ima dve klj&ni lastnosti: lastnost samoobnavljanja in lastn
pluripotentnosti.

Mieloi¢na krvotvorna
matina celica

Multipotentna krvotvorna matna celica, ki se lahko razvije
eritrocite, trombocite, granulocite, makrofage, monocite
dendriténe celice.

Mononuklearne celice

Enojedrne celice. Skupno ime zacverst celic krvotvornegs
sistema, ki jih imenujejo tudi mononuklearni levkociti in
lo¢ijo od ostalih levkocitov (granulocitov) po tem, da
vsebujejo granul (agranulociti in da imajo okrog
nesegmentirano jedro. Vkhujejo limfocite, plazmatke
monaocite in makrofage ter radtie vrste matinih celic.

ki
ost

\

A
se
ne
lo,

Multipotentna matina
celica

Je celica z manjSo potentnostjo in sposobnostjo diferencia
primerjavi s pluripotentno in totipotentno nw@o celico.

Multpotentna celica lahko tvori razhe tipe celic, ki pa vsi

pripadajo istemu kéinemu listu.

Cije v

Notranja cektna masa
(sin. embrioblast)

Notranja skupina celic v blastocisti, ki nastane okrog 5. dne po

oploditvi, iz katerih lahko osamimo embrionalne &g celice.

Oligopotentna matna
celica

Celica, sposobna tvoriti dve ali¥eazlicnih celiénih linij znotraj

tkiva.
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Sposobnost tkivnin matih celic (MC odraslega), da se
PlastEnost spremenijo v celico drugega &tiega lista ali da se spremenijo v
odrasle celice drugega tkiva, kamor jih pred tem prenesemo
Pluripotentna matna | Celica, sposobna tvoriti vse telesne celice, vk z
celica germinalnimi celicami.
i Podraje v genomu sesalcev, ki kodira povrsSinske antigeng na
Poglavitni ) X . - . .
. - .| celicah, ki sodelujejo pri imunskem odzivu. MHC je pomemben
histokompatibilnostni L : . .
pri locevanju lastnih molekul od tujih. Priloveku se MHC
kompleks (MHC) ; .
imenuje HLA.
Kri, zbrana iz popkovine vene ali dveh popkowrmih arterij
: takoj po porodu. Vsebuje predvsem krvotvorne énaticelice
Popkovnéna Kri v . . : . : .
ter predniSke celice eritrocitov, levkocitov in trombocitov] v
manjSi meri pa tudi nekaj drugih vrst néatih celic.
Proteini na povrsSini celice, ki so zfilai za dolaten tip celic.
PovrSinski oznéevalci | Zaznamo jih z uporabo barvil, z barvili ozeaih protiteles ali z
drugimi detekcijskimi metodami.
Hcerinska celica, usmerjena potomka radi celice v direktn
. . liniji. Je Ze delno diferencirana celica, ki je lahko tudi celica
PredniSka celica : . o - S ;
prednica raztinim, bolj diferenciranim ceatnim tipom celic. 1z
nje nastanejo nove celice po seriji &evih delitev.
Locevalnik fluorescetno oznaenih celic. Naprava, ki lahkp
Pretani citometer hitro lo¢uje celice v suspenziji glede na njihovo velikost |ali
barvo, s katero so oz¢ene. Uporabljamo jo za Stetje dédmih
vrst celic ali za njihovo sortiranje.
. Veja medicine, ki se ukvarja z obnovo fizioloSkih funkcij
Regenerativha . T . . S :
- organov in tkiv in pri tem lahko uporablja tui vitro gojene
medicina . ! i .
celice, metode tkivhega inzenirstva, réaé naravne rastne
dejavnike in druge biotehnoloSke metode.
Posebna sposobnost ntag celice, da s ceho delitvijo nastane
Samoobnavljanje vsaj ena berinska celica, ki je popolnoma enaka materinski in
ima enako latentno sposobnost diferenciacije.
Encim v evkariontskih celicah, ki podaljSuje konce kromosomov
Telomeraza (telomere) ob ceknih delitvah. Tako prepteje njihovo
degeneracijo 0z. staranje.
Totipotentna matna | Celica, sposobna tvoriti celoten organizem Wdjo z
celica ekstraembrionalnim tkivom (trofoblast).
Proces, pri katerem se predniSke dredi celice ene usmeritye
Transdeterminacija nenadoma spremenijo v celice druge predniske usmeritve, npr. iz
mezodermalnih nastanejo ektodermalne prednice.
. - Proces, pri katerem se tkivhe ndag celice iz enega tkiva
Transdiferenciacija . o . ! .
odraslega diferencirajo v specializirane celice drugega tkiva.
Unipotentna celica Celica, ki je sposobna le razvoja v eninodinijo.

(Rozman in Jez, 2010)



1

Suhadolc K. Izolacija in karakterizacija adheremtrelic CD34+ iz popkoviine krvi in kostnega mozga.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

1 uUvOoD

Ze v 70. letih prejdnjega stoletja se j&ala razvijati nova veja raziskovalne dejavnosti
imenovana regenerativna medicina. Glavni namen je bil razvoj novih jtekapbi
omogaale zamenjavo posSkodovanih tkiv in organ®eveskega telesa. Kot najbolj
obetavne moznosti so se izkazale transplantacija¢mifaticelic, transplantacija tkiva
vzgojenega Vv laboratoriju in izolacija lastnih ndath celic. Maténe celice naj bi bile za
regeneracijo poskodovanih tkiv in organov primernejSe o¢ingedosedanjih oblik
terapije, saj so sposobne obnove tkiva v SirSem obsegu in za ¢md@eno obdobje.
Bistvo regenerativhe medicine je torej v odvzemu delacméticelic iz telesa, kultivacija
v Zeleno tkivo in njihova transplantacija na pagmoobolelih tkiv, kjer nadomestijo
nedeluj@éa ali prizadete dele teles&lavni problem matnih celic je kontrolirana in
usmerjena diferenciacijae diferenciacijain vitro ne bi bila dovolj natama, bi lahko
celice po implantaciji tvorile teratome, ali pa se difersalei v napéno tkivo. Na
diferenciacijo celic v Zivem organizmu vplivajo Stevilni dejavnkoi so hormoni, rastni
faktorji, medcekni stiki in okolje.

Danes je raziskovanje métih celic in Sirjenjeclovekovih spoznanj o njih in moznostih
njihove uporabe za zdravljenje eno od najbolj raziskovanih pjldro medicini. Ze danes
lahko zdravimo doléene onkoloSke, hematoloSke in proliferativne bolezni, dedne imunske
in metabolne motnje ter mehanske poskodbe tkiv in organov. Napredek medicinske
znanosti pa obeta zdravljenje bistveno SirSega kroga bolezni.

1.1 SPLOSNE ZNAILNOSTI MATICNIH CELIC

Maticne celice so nezrele primitivne celice, po obliki podobne majhnim litofo¢ ki
imajo velik potencial neomejenega samoobnavljanja, diferenciacijeciapeane celice
in plasténosti . Glede na izvor razdelimo nmigté celice na embrionalne, fetalne in
celice odraslega. Embrionalne ndag celice izvirajo iz notranje céfie mase v blastocisti
(slika 2), ki nastane 5 do 7 dni po oploditvi. So pluripotentne in iz njifazéjejo vse
celice v odraslem osebku. Fetalne wrai celice najdemo v zarodku in v popkamikrvi,
maticne celice odraslega pa se nahajajo v vseh tkivih odraglegaeka. Te celice so
multipotentne (Choumerianou in sod., 2008; Herberts in sod., 2011).

Maticne celice se samoobnavljajo z asindeini celtno delitvijo (slika 1), prcemer na eni
strani tvorijo identine kopije celic, na drugi strani pa tvorijo nove linije bolj diferesutin
celic. Pri tem najprej nastanejo celice prednice (prekurzgggializiranih tkivnih celic in

iz njih nato funkcionalne celice tkiv. Na tadma Stevilo mattnih celic ostaja konstantno,
nadaljnja delitev eneclerinske celice pa omoga hitro razsiritev populacije diferenciranih
celic glede na potrebe (Knoblich, 2008). V nasprotju z njimi pa ird#guencirane celice
omejeno Stevilo delitev ter z &&njem diferenciacije se jim zmanjSa tudi njihova zmoznost
samoobnavljanja. Z vsako a&lo delitvijo se telomeré&loveskih somatskih celic skrajSajo.
Kriticno kratke telomere céhi popravljalni mehanizmi spoznajo kot okvarjeno DNA in
zaustavijo cetino delitev. Celice vstopijo v obdobje senescence in odmrejocidatelice

pa vzdrzujejo nespremenjeno dolzino telomer, kar oeggihovo samoobnavljanje.
Ugotovili so, da je v njih prisoten aktiven encim telomeraza, ki nadbnzgubo koncev
kromosomov med vsako cé&thio delitvijo z njihovo ponovno sintezo. Imajo pa tudi Stevilne
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aktivne gene, ki kodirajo popravljalne mehanizme DNA. S tem se klbmere prepkgo
genetske napake, ki nastanejo pri velikem Stevilu podvojevalnih ciklov raew-s
obnavljanjem in diferenciacijo (Luzar in sod., 2000; Hiyama 2007).

Matiéna celica

! Q‘e renciacija
Maticna celica /

Nevren Krvne celice

Slika 1: Asimetréna delitev matiénih celic (Baker in sod., 2010)

Pomembna lastnost métih celic je tudi plastinost, ki jim omogoa, da se lahko razvijejo

v vet kot 200 razknih vrst celic, ki tvorijo razine organelovesSkega telesa. Plastbst
maticninh celic je sestavljena iz Stirih elementov, in sicer: igosebnosti za
dediferenciacijo, tj. za razvoj odrasle ali linijsko usmerjendceeprednice v bolj
primitivne oblike, iz sposobnosti za transdeterminacijo; tj. preskokiaugo prednisko
celicno  linijo, iz sposobnosti za transdiferenciacijo, tj. sposobnosti, ki o&nogo
diferencirani celici, da pridobi fenotipske zilaosti druge diferencirane celice, ter celo iz
sposobnosti za fuzijo z drugimi, ze diferenciranimi celicamkivut iz ¢esar nastane
popolnoma nova celna vrsta (Martin-Rendon in Watt, 2003; Verfaillie, 2005; Strbad in
Rozman, 2005).

Glede na stopnjo diferenciacije ¢lmo mattne celice na totipotentne, pluripotentne,
multipotentne in unipotentne. Totipotentne r&adi celice so celice, ki hastanejo takoj po
oploditvi in so se sposobne diferencirati v vsedodivrste, vkljgno s spermiji in jajeci
(slika 3).Ena totipotentna celica se lahko razvije v celoten organizem (Chigunoe in
sod., 2008). Pluripotentne mate celice so Ze bolj specializirane $0® se sposobne
diferencirati v vse tri zarodne plasti: mezoderm, ektoderm in enao@ika 3) ne pa v
trofoblast (slika 2). To je v del blastociste, ki se vgnezdieano maternice in se kasneje
razvije v posteljico (Kondo in sod., 2003; Choumerianou in sod., 2008).
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Notranja celicna masa
ali embrioblast

Trofoblast

Blastocel

Slika 2: Blastocista (Human Embryonic Stem Cells ... 2009)

Multipotentne matine celicese Se zmeraj lahko razvijejo v r&rle celéne tipe, vendar so
omejene na calne tipe znotraj svoje zarodne plasti (slika 3). Take so npr. mieloidne
krvotvorne matine celice. Unipotentne matie celice pa so se sposobne diferenciati le v
eno cekno vrsto. Imenujemo jih tudi celice prednice ali progenitorji (Chexiamou in
sod., 2008).

g o i ) jajéne celice
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Slika 3: Diferenciacija in specializacija celic (M&orh, 2005)
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1.2NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je vzpostaviti protokol za ovrednotenje vsebnostimatlic
omnicitov v popkovnini krvi in kostnem mozgu. V popkourii krvi in kostnem mozgu
smo zeleli preveriti vsebnost omnicitov in déitg katera metoda bi bila najprimernejSa za
njihovo izolacijo. Zeleli smo tudi preizkusitée je mogde iz kostnega mozga in
popkovniéne krvi z uporabo imunomagnetne selekcigekovito izolirati omnicite ter jih
okarakterizirati z imunobarvanjem fenotipskih osaalcev.

1.3HIPOTEZA

NasSa delovna hipoteza je bila, da se v popkmrnkrvi in kosthem mozgu nahaja
subpopulacija krvotvornih m&tih celic, z imenom omniciti, ki se med gojenjem pritrdijo
na plasttno ali stekleno podlago.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MATICNE CELICE V POPKOVNENI KRVI

Maticne celice iz popkoviine krvi (PK) so neonatalne mate celice, ki veljajo za mlajSe
od maténih celic odraslih tkiv. So manj zrele kot néaie celice, ki jih najdemo v kostnem
mozgu (KM) ali organih odraslih ali otroKeprav najvéji del matinih celic predstavljajo
krvotvorne matine celice (KMC), pa popkowvéma kri v manjsih kotiinah vsebuje tudi
mezenhimske in razihe progenitorske méte celice ter v zadnjen¢asu odkrite
embrionalnim matinim celicam podobne celice-CBE (McGuckin in sod., 2005) in zelo
majhne celice podobne embrionalnim raaitn celicam-VSEL (Ratajczak in sod., 2007,
Kucia in sod., 2007a; Kucia in sod., 2007b; Kucia in sod., 2008).

V PK je prisotnost zrelih KMC prvi odkril Knudtzon leta 1974 (Knudtzon, 197d3¢etlet
kasneje pa je Ogawa s sodelavci dokazal tudi prisotnost primitivni® KINakahata in
Ogawa, 1982; Leary in Ogawa, 1987; Mayani in sod. 1998).

Zaradi bioloskih in drugih zr#énosti ima PK v primerjavi s kostnim mozgom ali KMC iz
periferne krvi vé prednosti npr. lazja dostopnost in manjSe tveganje za prenos virusnih
okuzb, saj v PK praviloma ni virusov, ki se pogosto pojavljajo v kostnem mozgdilodras
in zmanjSujejo uspeh presaditve. ManjSe je tudi tveganje za nastalezkibpresadka
proti gostitelju (GvHD) po presaditvi. Hkrati v PK ni starostno pogibjgposSkodb celic.
Samo pridobivanje PK pa je neinvazivno in nesSkodljivo za mater in otrgkapteka brez
kakrSnegakoli posega v telo. Shranjena PK je vedno na voljo, prav tako tuidnifi &
pravnih zadrzkov za njihovo uporabo kot so pri gojenih EMC ali celicah pricblge
kloniranjem (Gordon in Habib 2005; Ballen, 2005; Rocha in sod., 2006; Minn in Najem,
2011; Gluckman, 2009).

Maticne celice iz PK se ze uporabljajo pri zdravljenju rawh vrst raka, bolezni kostnega
mozga, prirojenih motenj hemoglobina in metabolizma, prirojenih oblik imunske
pomanjkljivosti in nekaterih oblikah dednih bolezni (Broxmeyer, 2010). Upaijabfje

tudi za pripravo koznih nadomestkov, pri mehanskih poSkodbah tkiva in organov oz. v
regenerativni medicini. Stevilne raziskave kaZejo tudi na moznost uporaii@ih celic

iz PK za zdravljenje nevroloskih, kardiovaskularnih motenj, posledieesn mozganske
kapi, okvare jeter in diabetesa (Rocha in sod., 2006g¢aew sod., 2007; Levar in sod.,
2008).

Pomanijkljivost PK je majhno Stevilo krvotvornih ntaih celic. Za presaditev potrebujejo

na kilogram telesne teze priblizno 100.000 gmaki celic, kar zadostuje le za otroke in
osebe s telesno tezo pod 40 kg (Wagner, 1994; Wadlow in sod., 2002; Minn in Najem
2011). Nekateri zdravijo odrasle bolnike s presajanjem dvehcmézldelno skladnih
pripravkov alogeriine PK (Barker in sod., 2001; Rocha in sod., 2010), oziroma poskusajo
poveati Stevilo z gojenjenin vitro. Po drugi strani se spremljajo in raziskujejo dejavniki,

ki vplivajo na Stevilo KMC v PK kot so zbiranje, predelava in shraamge PK. Nekateri
zbirajo PK, ko je placentex utero - po njenem porodu drugi, ko je placemaitero, tretji

pa uporabljajo kombinacijo obeh dwaov. Ve&iina raziskav je pokazala, da je volumen
zbrane popkoviine krvi veji in vsebuje véje Stevilo enonojedrnih celic pri zbiranju krvi
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iz placentdan utero. Moznost okuzbe PK pa je pri tem¢imau vedja (Surbek in sod., 2000;
Wong in sod., 2001).

2.1.1 Krvotvorne mati¢ne celice (KMC)

KMC so nediferencirane celice, ki imajo sposobnost samoobnavljamjderenciacije v
multipotentne progenitorne celice vseh limfoidnih in migida celiénih linij. Mieloi¢na
linija se diferencira v usmerjene celice kot so eritrociamioociti, nevtrofilci, bazofilci,
eozinofilci, monociti in makrofagi; limfna vrsta pa se difereneilanfocite B, limfocite T
in naravne celice ubijalke (slika 4) (Mayani in Lansdorp, 1998; Gordomalib 2005;
Higuchi in sod., 2010).

Harawne celice | :o =
ubrjalke s 4
2 - Hevtrofilei
Limfociti T
Limfoidna ; . Bazoﬂlcl
progenitorna ,o .

celica (os
Va"' Eoznwfllm

f LimfocttiB _~
@ G‘; 25 Monociti Iﬂ % Makr ofagi
E
Krvotyorna Multipotentna Mieloidna " - s -
matiéna celica  Krvetvorna progenitorna S

matiéna celica - " )
celica -
W&
o

Trombociti
Eritrociti

Slika 4: Diferenciacija krvotvornih mati ¢énih celic (Domen in sod., 2006)

Multipotentne KMC so sposobne tako samoobnavljanja kot tudi diferenciaggmerjene
krvne celice, vendar je zmanjSana njihova sposobnost golasti. Po vé zaporednih
delitvah in dozorevanju se razvijejo v zrele krvne celice, ki nat@avapb v kri. Prav
zaradi plastinosti pa so se KMC sposobne diferencirati tudi v nekatere tipe tkivhdrug
dveh zarodnih plasti mezoderma in ektoderma in sicer v: miocitéiokaiocite epitelne
celice jeter, koze, pti poziralnika, v hepatocite in skeletne miSice (Gordon in Habib,
2005; Kondo in sod., 2003).

Vir KMC je kostni mozeg, periferna in popko¥nia kri. KMC so redke celice v kostnem
mozgu in preko krvi pgasi krozijo po naSem teleshjihova pogostost v kosthem mozgu

je 1 na 10.000-15.000 ter v periferni krvi celo 1 na 100.000 vseh krvnih celic (Domen in
sod., 2006, Kondo in sod., 2003). Izplavljanje KMC iz kostnega mozga v periferno kri
pospesSijo z filgrastimom, ki je rekombinantni dejavnik za pospeSitevamias in
dozorevanja granulocitov (G-CSF), v odmerku 5 pg/kg, subkutano v zaporedju petih dni
(Papayannopoulou, 1999; Gordon in Habib, 2005). KMC pridobljene iz venske krvi, so
danes skoraj popolnoma nadomestile odvzem KMC iz kostnega mozga. Presaditev KMC iz
venske krvi ima v primerjavi s presajanjem kostnega mozggnesinosti, kot so hitrejSe
prijetie presadka in zgodnejSi fetek tvorbe levkocitov in trombocitov po presaditvi,
zmanjSanje potrebnega nadomestnega zdravljenja s pripravki trombocieoNracitov,
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manjSa moznost kontaminacije s tumorskimi celicami ter boljSéivetge bolnikov
(Domanove, 2004; Kondo in sod, 2006).

KMC se prepozna po njihovi sposobnosti tvorbe kolonij v &aitli poskusihin vitro in po
Stevilnih povrsinskih ozrvalcih (CD, angl. Clusters of Differentiation) s kateriihi |
tudi indentificiramo (Pregl. 1).

Preglednica 1: Antigeni, zn&ilni za KMC (Weissman, 2006; Martin-Rendon in Watt, 2003; Beare in

sod., 2008)
CD antigen Struktura Celice, ki ga izrazajo Funkcija
krvotvorne progenitorske celice,
CD7 IgSF timociti, T celice, celice naravne kostimulacija celic T
ubijalke (NK)
cD34 Sialomucin, | prekurzorji KMC, kapilarni endotel, | marker matinih celic, adhezija,
tipl T™M embrionalni fibroblasti receptor CD62L
CD45 / krvotvorne celice tirozin fo;fataza, poweije TCR
in BCR signale
cDa7 IgSF kr_votvc_)rne cellqe, epitelno endotelnmadhezua, migracija in aktivacija
tkivo, fibroblasti levkocitov
CD50 IgSF krvotvorne, endotgljne, epidermalne 'gdhezija, kostimulacija
langerhansove celice
CD55 GPI-linked | krvotvorne in endotelijske celice veze C‘?’.b komponento,
regulacija komplementa
CD58 IgSF krvotvorne in ne krvotvorne celice CD2eptor, adhezija
CD59 GPl-inked | krvotvorne in ne krvotvorne celice | Y c2S C8 in C9 komponento
komplementa
CD90/Thy-1 Ili%SkgaGPl- CD34+ KMC, nevroni diferenciacija KMC in nevronov
CD117/c-kit/ | IgSF, krvotvorne progenitorske celice, SCF receptor, po.me"mben za
< . razvoj in diferenciacijo
SCFR druzina RTK| mastocite : :
progenitorskih KMC
podskupina limfocitov, bazofilci,
CDw123 CRSF krvotvorni progenitorske celice, |, ap, \w/ cpw131
mastociti, dendritine celice,
megakariociti
CcD124 CRSE mon00|t|,_prekurzorj| KMC, IL_-4Ra, yv/ ?D_132 or IL-13_Ia,
fibroblasti, epitelne celice diferenciacija in rast T celic
CD133_/AC_2133 TM5SF KMC, epitelne in endoteljne celice /
prominin-like 1
KMC, mieloi¢ne celice, epitelne - . . .
CD164 / celice, stromalne celice kostnega adhezua krvnih progemtvornlh
mozga celic na stromalne celice

CD (cluster of differentiation)
zn&ilne molekule belih krvnih

- oznaka za monaidka protitelesa, s katerimi se dokazujejo Sethe
celic, w-oznaka za malék ki ni dobro preéena, IgSF (immuniglobulin

(glycogphatidylinositol)-glikozilfosfatidilinozitol,

RTK

superfamily)-imunoglobulinska druzina, GPI
(Receptor tyrosine kinase)-receptor s tirozin-kimazaktivnostjo, CRSF (cytokine receptor superfajnily
druzina citokinskih receptorjev, TM (transmembrattapsmembranski, BCR (B-cell receptor)-B &aii
receptor, TCR (T-cell receptor)-T a&li receptor.
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Poleg imunoloSkega dokazovanja antigenov z &avedci (slika 5) lahko izolirano
populacijo KMC identificiramo tudi z molekularnimi tehnikami kot so: PCR, RT-PICR a
uporabo DNA mikromrez. Z metodo RT-PCR zasledujemo izrazanje tiacigkih
dejavnikov, ki zavirajo ali aktivirajo prepisovanje genov, nadzorujejo potek hemawwpoe
(regulatorni geni HOX) in so vkieni v diferenciacijo (receptorji za rastne faktorje) ali pa
samo v proliferacijo (Strbad, 2004).

Matiéna celica

Florescentna znacka se
veze na powrsinski marker

b
Flourescentna
znacka

Celién ]
receptor 5

Powrsina
celice

Slika 5: Identifikacija povrSinskih oznaéevalcev s pome&jo fluorescentnih znak (Stem..., 2001: E-2)

2.1.1.2 Omniciti

Omniciti so adherentne KMC, ki imajo sposobnost samoobnovljanja in difacgecr vse

tri zarodne plasti (ektoderm, mezoderm in endoderm). So okrogle, nrapmanukiearne
celice s premerom 7-1om in z visokim razmerjem jedra in citoplazme (Gordon in Habib
2005; Gordon in sod., 2006; L¢ar in sod., 2007).

Izolira se jih lahko iz odraslega kostnega mozga, periferne krpkgwmicne krvi in
fetalnih jeter. So multipotentn& ne celo pluripotentne in predstavljajo manj kot 1% vseh
CD34+ celic (Gordon in Habib, 2005).

Med gojenjem se pritrdijo na plastiko ali steklo in ostanejo pniérj@éo 72 ur. Adherentne
celice so definirane kot celice, ki so Se vedno pritrjene naikgsd 3x spiranju s PBS
pufrom. Poleg omicytov se na plastiko pritrdijo tudi mezenhimske¢netelice (MMC),
makrofagi in monociti, vendar ne izrazajo CD34+ povrSinskeg&negla oznéevalca
(Gordon in Habib, 2005).

Namnozujemo jih v obogatitvenem mediju stromalnih celic, ki se jikdapridobi iz

kostnega mozga, fetalnega timusa ali fetalnih jeter. Uporabimo &kdogne, alogene
ali ksenogne stromalne celice. Predhodno jih je potrebno inaktizirgama Zzarki, da
ustavimo njihovo rast in proliferacijo. Obogatitven medij stromalnihc geredstavlja
zalogo pomembnih rastnih faktorjev (G-CSF, IL-3, SCF in GM-CSF), pkidsujajo

njihovo rast in proliferacijo (Gordon in Habib, 2005).
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Omnicite lahko izoliramo na ¥en&inov: z imunomagnetnim t@vanjem, z afinitetno
kromatografijo, citotoksinimi reagenti vezanimi na monoklonsko protitelo, s "panningom”
s protitelesi vezanimi na trden matriks (@opgin z laievalnikom fluoresceimo ozngenih
celic (FACS). Protitelesa so lahko konjugirana z magnetnimi ,dddmtinom ali
fluorokromi (Gordon in Habib, 2005).

Okarakterizirane so kot: CD34+, CD38-, CD33-, HLA/DR-, AC133+, c-met¥hy-1+.
Vseh zgoraj nastetih individualnih povrSinskin o#malcev ni mogée najti na vseh
izoliranih celicah. Kljub temu pa lahkodEmo, da so izolirane celice homogene saj vse
izrazajo CD34+ povrSinski ozdavalec, so adherentne in imajo morfologijo podobno
majhnim limfocitom (Gordon in Habib, 2005).

Omnicite se lahko uporabi v raziskovalne namene npr. za detekcijo in\cagejeastnih
dejavnikov, ki so pomembni za regeneracijo dmati celic; za zdravljenje genetskih
bolezni @ talasemijo, anemijo srpastih celic) in okvarjenih organov s @Eesa)
avtologninh matinih celic ali pa z vstavljanjem divjega gena v @i celico, ki bo
nadomestil funkcijo okvarjenega gena v telesu. Prav tako jih lahko upuraibidi za
produkcijo proteinov za terapevtske namene kot so eritropoetin, raktoijifaproteini,
hormoni (inzulin) in sintetine proteine. Tudi brez dodanih terapevtskih genov imajo
omniciti Se vedno terapevtsko uporabnost npr. za regeneracijo hematoposiskaga
(Gordon in Habib, 2005; Gordon, 2008).

Omniciti se lahko diferencirajo v mezenhimske, endotelijske, epitelne in tenerielice.
Celice lahko gojimo z dodajanjem razlih citokinov, odvisno od Zelenega ¢elkega tipa
(pregl. 2). Diferenciacija je opazna Ze v manj kot Sestnagstéh. Diferenciacijo lahko
ovrednotimo vizualno, s preto citometrijo, RT-PCR ali z imunofenotipiziranjem
(Gordon in Habib, 2005).

Preglednica 2: Citokini in diferenciacija omnicitov v razli¢ne celine tipe (Gordon in Habib, 2005)

Tkivo/organ Citokini

DMSO, butiliran hidroksianizol, izobuti
metilksantin, b-FGF, FGF-8

trebusSna slinavka bFGF, EGF, aktivin A, betacellin, HGF

Zivci

(B celice) nikotinamid

skeletne miSice | £ pGE, 5-azacitidin
(miocite)

Srce

retinojska kislina, forskolin, norepinefri
G-CSF, GM-CSF, IL-3, SCF, HGF in

-

(kardiomiociti)

Jetra (hepatocite

FGF
Kost (osteoblasti) BMP-4
Hrustane.c TGF-beta, BMP-6, deksametazon
(hondrocite)

DMSO-dimetl sulfoksid; FGF-fibroblastni rastni faki bFGF-osnovni fibroblastni rastni faktor; EGF
epidermalni rastni faktoprHGF- hepatocitnrastni faktor; PDGF trombocitni rastni faktqrBMP- protein
kostne morfogenezelT GF ransformirajdi rastni faktor beta; G-CSFgranulocitne kolonije stimulirajo
dejavnik; SCF-faktor, ki vzpodbuja razvoj niée celice; GM-SCFgranulocitne in makrofagne kolonije
stimulirajodi dejavnik; IL-interlevkin.
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2.1.2 Progenitorske maine celice

Tako kot matine celice se tudi progenitorske celice (ang. committed progecetts)
lahko diferencirajo v specifne celéne tipe, vendar se od njihc¢ip po tem, da so ze
linijsko usmerjene. Progenitorske celice se delijo zelo hitro, éteyithovih delitev pa je
omejeno. Po dolenemcasu se razvijejo v dokdno diferencirane celice, ki se ponavadi
ne delijo v& in kmalu odmrejo (Domen in sod., 2006).

2.1.2.1 Endotelijske progenitorske ndat celice

Endotelijske progenitorske celice (EPC) je prepisal Asahara in sod. leta 1997. Izoliral
jih je iz periferne krvi na osnovi ekspresije CD34 in drugih ¢emalcev endotelija na
povrsSini celic (Asahara in sod., 1997). EPC sodelujejo pri nastajanju newiin &il (Shin

in sod. 2005; Asahara in sod., 1997). Njihovo odkritje je pripeljalo do koncepta, da
vaskularizacija in angiogeneza lahko potekata simultano v postnatalo@obju, saj se
lahko celice EPC diferencirajo v vaskularni endotelij (Rozmare#n 2009). Celice EPC
imajo podobne lastnosti kot embrionalni angioblasti. Lahko se delijo, rajmrin
diferencirajo v zrele endotelijske celice. Leta 2005 so jlirai tudi iz PK, kjer
predstavljajo manj kot 1% vseh krvotvornih nmiath celic (Shin in sod., 2005). IzraZzajo
podobne povrsSinske oz¥evalce KMC in sicer CD34, CD31, VEGFR-1 (angl. Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor-1), AC133, Tie-1 in Tie-2. Iz@lamentifikacija in
karakterizacija EPC je zelo tezka, saj za zdaj Se ni znasg@ftnega povrSinskega
oznaevalca, ki bi razlikoval med EPC in KMC (Shin in sod. 2005; Ribatti, 2007)

2.1.2.2 Krvotvorne progenitorske mate celice

Poznamo dve vrsti krvotvornih progenitorskih celic in sicer limfoidne gmigrke celice

in mieloidne progenitorske celice. Obe vrsti sta sposobni samoobnove aredazja v
usmerjene maitne celice (Karsunky in sod., 2008). Izoliramo jih lahko iz kostnegayemoz
vranice, jeter, popkovtime krvi, periferne krvi in drugih tkiv. Uporabimo jih lahko za
transplantacije, da prejemniku nadomestimo limfoidne o0z. mieloidni&Eeceza
preiskusanje varnosti incunkovitosti dol@enih zdravil, za eksperimentalni model za
diferenciacijo, za vpliv raztnih rastnih faktorjev na diferenciacijo ter za karakterizacijo
genov, ki so vpleteni v razvoj in regulacijo limfocitnih in mieloidnédic (Akashi in sod.,
1999; Weissman in sod., 2001).

Limfoidna progenitorska mdina celica je multipotentna in se diferencira v limfocite T,
limfocite B in v naravne celice ubijalke. Od ostalih celic jikifeo na podlagi znalnih
celicnih ozn&evalcev kot soCD10, CD34, CD38, CD90, CD117, CD124, CD127 in
CD228. Namesto rastnih faktorjev lahko za namnozevanje uporabimo tudi stromalkae celic
ali celice podlaggAkashi in sod., 1999Hao in sod., 2001)Mieloidna progenitorska
maticna celica je prav tako multipotentna in je prednica celicam BREHEOCIitni vrsti),
celicam CFU-Meg (trombocitni vrsti), celicam CFU-GM (grasaitno monocitni vrsti),
celicam CFU-Eo (eozinofilni vrsti) in celicam CFU-Bas (b@ni vrsti) (Weissman in
sod., 2001). V 1 mL popkowne krvi je med 1000 in 10.000 multipotentnih mieloidnih
progenitorskin matnih celic (Mayani in sod., 1998). Za izolacijo celic se uporablja
naslednje povrsinske oztevalce:CD33, CD34, CD110, CD111, CD112, CD117, CD123,
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CD131, CD133, CD173, CD17£D176, CD227, CD228 in CD28Weissman in sod.,
2001;AbD Serotec, 2006).

2.1.2.3 Mezenhimske progenitorske rtiadi celice

Mezenhimske progenitorske mate celice so multipotentne in jih lahko izoliramo iz
kostnega mozga, sinovijske tekae, fetalnih plj¢, masobnega tkiva, periferne krvi in
popkovnine krvi. Ne izrazajo zrdnih krvotvornih povrSinskih ozrigvalcev kot so
CD14, CD34, in CD45, so pa pozitivne na aaalce kot so CD13, CD28, CD33, CD44,
CD105, CD166 in HLA-razred I. Mezenhimske progenitorske dnaticelice ustvarjajo
potrebno mikrookolje z izkanjem razknih citokinov za proliferacijo in diferenciacijo
KMC. Prav tako imajo velik terapevtski potencial, saj se lahkorehfg@rajo v Stevilna
mezodermalna tkiva in imajo visoko proliferativno stopnjo samoobnove (Kirsoth
2004).

2.1.3 Mezenhimske matine celice

MMC so definirane kot samoobnavljgg multipotentne celice, ki imajo sposobnost
diferenciacije v celice mezodermalne linije in sicer v kosthoystagno, misEno,
magobno, vezivno tkivo (Tocci in Forte, 2003; Herberts in sod., 20Ra&Jl dol@éenimi
eksperimentalnimi pogoji so sposobne prégk@ mezodermalne linije v ektodermalno in
lahko nastanejo tako kardiomiociti kot tudi &me celice (Jackson in sod., 2007). V
¢loveSkem kostnem mozgu jih je prvi opisal Friedenstein in sod. leta E@iédiénstein in
sod., 1974)Imajo dvojno vlogo, in sicer predstavljajo izvor celic za nekrvotvorana tkiva in
so hkrati hranilne in podporne celice za rast in diferenciacijo krvnih celic infotitadj saj
sintetizirajo razitne komponente zunajc&tiega matriksa in razie rastne faktorje
(Rozman in Jez, 2009; Tocci in Forte, 2003). Glavni vir MMC je kostni mazahajajo

pa se tudi v drugih tkivitloveSkega telesa, kot so: miaBno tkivo, PK (slika 6),
horionski vili placente, amnionska teloa, periferna kri, pljga idr (Herberts in sod.,
2011). Zavzemajo le majhen delez vseh celic v aspiratu kostnega nrozgjaer
predstavljajo ob rojstvu 0,01 % celic z jedrom ter pri starosti 8@ & 0,00001 % celic z
jedrom. (Kestendjieva in sod., 2008). Med gojenjem se pritrdijo nagriagtodlago, kar
omoga&a enostavno izolacijo iz vzorcev kostnega mozga. V kulturi so cekte z
heterogene in imajo vretenasto obliko, podobno fibroblastom (Jackson in sod.,T2@07).
po daljSem gojenjin vitro ohranijo svojo diferenciacijsko sposobnost, zato so primerne za
celicno zdravljenje in kot vektor zex vivo gensko manipulacijo. Zaenkrat Se ni znanega
specifchega oznéevalca, ki bi ga lahko uporabili za izolacijo, zato se uporabljedag
pozitivne ozn#&evalce: CD 10, CD13, CD73 (SH3 in SH4), CD105 (SH2), CD29, CD44,
CD90, CD106, CD166, CD271 in negativne CD14, CD34, CD38, CD45 (Rocky in sod.,
2003; Jackson in sod., 2007; Cao in Feng, 2009).
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Slika 6: Mezenhimske maténe celice izolirane iz popkovnine krvi (Lee in sod, 2004)

Zelo malo je bilo do zdaj napisanega o izolaciji, karakterizacigiferenciaciji MMC iz
popkovntne krvi. Leta 2000 so Erices in sodelavci gatbo dveh adherentnih linijah iz
popkovnine krvi in ena izmed njih je izrazala povrSinske @ewalce MMC (Erices in
sod., 2000). Goodwin in sod. so leta 2001 palioo multilinijski diferenciacijski
sposobnosti celic izoliranih iz popko¥ne krvi, ki izrazajo kostne, mé&sbne in nevralne
povrSinske markerje (Goodwin in sod., 2001). Kakinuma in sod. so leta 20G&lpadea
lahko diferencirajo celice iz popkowme krvi v hepatocitne progenitorske celice
(Kakinuma in sod., 2003). Vse zgoraj naStete raziskovalne skupine paikotkterogene
celice. Wexler in sod. so leta 2003 ptald, da popkovnina kri ni bogat vir MMC (Wexler

in sod., 2003), medtem ko je Romanov predlagal uporabo endotelijskih celic iz
popkovnine krvi kot vir MMC (Romanov in sod., 2003). Musina in sod. so leta 2007
poraiali, da je v popkovini krvi zelo malo MMC glede na Zatni volumen v primerjavi

s kostnim mozgom (Musina in sod., 2007; Kern in sod., 2006) in da imajo zelm nizk
proliferativno zmozZnost (Musina in sod., 2007). Kern in sod., pa soc¢glor@avno
nasprotno in sicer, da jih lahko namnozijo v kulturi zaradi njihove viso&kfgrativhe
zmoznosti (Kern in sod., 2006). Drug potencialni vir MMC pa naj bitoitk Whartonova
Zolica (Wang in sod., 2004).

2.1.4 Embrionalnim mati¢nim celicam podobne celice

Leta 2005 je McGuckin s sodelavci odkril nov tip raifh celic v popkovrini krvi, ki so

jih poimenovali embrionalnim matim celicam podobne celice — CBE (slika 7). Celice
imajo lastnosti tako embrionalnih matih celic kot tudi krvotvornih celic. So pozitivhe za
embrionalne ozri@valce Oct-4, Nanog, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 in TRA-1-81 in so
negativne za nehumani ozeaalec SSEA-1, ki izraza diferenciranost. Prav tako so
pozitivne za krvotvorni povrSinski ozéevalec CD45. Od limfocitov, makrofagov in
monocitov se fenotipsko ¢go po negativnih povrSinskih ozéevalcin CD3, CD20,
CD11b/Mac-1 in CD14 ter od KMC po povrSinskem a@aelcu CD34. Sposobne so se
razmnoZevati, diferencirati v ¥erazlicnih tipov celic, so nizko imunogene ter imajo
sposobnost uravnavanja imunskega sistema z inhibicijo mitogensko stimulirane
proliferacije limfocitov B in T. Predstavljajo velik potencial zdravljenje Parkinsonove
bolezni, diabetesa, posSkodbe hrbtéajanultiple skleroze, kardiovaskularnih bolezni, kapi
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in za prepréevanje, zdravljenje ali zmanjSanje posledic avtoimunskih bolezni. lkRaeis
potekajo tudi na poditgu uporabe celic CBE kot celice podlage za rast embrionalnih
maticnih celic. V kulturi se pritrdijo na podlagdn vitro jih lahko v nediferenciranem
stanju ohranjamo wekot 13 tednov (Zhao in Mazzone, 2009; McGuckin in sod., 2005).

Slika 7: Embrionalnim mati é¢nim celicam podobne celice iz popkoviine krvi (McGuckin in sod, 2006)

2.1.5 Celice VSEL

Celice VSEL (angl. Very Small Embryonic-like Stem Celid) populacijo zelo majnih
maticnih celic z embrionalnimi lastnostmi je prvi opisal Ratajczaksod. v humani
popkovnini krvi (Ratajczak in sod., 2007; Kucia in sod., 2007). Celice so velike od 2-4
pum, imajo veliko jedro z neorganiziranim kromatinom in ozek obod citoplalzreajo
transkripcojske faktorje kot so Oct-4, Nanog, SSEA-1 in Rex-1. Inaglb visoko
telomerazno aktivnost in seiw vitro pogojih diferencirajo v celice vseh treh zarodnih
plasti (Kucia in sod., 2007a; Kucia in sod., 2007b; Kucia in sod., 2006). Od vseh
enojedrnih celic v KM jih celice VSEL predstavljajo le 0,01%lilali so jih na podlagi
izrazanja povrsSinskega antigena Sca-1 in odsotnosti povrSinskitevat@ev, znélinih za
linijsko usmerjene celice (Lin), ter povrSinskega antigena CD45izNe&ajo antigenov
MHC-1 in HLA-DR ter so negativne za povrSinske oamalce CD90, CD105 in CD29.
Celice VSEL imajo vlogo pri ohranjanju homeostaze, ob poSkodbi tkivarefiuspa se
sprostijo v periferno kri in pomagajo pri obnovi poSkodovanega tkiva oziroma organa
Mobilizacija teh celic ob nepravedasu in njihovo zasidranje na neprava mesta, pa naj bi
povzraila nastanek tumorjev (Ratajczak in sod., 2007; Kucia in sod., 2007a; Kucia i
sod., 2007b; Kucia in sod., 2008).

2.2 MATICNE CELICE V KOSTNEM MOZGU

Kostni mozeg je mehko m&sbno tkivo razkéne sestave, za katero je Ziaa rdeta ali
rumena barva. Nahaja se v kostnih votlinah in sredici nekaterih &ogtigdstavlja kar 4%
skupne telesne mase pri odrasléloveku V rdéem kostnem mozgu nastajajo ¢den
bele krvne celice ter krvne plkage. Pri otrocih je rd& kostni mozeg prisoten v gobastem
tkivu v vseh kosteh, medtem ko ga pri odraslih v Stevilnih kosteh zamengni kostni
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mozeg. Pri odraslih ostane til&kostni mozeg aktiven pravzaprav samo Se v kratkih in
plo&atih kosteh, predvsem pa v prsnici, rebrih in medenici, drugod, zlasti gngkre
votlinah dolgih kosti, pa ga zamenja rumeni. Rumeni kostni mozeg s#ajazid rdéega

po tem, da ima wemagobnih celic in da ne sodeluje pri tvorbi krvnih celic. Rumeni
kostni mozeg se lahko v primeru pdaeaih potreb, na primer pri obilnih krvavitvah,
pretvori zopet v rd&ega in s tem se pod& krvotvorna zmoznost organizma. Prepreko, ki
onemogda, da bi nezrele krvne celice zapai® kostni mozeg ter zaSle v krvni obtok,
predstavljajo krvne Zile. Le zrele celice, ki vsebujejo ustrezmabrenske beljakovine, se
lahko prevrstijo na Zilni endotelij ter ga prehajajo. To pregrado lahko prehajagr tudi
maticne celice, zato jih lahko pridobijo tudi iz krvi in ne le neposredno iz kgatnezga
(Pretnar in sod., 2005).

Poleg KMC in MMC, opisanih v poglavju 2.1, z naslovom Nadi celice v popkoviini
krvi, se v kostnem mozgu nahajajo Se hemangioblasti (Peichev in sod., X000,
2008), multipotentne prednice odraslega (Jiang in sod., 2002), celice MIAMp6lito in
sod., 2004), in hMSC (Beltrami in sod., 2007).

2.2.1 Hemangioblast

Hemangioblast je multipotentna niata celica iz katere lahko nastanjejo KMC in
endotelne prednice-angioblasti (Xiong, 2008; Orkin in Zon, 2008), ki se natocespro
vaskulogeneze v embriju na novo diferencirajo v endotel ali pa se v prougisgeneze
razvijejo v zile in kapilare. Hemangioblasti se razvijejoeinbrionalne matne celice
(Bailey in sod., 2004; Jin in sod., 2009), obstajali pa naj bi tudi v odrad®reku
(Schatteman, 2004; Loges in sod., 2004; Reyes in sod.,,2@@2av avtorji o0 tem nimajo
enotnega mnenja. Hemangioblaste se ne da morfolosko identificrattajo pa enake
specifine povrsinske ozravalce kot KMC in sicer CD133 in CD34 ter transkripcijska
faktorja GATA-1 in GATA-2, ki sodlujeta pri hematopoezi. (Xiong, 2008l KMC pa
jih lo¢i prisotnost receptorja 2 za rastni faktor zilnega endotelal(fliWEGF-R2/KDR
(Piechev in sod., 2000; Xion, 2008).

2.2.2 Multipotentne prednice odraslega

Multipotentne prednice odraslega ali MAPC (angl. Multipotent AButigenitor Cells) so
pluripotentne adherentne mate celice iz kostnega mozga, ki imajo d@&oe lastnosti
embrionalnih matinih celic (Jiang in sod., 2002; Sohni in Verfaillie, 2011). Iz humanega
kostnega mozga so jih ptvizolirali leta 2001 v laboratoriju Catharine Verfaillie. MAPC
so ontogenetsko celo bolj primitivne celice kot hemangioblastg sat primeren vir
endotelijskih celic v regenerativni medicini in so uporabne kot moalddarakteriziacijo
endotelnih prednic in njihovega razvoja do zrele oblike (Reyes in sod., 200&)e Cel
MAPC Sibko izrazajo naslednje cale oznéevalce CD90 (Thy-1), CD133, [32-
mikroglobulin, VEGFR2 (FIk-1), mineje pa izrazajo CD13 in CD49b. Za MAPC je
zn&ilna telomerazna aktivnost in izrazanje pluripotentnih ¢éewmalcev kot so Oct-4,
SSEA-1, Nanog in Rex1n vitro se lahko diferencirajo v celice zfilae za vse tri zarodne
plasti (Jiang in sod., 2002; Sohni in Verfaillie, 2011). MAPC so bilemeediomnevno
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pluripotentne matne celice iz odraslih tkiv, za katere je bilo dokazano, da ob vnosu v
blastocisto prispevajo k razvojudmee celic (Schwartz in sod., 2002).

2.2.3 Celice MIAMI

Celice MIAMI (angl. marrow isolated adult multilineage inducibkdls) so pru izolirali

leta 2004 iz humanega kostnega mozga. So pluripotentne celice, ki seojappkrg
pritrdijo na podlago. Velike so od 7-10 um, imajo malo citoplazme ihise delijo.
Izrazajo naslednje ozdevalce: CD29, CD63, CD81, CD90, CD122, CD164, c-met,
BMPR1B, (Bone morphogenetic protein receptor B1), NTRK3 (Neurotroptmasine
kinase receptor 3h so negativne za CD36, CD34, CD45, CD117 in HLADR ¢ewalce.
Poleg zgoraj nasStetih oztevalcev in telomeraze izrazajo tudi transkripcijska faktorja Oc
4 in Rexl, ki sta zri@na za pluripotentne m&me celice. Pri diferenciaciji in vitro so
sposobne tvoriti celice iz vseh treh zarodnih plasti (D'lppolito in sod., 2004).

2.2.4 Celice hMASC

Celice hMASC (angl. human multipotent adult stem cells) sor&blz kostnega mozga,
jeter, srca (Beltrami in sod., 2007), lasnega folikla (Yu in sod., 200&) povrhnjice
(Balaji in sod., 2010). Izrazajo transkripcijske faktorje Oct-4, Nanog in Rex1, kiasinz

za pluripotentne matne celice. Kazejo pa tudelomerazno aktivnost in so sposobne
diferenciacije v celice iz vseh treh zarodnih plasti. Ce@ozitivne za naslednje cgle
ozn&evalce: CD13, CD90, CD73, CD44, CD29, CD105, MHC 1 in negativhe za HLA-
DR, CD14, CD34, CD45, CD38, CD133 in CD117 aawlce (Beltrami in sod., 2007).

2.3 ZDRAVLJENJE Z MATCNIMI CELICAMI

KMC, matine celice iz popkovtine krvi in nekatere mdine celice iz odraslih tkiv ze
uporabljajo pri zdravljenju razinih bolezni (Pregl. 3, pregl. 4, pregl. 5). Temeljni princip
delovanja matinih celic je v njihovi sposobnosti, da kot zdrave celice nadomestijo bolne
oziroma spremenjene celice. Pri tendihoo dve moZznosti: prva moznost je, da se bolne
celice predhodno udi (npr. s kemoterapijo), nato pa s transplantacijo zdravih celic
nadomesti odstranjene bolne celice in pa druga moznost, da zdravmemesiice
neposredno same @io bolne celice in jih nadomestijo v njihovem delovanju (Minn in
Najem., 2011).

Poznamo dve vrsti zdravljenjackveskimi maténimi celicami: avtologno in alogensko.
Pri avtologni presaditvi bolniku presadijo njegove lastne dnaticelice. Pri alogenski
sorodni presaditvi pa prejme pacient i celice od sorodne tkivho skladne osebe.
NajprimernejSi dajalec je bolnikov brat ali sestra, redkejeSistatroci, bratranec ali
sestréna, ki se z njim ujema v podedovanih lastnostih, imenovanih antigeni HalNeZ
taka skladnost mozna le v 25% primerov. Zadigse se vse bolj uveljavlja alogenska
nesorodna presaditev matih celic. Ce bolnik nima sorodnega HLA tkivho skladnega
dajalca, ali zaradi narave bolezni avtologna presaditev ni mozia]®go za presaditev
nesorodnega tkivno skladnega dajalca, ki se¢porSmednarodnih registrih prostovoljnih
dajalcev kostnega mozga v katerega je \diu slovenski nacionalni register dajalcev
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KMC (SD, Slovenija-Donor). Zaradi moznosti zapletov in nezeledihkov zdravljenja
se izvaja pri bolnikih, ki so mlajsSi od 45 let, in le pri tistih zold, kjer nobeno drugo
zdravljenje ne omoga ozdravitve ali bistvenega izboljSanja bolezni (kknaimieloéna

levkemija, mielodisplastni sindrom) (Pretnar, 2007; Kondo in sod., 2003).

Uporaba lastnih celic za zdravljenje ima veliko prednost pred upoughoctlic, saj pri
njihovi presaditvi ne pride do zavrnitvene reakcije. Trenutno je uporabignihatelic
omejena na enostavne konstrukteiimema v obliki suspenzije. Ustvarjanje kompleksnih
organov kot so na primer ledvice ali jetra je zaenkrat Se neizvedljivo v Kliniki.

Preglednica 3: Seznam nekaterih bolezni, ki jih zdavijo z matié¢nimi celicami in jih je odobrila FDA-
Food and Drug Administration (Smith in sod., 2006).

Akutna limfoblastna levkemija (Ohuma in sod., 2001; Marco in sod., 2000)
Kroni¢na mieloéna levkemija (Ohuma in sod., 2001; Marco in sod., 2000)
Juvenilna mielomonocitna levkemija (Ohuma in sod., 2001; Marco in sod., 2000)
Mielodisplazija (Ohuma in sod., 2001; Besinger in sod., 2001)

Akutna mieloéna levkemija (Gorin in sod., 2000; Bruserud in sod., 2000)
Multipli mielom (Laughlin in sod., 2001; Vesole in sod., 1999)

SCID X1 (Cavazzana-Calvo in sod., 2000)

Anemija srpastih celic (Gurman in sod., 2001; Kook in sod., 2000)
Talasemija (Tan in sod., 2004)

Preglednica 4: Terapije z maténimi celicami, ki so v fazi kliniénih raziskav (Clinical Trials. gov).

Nadaljevanje.

Avtoimunske bolezni Genska terapija (presaditev pacientovih
gensko spremenjenih avtolognih MC)

Glanzmann-ova trombostenija

SCID

SCID ob pomanjkanju adenozid deaminaz
SCID vezana na X kromosom

Kronova bolezen
Diabetes tipa 1
Lupus

D

Bolezni Ziknega sistema
Cerebralna paraliza, hipoksija,

encefalopatija Beta talasemija

Multipla skleroza Wiskott-Aldrich-ov sindrom
Travmaténe poskodbe mozganov Ewingov sarkom
Poskodbe hrbtenja Retinoblastom
Proliferativhe in metabolne motnje Bolezni srca

Cisti¢na fibroza Miokardni infarkt
Familiarna eritrofagocitna Angina

limfohistiocitoza

Kardiomiopatija
Obnovitev poSkodovanega organa
obnovitev rozenice

Hemofagocitoza
Histocitoza Langerhansovih celic

Bulozna epidermolza -
degeneracija rumene pege

Se nadaljuje.

SCID-huda kombinirana imunska pomanijkljivost
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Preglednica 5: Eksperimentalno zdravljene z matinimi celicami, ki poteka na Zivalih ali cel&nih
kulturah (Diseases treated by blood stem cells, 201

Nadaljevanje.

Transplantacija matiénih celic

Genska terapija

HIV, AIDS

Fanconijeva anemija

Avtoimunske bolezni

Parkinsonova bolezen

Juvenilni idiopatski artritis

Bolezni Ziwnega sistema

Revmatoidni artritis

Duchenne migna distrofija

Evansov sindrom

Amiotrofi¢cna lateralna skleroza

Juvenilni dermatomiozitis

Alzhajmerjeva bolezen

Skleroderma

Huntingtonova bolezen

Obnovitev poSkodovanega organa

Parkinsonova bolezen

Kombinirana transplantacija ledvic in KMC

Izguba sluha

Diferenciacija renalnih celic iz odraslih MC

Poskodba hrbtenie

Diferenciacija dihalnega epitelija iz MC

Travmatska poSkodba mozganov

kosthega mozga

Se nadaljuje.

HIV-virus humane imunske pomanjkljivosti; AIDS-siaain pridobljene imunske pomanijkljivosti

2.3.1 Zgodovina presajanja KMC v svetu
2.3.1.1 Presajanje kostnega mozga

Raziskovanje KMC se je Zalo po atomskem napadu na Hiroshimo in Nagasaki leta 1945.
Radioaktivno sevanje je imelo tokso delovanje na krvotvorni sistem, ki ni biloc¢ve
sposobno obnavljaticinkovitih belih krvnik, ki bi obvarovale telo proti ne-patogenim
infekcijam ter proizvajati zadostno Stevilo trombocitov, ki bi strilewa. Posledica
takSnega sevanja je bila smrt (Domen in sod., 2006).

Leta 1951 so Lorenz in sod. ugotovilia lahko z infuzijo kostnega mozga zdrave Zzivali
obnovijo krvotvorni sistem obsevane poskusne Zigatirenz in sod., 1951)Poskusi na
miSih so tudi pokazali, da se lahko imunske celice iz presajeheganakega kostnega
mozga odzovejo na antigene gostitelja, napadejo njegove organe intekigavzraijo
bolezen presadka proti gostitelju (GVHD). Pri poskusu presaditve kastnemxga
levkeminim miSim, obsevanim z nemieloablativnim odmerkom sevanja, sta 8amne
Loutit leta 1954 ugotovila, da se lahko presajane imunske celice odzovejalitme
celice prejemnika (Ford in sod., 1956)cikkk so poimenovali dinek presadka proti
levkemiji (GVL — graft versus leukaemia effect). Pomen m&staGVHD ali GVL po
alogenski presaditvi kostnega mozga so spoznali Sele v 70. letih, ko st tagagjSe
delovanje presadka. Raziskave na zivalih so spodbudile Edwarda Donnallas@hdmg

s sodelavci leta 1959 ptvbolniku z akutno levkemijo presadil alogenski kostni mozeg
njegovega brata dvifa. Slednji in tudi v&na drugih poskusov presajanja kostnega
mozga v tem obdobju so bili neuspesSni (Domafod007). Leta 1960 sta Till in
McCulloch ugotovila, katere celice v kostnem mozgu so sposobne obnawjatvdamni
sistem, to so bile KMC (Till in McCullough, 1961).
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Konec 50. in v zéetku 60. let prejSnjega stoletja so odkrili antigene HLA in njihovgom

pri presajanju tkiv in organov. Leta 1954 sta Miescher in Faucontieveski krvi odkrila
protilevkocitna protitelesa, ki so nastala po transfuziji krvivalios€nosti. Z uporabo teh
protiteles sta Dausset in van Rood dala antigene na levkocitih, ki so jih kasneje
poimenovali antigeni HLA. Sredi 60. let so s poskusi na psih dokazalg dbgenska
presaditev kostnega mozga uspeseamata prejemnik in darovalec enake antigene DLA
(dog leukocyte antigens) na levkocitih. Hkrati so potrdili, da skladnest pnejemnikom

in darovalcem v antigenih HLA odidno vpliva na uspesno presaditev organov in tkiv
tudi pri¢loveku. Poznavanje pomena antigenov HL&inkovitejSi antibiotiki in citostatiki

so omogeili, da je Gatti s sodelavci leta 1968 izvedel prvo uspeSno sorodno alogensko
presaditev kostnega mozga bolniku s hudo kombinirano imunsko pomanjkljivostjo. V 70.
letih prejSnjega stoletja, ko so se alogenske presaditve kostmezga ze uveljavile v
praksi, so pkieli bolnikom presajati tudi njihov lastni kostni mozeg (Domato2007;
Rubinstein, 2006).

2.3.1.2 Presajanje KMC iz periferne krvi

Leta 1900 je ruski biolog Aleksander Maximow trdil, da se med madimfociti v
periferni krvi nahaja majhno Stevilo celic, ki imajo ali lahko pridoblgstnosti
pluripotentnih matinih celic. Prisotnost KMC v krvi so dokazali Sele v 60. letih pregaj
stoletja in ugotovili, da jih lahko presajamo enako uspesno kot KMC indéges mozga.
Majhno Stevilo KMC v krvi je bila ovira za njihovocimkovito zbiranje in uporabo. S
celicnimi locevalci so leta 1977 pokazali, da je mozno & waporednimi citafereznimi
postopki zbrati iz venske krvi veliko Stevilo KMC. Prve uspehe so doszegpiranjem,
zamrzovanjem in presajanjem bolnikovih lastnihn KMC iz venske krvi po Zdrgwl
kronicne mieloéne levkemije z velikimi odmerki citostatikov. S tem s@reai temelje
razvoja avtolognega presajanja KMC iz venske krvi. Vendar je bilbizanfe zadostnega
Stevila KMC za presajanje potrebno opraviti 6—8 levkocitaferezjekiallo nesprejemljivo
za vsakdanjo prakso. IzkusSnje iz leta 1976 so pokazale, da se 2-3 tedne po
mielosupresivnhem zdravljenju ztimo poveta Stevilo KMC v krvi. Da bi zwvéali Stevilo
KMC v krvi bolnikov na raven, pri kateri bi bilo njihovo zbiranje smotrnodmkiovito, so
dajali bolnikom citostatike (Domanayi2007).

Leta 1980 so prviporaiali o sorodni singenski presaditvi KMC iz periferne venske krvi
pri bolniku z Ewingovim sarkomom. Od leta 1984 so pospeSeno raziskovali zbiranje
kriokonzervacijo in presajanje avtolognin KMC iz krvi pri bolnikih z rakavbbolenji
krvotvornega tkiva. Po odkritju rastnih dejavnikov, ki so se uporabljali za lizeddhjo
KMC iz kostnega mozga v kri, se je uporaba KMC iz venske krvi uvijavklini¢ni
praksi, tako za avtologne kot tudi za alogenske presaditve. Danes sezKM@ske krvi
uporabljajo pri skoraj vseh avtolognih presaditvah odraslih in @rkee60 % alogenskih
presaditev. Prednosti presajanja KMC iz venske krvi v primerjavesaanjem kostnega
mozga je vé& Primerjave klininih raziskav so pokazale, da je po presaditvi KMC iz
venske krvi zéel presadek delovati hitreje, vzpostavitev imunskega sistemaajbdiljEa,
obolevnost povezana s presajanjem je bila manjSa in prezivetje bolni§ev Regostnost
nastanka GVHD je bila enaka kot pri presajanju kostnega mozga. ZayaedinejSega
zaxtetka tvorbe levkocitov in trombocitov po presaditvi KMC iz venske krvi jeegbs
nadomestnega zdravljenja s pripravki trombocitov in eritrocitov maigati je odvzem
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KMC iz periferne krvi manj invaziven poseg od odvzema kostnega mozgdeim tudi
ugodnejSi za darovalca in bolnika (Domarow007).

2.3.1.3 Presajanje KMC iz popko¥ne krvi

Leta 1972 so v ZDA pr¢i poraiali o poskusu zdravljenja otroka z akutno limfoblastno
levkemijo z vekratnimi zaporednimi infuzijami PK. Leta 1988 so v Parizu otroku s
Fanconijevo anemijo uspesno presadili sorodno PK (Gluckman in sod., 1989). ManjSa
pogostost GVHD pri alogenskih presaditvah sorodne PK je spodbuditmnaksipoteze,

da je mozno presaditi tudi nesorodno alogensko PK. V ta namen so leta 1991 v
transfuzijskem centru v New Yorku ustanovili prvo banko za shranjevdogereske
nesorodne PK (Gluckman, 2009) . PK iz omenjene banke sbpmesadili 1993 otroku z
akutno limfoblastno levkemijo (Kurtzberg in sod., 1996). Leta 1996 so odraslemu s
mielogeno levkemijo prei uspesno presadili nesorodno PK (Laporte in sod., 1996). Do
danes so opravili wekot 20.000 presaditev nesorodnih KMC iz PK in na voljo j& kat
400.000 enot PK za transplantacije shranjenih v 100 bankah (Gluckman, 2009; BMDW,
2009).

2.3.2 Zgodovina presajanja KMC v Sloveniji
2.3.2.1 Presajanje kostnega mozga

V Sloveniji so v zgodnjih 60. letih prejSnjega stoletja v Mariboru oprawio presaditev
kostnega mozga, kasneje pa tudi na Jesenicah in v BreZicah. Leta 196mh¢E s
sodelavci prut poratal o nesorodni alogenski presaditvi kostnega mozga, ki so jo opravili
v mariborski bolnidnici pri bolniku z akutno levkemijo. Zal so bili¢eimi poskusi
presajanja kostnega mozga neuspesni zaradi nereSljivih zapletalsgre reakcije
presadka proti gostitelju, kar jeésno ustavilo nadaljevanje takSnegaimea zdravljenja.
Presaditve KMC so se v slovenski hematoloski &hinpraksi préele rutinsko izvajati leta
1989 v Ljubljani. Skupina za presajanje KMC, ki je bila sestavljenatrakovnjakov
Klini¢cnega oddelka za hematologijo Kkinega centra v Ljubljani, Zavoda Republike
Slovenije za transfuzijo krvi v Ljubljani in OnkoloSkega inStituta whlljani, je konec
decembra 1988 in v Zatku januarja 1989 odvzela in shranila avtologni kostni mozeg 19-
letnega moSkega bolnika z akutno limfoblastno levkemijo. Deset dni kapoegyepravi z
busulfanom in ciklofosfamidom, so bolniku lastni kostni mozeg presadilimBsece
kasneje so pri bolniku s kramo mielotno levkemijo opravili tudi sorodno alogensko
presaditev kostnega mozga. Najprej so presajanje KMC iz kostnezganevajali le pri
odraslih bolnikinh z malignimi boleznimi krvnega tkiva. Leta 1991 pa so ogrpm
zdravljenja bolezni s presajanjem kostnega mozga drkljudi otroke in izvedli prvo
avtologno presaditev kostnega mozga pri otroku z nevroblastomom na iRedkditriki v
Ljubljani. Istega leta je bil ustanovljen Register darovalcev koatmegzga - Slovenija
Donor (Pretnar, 2004; DomanéyR007).
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2.3.2.2 Presajanje KMC iz periferne krvi

Prvi odvzem KMC iz periferne venske krvi za alogensko presaditexvedli na Zavodu

RS za transfuzijo krvi v Ljubljani leta 1994. Istega leta so tudi¢podvzeli KMC iz
periferne venske krvza avtologno presaditev bolniku z akutmieloblastno levkemijo.
Citokine, ki spodbujajo tvorbo granulocitnih kolonij (G-CSF, angl. granulocgteny-
stimulating factor), so prvidali darovalki KMC za sorodno alogensko presaditev leta
1995 zaradi Stirikratnega neuspesnega zbiranja KMC &puliocevalcem. Leta 1997 so
opravili prvo avtologno presaditev KMC pri bolnicah s karcinomom dojke in leta 2000 tudi
z malignimi limfomi (Pretnar, 2004; DomandyR007).

2.3.2.3 Presajanje KMC iz popko¥ne krvi

Prvo zbiranje KMC iz popkovtine krvi za sorodno alogensko presaditev so leta 1999
izvedli na Zavodu RS za transfuzijsko medicino in v Porodnisnici Ljubljagiz 2004 pa

so izvedli tudi alogensko nesorodno presaditev PK na Peédidtliniki v Ljubljani. PK so
pridobili iz banke popkovine krvi v otroSki bolnisnici v Sydneyu v Avstraliji (Pretnar,
2004; Domanow, 2007).
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3 METODE IN MATERIALI

3.1 POTEK DELA

Vzorec popkovnrine Vzorec kostnega
krvi mozga

Izolacija s fikolom

A 4

Mononuklearne celic

Analiza na preténem

citometru
MNC
Imunomagnetna
selekcija
A 4
Mati¢ne celice Analiza na pretétnem
CD34+ citometru

Izolacija adherentnih
v celic CD34+

Adherentne celice
CD34+

Identifikacija adherentnih
celic CD34+ pod fazno
kontrastnim fluorescentnim
mikroskopom

Slika 8: Shema poteka dela
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3.2 METODE

3.2.1 Pridobivanje vzorcev popkovnine krvi in kosthnega mozga

Odvzem PK opravi babica v porodnisnici po porodu otroka, ko se popkovnica prereze in
preneha utripati. Iglo zabodejo v veno popkovnice, ko je posteljica Se v mat&mi

steee po cevki v sterilno viko za zbiranje popkovéme krvi, ki vsebuje 21 mL sredstva
proti strijevanju krvi CPD (angl. Citrate Phosphate Dextrose 8olutkri se nato dostavi

v banko za shranjevanje popkodme krvi v roku 48 ur in se jo obdela, zamrzne ter shrani

v tekatem dusiku (Darovanje popkowme ... , 2010). Vzorce krvi smo dobili iz javne
banke ESPOK na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicinopkusti®zali
standardom za shranjevanje. V diplomski nalogi smo uporabili vzorce, kietbmwai

manj kot 9 x 18 levkocitov in tako niso izponjevali pogojev za nadaljno obdelavo in
dolgotrajno shranjevanje v telem dusiku ter vekot 7 x 1§ levkocitov.

S podpisom privolitve (Priloga A) so prostovoljci darovalci popkovnilne krviasadi, da

se lahko njihovi vzorci ob neizpopolnjevanju pogojev za shranjevanje uporabijo v
raziskovalne namene. Za delo z vzorci smo pridobili soglasje Kenasij medicinsko
etiko RS Stevilka 164/02/09.

Vzorec kostnega mozga odvzamejo na Kesing&in v lokalni anesteziji s posebno
sterilno iglo in brizgo iz plo%ate mederne kosti. Zbrani kostni mozeg je po videzu
podoben krvi, le da je bolj gost. Vzorce kostnega mozga smo dobili od proséawbigpz
krvnih bolezni, ki so v diagnostiem postopku na Klidhem oddelku za hematologijo
Klini¢nega centra v Ljubljani. Postopek punkcije je opravil odgovorni zdravnikddigia
oddelka za hematologijo Klitmnega centra v Ljubljani.

S podpisom privolitve (Priloga B) so prostovoljci darovalci kostnega mesagkasali, da
se lahko njihovi vzorci uporabijo v raziskovalne namene. Za delo z omenponi smo
dne 23.07.2002 pridobili soglasje Komisije za medicinsko etiko RS Stevilka 105/07/02.

3.2.2 Izolacija mononuklearnih celic

Mononuklearne celice (MNC, angl. mononuclear cell) smo iz popkoerkrvi izolirali z
raztopino Lympholyte®-H, ki temelji na ¢evanju krvnih celic v gostotnem gradientu po
izpostavitvi centrifugalni sili. Lympholyte®-H je sintétii polimer saharoze in natrijevega
diatrizoata z gostoto 1,077 g/mL. Med centrifugiranjem celice potgéde na svojo
gostoto razlino dal€ vzdolz vertikalne osi raztopine. Eritrociti agregirajo, zatgjise
povea hitrost sedimentacije in se po centrifugiranju nahajajo v el dnu
centrifugirke, prav tako tudi granulociti. Limfociti, monociti in trbotiti nimajo dovolj
velike gostote, da bi penetrirali v plast fikola, zato se @evanju nahajajo na meji med
plazmo ter fikolom in so vidni kot bel olfek (slika 9). S spiranjem MNC se znebimo
trombocitov, preostanka plazme in gradientnega medija (Cedarlane, 2010).

Vzorec popkovriine krvi smo najprej reili v razmerju 1:1 s pufrom D-PBS brez €an
Mg** ionov. Razmerje med Lympholyte®-H in krvjo mora biti vedno 1:2, zato &r&0
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mL centrifugurke nanesli 12,5 mL na sobno temperaturo segretegahbjyte®-H, nanj

pa 25 mL razretkne popkovrine krvi. Pri tem smo morali paziti, da se fazi med seboj
nista pomesali. Vzorce smo nato centrifugirali na sobni tempei2@ minut s hitrostjo
400 x g brez pospeSevanja in zaviranja. Med centrifugiranjem so Bénragpi krvnih
celic razporedili glede na svojo gostoto ¥dae plasti. Nato smo s Pasteurjevo pipeto
pobrali plast MNC in jih prenesli v novo centrifugirko ter dodali pufer D-PBS dériega
volumna 50 mL in centrifugirali na sobni temperaturi 10 minut s hjord30 x g. Po
centrifugiranju smo odstranili supernatant in pelet resuspendiBdlimL pufra D-PBS ter
centrifugirali na sobni temperaturi 10 minut pri 200 x g, da smaehilz trombocitov. Za
nadaljnje delo z MNC smo odstranili supernatant in celice resuspknd#00 Ll pufra za
spiranje.

Za izolacijo mononuklearnih celic iz kostnega mozga uporabimo enak postepdg, |
uporabimo 15 mL centrifugirke v katero nanesemo 3 mL na sobno temperguetega
Lympholyte®-H, nanj pa 6 mL razréenega kostnega mozga.

Krvna plazma
Popkovniéna kri

i y |
j Levkociti, monociti,

trombociti, maticne celice

Lympholyte
Lylﬁpholyte

J\

Eritrociti,
granulociti

Slika 9: lzolacija mononuklearnih celic z raztopino Lympholyte®-H. Levo je prikazana plast
popkovniéne krvi nad sredstvom Lympholyte®-H pred centrifugiranjem in desno Ia&ene plasti celic po
centrifugiranju (McGuckin in sod, 2008).

3.2.3 Dol@anje Stevila izoliranih celic

Celice smo presSteli pod svetlobnim mikroskopom 2z uporabo Burker-Tirkovega
hemocitometra. Na Burker-Turkovi Stevni pla$ je vgravirana mreza, sestavljena iz 9
velikih kvadratov. Povrsina vsakega izmed njih je 1°mvteliki kvadrati so razdeljeni na
16 manjsih, katerih stranice so dolge 0,2 mm, torej je njihova povrsina 0,8Ahsnedini
Stevne plo&ice je vsak takSen kvadrat s stranico 0,2 mm razdeljen Se na 16ilman;j
kvadratkov s stranico 0,05 mm in povrsino 0,0025°n(®lika 10). Globina $pranje med
dnom Stevne komore in krovnim stekelcem je 0,1 mm. V epico smo dodalull80
tripanskega modrila in 2l celicne suspenzije (1:10) in dobro premesali s pipeto. Krovno
stekelce smo polozili na Burker-Turkov hemacitometer in s g mpete iztisnili 20ul
mesSanice vzorca pod krovno stekelce in ga nato vstavili v mizictmlmega mikroskopa.
Mikroskop izostrimo na 100x povavi in preStejemo Zive celice v 25 kvadratkih Stevne
mreze; izberemo 12+1 kvadratek tik nad osrednjim delom mreze ter 1Aatkadtik pod
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osrednjim delom mreZe (slika 10). Zive celice ne sprejmejo barvipo barvanju ostanejo
bele, medtem ko se mrtve celice obarvajo modro. Celice, ki lezijgpadnji in desni
stranici vsakega od kvadratkov ne Stejemo. Koncentracijo celiazamli v Stevilu celic
na mL.

Volumen komore: prostornina 25 kvadratkov Stevne mreZe je 0.G4xrArd mm (globina
Stevne komore) x 25 = 0.1 mim 0.1pl = 10* Ml

e
LR
s

Slika 10: Mreza Burker-Turkove plos¢éice s podatki o velikosti komor (Cell counting sliés, 2010)

Stevilo Zivih mononuklearnih celic smo iZzwmali po formuli:

N =nxRxV x10*

N — $tevilo izoliranih MNC v 19mL

n — Stevilo prestetih MNC v 25 kvadratkih Stevne komore

R — faktor redenja celéne suspenzije s tripanskim modrilom.
V — volumen celine suspenzije v mL

3.2.4 1zolacija celic CD34+ iz vzorca MNC z Dynal® CD34 Progenitor CeBelection
System

Za imunomagnetno &@vanje celic smo uporabili komercialni kit Dynal® CD34
Progenitor Cell Selection System, ki je namenjen izolacijicc€lD34+ iz MNC,
pridobljenih iz vzorcev kostnega mozga, popkowmei ali periferne krvi. Postopek
imunomagnetnega ¢evanja celic temelji na ozdavanju celic s protitelesi, speciimi

za dol@en antigen (slika 13). Na protitelesa so neposredno ali posredno vexgmetm
delci s pomeojo katerih I@&imo Zelene celice v zunanjem magnetnem polju. V primeru
kompleta Dynal® CD34 Progenitor Cell Selection System imajgnemi delci, tako
imenovani Dynabeads®, premer 4/Gn (slika 12) ter so prekriti s primarnimi
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monoklonskimi protitelesi specifiim za membranski antigen CD34, ki ga izrazajo KMC
in enodelijske progenitorske celice. davanje poteka v centrifugirki, ki jo postavimo v
magnetno stojalo (slika 11). Po dédmemcasu s pasterko odstranimo pufer za spiranje v
katerem so ostale neozeae celice, ozri@ne celice pa so se pritrdile na rob centrifugirke.
Da dobimoagisto populacijo celic jih vgkrat speremo s pufrom za spiranje. Nato vzamemo
centrifugirko iz magnetnega polja in dodamo enak volumen DETACHaBEABMO na
zaetku dodali magnetnih delcev. DETACHaBEAD so poliklonska anti-Fabt@esa
specifcha za primarno protitelo CD34. Na koncu dobimo celice CD34+ brez Vezani
prititeles in magnetnih delcev. Izolirane celice resuspendirammjivenem mediju.
(Invitrogen, 2007).

Slika 11: Magnetno stojalo Slika 12: Magnetni deleci — Dynabeads
(Invitrogen, 2010) (Netterwald, 2008)

Pred zaetkom smo si pripravili pufer za spiranje (0,1% BSA v pufru D-PBS) in ga ohladili
na 4°C. S celicami smo delali hitro, jih ohranjali hladne, da smo Zalafagocitotsko
aktivnost in druge metabolne procese ter uporabljali predhodno ohlajeeateagimer

smo prepré&li nespeciféno vezavo protiteles na celice. Nadaljnji protokol je napisan za
izolacijo 4 x 10 do 1 x 18 celic. Za 4 x 10celic potrebujemo 100l Dynabeads® CD34.
Koli¢ino uporabljenih reagentov smo sorazmerno prilagodili dejanskemu Stevilu celic.

V vzorcu MNC smo najprej doddi koncentracijo celic s pomigo hemocitometra kot je
opisano v toki 3.2.3. 100ul Dynabeads®-ov smo pred uporabo sprali v centrifugirki z
enako koltino ali z najmanj 1 mL pufra za spiranje. Centrifugirko z Dyseds® smo
vstavili v magnetno kolono, kjer so se Dynabeads® prijeli ob rob cegitie, pufer za
spiranje pa smo odstranili s potjm pasterke. Nato smo centrifugirko vzeli iz magneta ter
resuspendirali Dynabeads® v enakem volumnu kot tetka (100ul). Vzorcu MNC smo
dodali sprane Dynabeads®, dobro premesSali s pipeto in jo inkubirali 30 naif @rin jo
vmes vekrat premesali. Po inkubaciji smo v centrifugirko dodali hladen m#epiranje
do koder so segali na celice vezani Dynabeads® o0z. najmanj 1 mL in debneSaii.
Centrifugirko smo nato vstavili v magnetno stojalo za 2 min,é¢pmer so se celice z
vezanimi Dynabeads® prijele na rob centrifugirke, ostale celi®ispenziji pa smo
odpipetirali in zavrgli. Centrifugirko smo nato odstranili iz magega stojala in celice z
vezanimi Dynabeads® resuspendirali v 2 mL pufra za spiranjght@ostavili nazaj na
magnetno stojalo za 1 min. Celotni postopek spiranja smo ponovili S& enki@ koncu
celice z vezanimi Dynabeads® resuspendirali v diQfufra za spiranje. K suspenziji smo
dodali enak volumen DETACHaBEAD kot smo naetku uporabili Dynabeads®-ov.
Suspenzijo smo inkubirali 45 min na sobni temperaturi. Vmes smoe ceghikrat
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premeSali. Po kamni inkubaciji smo celicam dodali 2 mL pufra za spiranje, jih
vorteksirali pri nizki hitrosti za 2-3 s, da smo pospesilel@anje celic od Dynabeads® ter
centrifugirko ponovno postavili v magnetno stojalo za 2 min. Supernatant, nerkas®
sedaj celice CD34+ smo prenesli v svezo centrifugirko. Da bi idaiml vecje Stevilo
izoliranih celic smo Dynabeads® skupaj z DETACHaBEAD Se 3alispib00ul pufra za
spiranje in vsakokrat supernatant prenesli v isto 15 mL centktugZbranim celicam
smo dodali 10 mL pufra, jih nato centrifugirali 10 min pri 480g, da smo odstranili

DETACHaBEAD in jih resuspendirali v pufru D-PBS ali gojitvenemediju (Invitrogen,
2007).

Izolirane celice CD34+ smo presSteli s pafjeohemocitometra Birker-TUrk po zgoraj
opisanem postopku.

S | — e—— & i i
™ Celice, ki se niso vezale na
'. kolono (monociti, levkociti)
i
i : Fi dodamo -3- ‘.,- |
Maticne celice —_-ﬁ; Dynabeads® 3 I na / :
Levkociti ——. ! . ! a@‘u T
'@I ] F] dodatek
o = 8. xﬁ\"--n DETACHABEAD =
v o
Monociti ——. . ’ &
Dodatek magneta 1
in odstranitev
supernatanta S
CD34 celice, ki adstranitey
so se vezale na Dynabeads
kolono od celic (D34

Slika 13: Shematski prikaz |@&evanja celic CD34+ z uporabo Dyn& CD34 Progenitor Cell
Selection System (Invitrogen, 2007)

3.2.5 Izolacija celic CD34+ iz vzorca MNC z Indirect CD34 MicroBead Kit-om

S komercialnim kitom Dynal® CD34 Progenitor Cell Selectiont&yssmo izolirali celice
CD34+, ki so bile maloStevihe in so vsebovale veliko nezaZelenih megnetnih delcev, zato
smo poskusili Se z izolacijo s komercialnim kitom Indirect CD34rtvBead Kit (slika 16)
in upali, da bomo dobili vge Stevilo celic CD34+ in manjSe Stevilo magnetnih delcev.

Tehnologija MACS se uporablja za izolacijo krvotvornih prognitorskilic e kostnega
mozga, periferne in popkowme krvi, ki na svoji povrSini izrazajo antigen CD34. Celice
CD34+ predstavljajo le 0,05-0,2 % v periferni krvi, 0,1-0,5 % v popkwwrirvi in 0,5-3

% v kostnem mozgu (Miltenyi Biotech, 2010).

Razlika od Dynal® CD34 Progenitor Cell Selection System je,odavanje poteka v
kolonah (slika 14) ob prisotnosti zunanjega magnetnega polja (slika 1ppvkrci
nastanek visoko gradientnega magnetnega polja, v katerega se ujaiejcelice,
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oznaene z minimalnim Stevilom magnetnih delcev MACS MicroBeads. ik&attolone
sestavljajo feromagnetne kroglice preédee z dekstranom, ki omogm hitro in nezno
separacijo celic ter kekno vezavo biomolekul. Magnetni delci so tu vezani neposredno
na protitelo v primerjavi s prvim kitom, kjer so magetni delci veparsredno. Magnetni
delci so veliki okoli50 nm in sestavljeni iz biorazgradljivega materidl@ozngene celice
potujejo neovirano skozi kolono, ozwme celice pa lahko speremo iz kolone izven
magnetenega polja s potijjo bata (Milteny Biotech, 2008).

—
r
Slika 14: Kolona LS Slika 15: Magnetno stojalo
(Miltenyi Biotech, 2010) (Miltenyi Biotech, 2008)

Pred z&etkom smo si pripravili pufer za spiranje, ki je sestavljennV2EDTA in 0,5%

BSA v pufru D-PBS in ga ohladili pri 4°C. Ravno tako kot pri kitu Dynal®32
Progenitor Cell Selection System smo tudi pri Indirect CD34rdBead Kit s celicami
delali hitro, jih ohranjali hladne in uporabljali predhodno ohlajene reagsiimer smo
prepre&ili nespeciftno vezavo protiteles na celice. Vzorec MNC ne sme vsebovati nobenih
skupkov, ki bi lahko zamasili kolono in zmanjSatinkovitost latbe. Zato smo po potrebi
celicno suspenzijo spustili skozi sito s porami velikosti 40 pum. Nadaljni protgkol
napisan za izolacijo £0celic, kolino uporabljenih reagentov pa smo po potrebi
sorazmerno prilagodili dejanskemu Stevilu celic.

V vzorcih MNC smo najprej dotdi koncentracijo celic s hemocitometrom. Nato smo
vzorce centrifugirali na sobni temperaturi 10 min pri 300 x g. Po it@gitanju smo
popolnoma odstranili supernatant in resuspendirali pelet vidp0fra za spiranje. Celni
suspenziji smo dodali 100 FcrR blocking reagenta, ki vsebujveska IgG in dobro
premesali ter 10Q1 CD34-Hapten-Antibody, ki vsebuje monoklonsko hapten-konjugirano
protitelo (miSje 1gG1) in dobro premesSali. Nato smo ikubirali 15 minut4b@. Po
inkubaciji smo sprali celice s 5-10 mL pufra za spiranje in agtrali 10 minut pri 300 x

g. Supernatant smo zavrgli in pelet resuspendirali vidQfufra za spiranje. Nato smo
dodali 100ul Anti-Hapten MicroBeads, ki vsebujejo magnetne delce vezane raagtién
protitelo. Dobro premesali in inkubirali pri 4 °C 15 minut. Po inkubaaijo celice sprali z
1-2 mL pufra in centrifugirali na sobni temperaturi 10 minut na 390 Supernatant smo
zavrgli in pelet resuspendirali v 5@0 pufra za spiranje. V magnetni nosilec Mini MACS
(slika 15) smo vstavili LS kolono (slika 14), jo sprali s 3 mL pufrasg@anje in nanjo
nanesli prej pripravljeno cého suspenzijo. Kolono smo Se trikrat sprali s po 3 mL pufra
za spiranje. Po spiranju smo kolono odstranili iz magneta na novo eginkaf, nanesli Se



28

Suhadolc K. Izolacija in karakterizacija adherentrelic CD34+ iz popkoviine krvi in kostnega mozga.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

2 mL pufra za spirane in pakali da se je kolona spraznila. Nato smo dodali Se 5 mL pufra
za spiranje in z batom potisnili pozitivne celice CD34 iz kolabe.bi Zeleli poveati
cistost celic CD34, bi moramo ponoviti postopek na novi koloni (Miltenyi Biotech, 2010).

tnagnetni delei specifitm
za primarno protitelo

|
Q .
OC%O

a

[ — kolona

U _ magnetm
noslec

@ .
5
b

C

Slika 16: Shematski prikaz I@&evanja celic CD34+ z uporabo sistema MACS. Celiceajprej posredno
ozna&imo s kombinacijo primarnih protiteles specifiécnih za CD34 in magnetnih delcev MACS
MicroBeads, specifénih za primarno protitelo (a). Z magnetnim loevanjem speremo neozn&ne
celice (b). Pozitivne celice CD34 izven magnetneg#lja speremo iz kolone s poméo bata (c)
(Miltenyi Biotec, 2008).

3.2.6 Identifikacija in karakterizacija celic CD34+ s pret@&no citometrijo

Pret@na citometrija je tehnika s katero merimo kemijske in fizikalastnosti celic, ki v
suspenziji ena za drugo potujejo skozi ozek snop laserske svetlobe. Svedmqi ki
zadene celico, se odbije ali lomi, ali pa se absorbira v¢dolb fluorokromih, ki nato
izsevajo svetlobo w§ih valovnih dolzin. Naprava omoga hitro analizo in kakovostne
statisttne obdelave vzorcev, saj lahko izmeri do nekagteaic na sekundo.

Pretoéni sistem
S Filtri Detektorji
i:j? “""" ____ _______ o
=i
2 L ESC
Laserskiizvor

svetlobe >

Filtri

[ ssc |
Detektor |

Slika 17: Shematski prikaz pret@&nega citometra (Rahman, 2006)
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Za analizo s pretmim citometrom (slika 17) potrebujemo celice v suspenziji. Pri prehodu
skozi izvor svetlobe odda posamezna celica svetlobne signale, ki sm@add njenih
lastnosti. Dva fotodetektorja merita kotio razprSene svetlobe, ki jo oddaja obsevana
celica. Prvi detektor je FALS (angl. Forward Angle Light®er) in se nahaja v ravnini
poti laserskega Zarka in omadgozaznavo odbite svetlobe. Parameter, ki ga najpogosteje
imenujemo »prednje sipanje« 0z. FCS (angl. Forward Scattetpneazaradi kontakta s
celicnimi membranami in je sorazmeren velikosti celigie) vedja je celica, tem «ge je
sipanje svetlobe in posleéio signal, ki ga zaznamo na detektorju, ki sprejema razprseno
svetlobo iz smeri laserskega Zarka. Fotodetektor RALS (angl. argile light scatter) se
nahaja pravokotno od poti laserskega zarka in okegmapis drugega parametra -
»stransko sipanje« 0z. SSC (angl. Side scatter), ki je premososeEzmrnatosti oz.
granuliranosti posamezne celice.cYkot je organelov oz. membranskih strukturijgeoo
stransko sipanje in visji bo signal. V praksi je torej mozno izoljrasamezne populacije
celic dokaj enostavno preko zgoraj omenjenih parametrov sipanja.

Poleg morfoloskih karakteristik lahko s pr&ton citometrom analiziramo tudi
funkcionalne lastnosti celic. Pret@ citometer ima tudi dva do Stiri fluorescee
detektorje, ki prejemajo emitirano fluores¢ea svetlobo doléene valovne dolZine in na
ta n&in meri signal, ki ga oddaja daleno fluorescetno barvilo. Fotodetektorji pretvorijo
svetlobne signale v elektrie. I1zmerjene vrednosti elekinih signalov po réunalniski
obdelavi prikazemo matemétio in graféno. O vsaki celici na ta te poleg podatkov o
njeni relativni velikosti in zrnatosti dobimo Se informacijo o vrsti jakosti oddanih
fluoresceknih signalov. Metoda pretoe citometrije je v osnovi enaka metodi
fluorescekine mikroskopije, le da je ¢davanje odstotka obarvanih celice avtomatizirano,
hitrejSe in objektivnejSe. Odstotek pozitivnih celic (celice, ki pdkegias fluorescetino
oznaenimi protitelesi fluorescirajo) lahko zanesljivo maamo v primeru, da lahko
jasno I&imo med pozitivnimi in negativnimi celicami (Rahman, 2006).

Za posamezen test potrebujemo 250.000 celic na 100 pl vzorca (50 pul nacgp2uvet
paralelki). Vzorce je potrebno pobarvati v 48 urah po odvzemu popkevrkirvi oz.
kostnega mozga. Za barvanje smo uporabili BD Procount Progenitor Cell Enamg&rgt

ki vsebuje: BD Procount CD34 reagent, kateri vsebuje barvilo za nukldiuskes in s
fikoeritrinom (PE) konjugirana monoklonska CD34 (klon 8G12) in s peridinin klorofi
(PerCP) konjugirana monoklonska CD45 (klon 2D1) protitelesa; BD Procounbkontr
reagent, ki vsebuje barvilo za nukleinske kisline in PE-monoklonska KLHG;) (klon
X40) ter PerCP- monoklonska CD45 (klon 2D1) protitelesa; BD Trucouniveis ki
vsebujejo liofiliziran pelet s fluorescentno obarvanimi kroglicami premeram,2u

V prvo Trucount epruveto z natamo dola&enim Stevilom fluorescentnih kroglic
odpipetiramo 20 pl BD Procount CD34 reagenta in v drugo Trucount epruveto 20 ul B
Procount kontrolnega reagenta. Nato v obe epruveti dodamo 50 pl dobro premeSanega
vzorca PK ali KM. Oba reagenta in vzorec pipetiramo tik nad kovinsgmbmano, pri

cemer se ne dotikamo skupka kroglic. Epruvete zapremo in nezno premeésam
inkubiramo 15 min na sobni temperaturi v temi. Po inkubaciji v vsako epruvetondoda

450 pl 1 x BD FACS raztopine za lizo eritrocitov. Zapremo epruwvetezno premesSamo

ter inkubiramo 30 min na sobni temperaturi v temi (BD Bioscier2@%0). Vzorce smo
analizirali s preténim citometrom FACSCaliblii'. Za merjenje parametrov FSC in SSC
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ter detekcijo fluorokromov smo uporabili laser z valovno dolzino 488 nm. Zazanal
rezultatov smo uporabili programsko opremo BD ProCOUNT. Pocdonémcasu na
preta&nem citometru otitamo Stevilo prestetih fluorescentnih kroglic in celic CD34+. Iz
teh podatkov in poznane koncentracije fluorescentnih kroglic v vzorcdurmaeno
koncentracijo celic CD34+.

3.2.7 Doldanje viabilnosti celic s pret@&nim citometrom

S postopkom dokamo delez zivih KMC v vzorcih kostnega mozga, periferni in
popkovnini krvi. Suspenzijo celic obarvamo s protitelesi proti povrSinskemucezaku
CD34 in 7-amino aktinomicinom (7-ADD) ter analiziramo s ptetm citometrom.
Protitelesa proti CD34 so ozfema z barvilom PE, katerega fluorescenco zaznavamo v
rumenem delu spektra (448 nm).

7-ADD je ze pripravljeno barvilo za nukleinske kisline, ki se uporaajdol@anje mrtvih
celic s preténo citometrijo. Prednost tega barvila je v tem, da ga lahko uporabimg skupa
PE ali FITC konjugiranimi monoklonskimi protitelesi za dvobarvne analig@nimalnim
spektralnim prekrivanjem med fluorescentnimi emisijami 7-AAD, RE FITC.
Fluorescenco 7-AAD zaznavamo v dolgemceta delu spektra (650 nm).

50 pl vzorca reeimo v razmerju 1:1 s D-PBS in dodamo 15 pl protitels CD34 PE. Nezno
premeSamo celice in jih inkubiramo 15 min na sobni temperaturi v ato. dodamo 5 pl
barvila 7-AAD in nezno premeSamo ter jih inkubiramo 10 min na sobni temperaturi v temi.
Dodamo 400 pl 1x raztopine za lizo in analiziramo suspenzijo celiprenem
citometru.

3.2.8 Izolacija adherentnih celic CD34+

Po izolaciji smo celice CD34+ nasadili v komore za barvanje (8av RPMI mediju z
10% FBS. Nato smo jih 2h inkubirali v cgliem inkubatorju na temperaturi 37 °C in
atmosferi s 5% C@ V tem ¢asu so se adherentne celice pritrdile na dno komore. Po
inkubaciji smo nepritrjene celice sprali s pufrom D-PBS. Adheremngiece CD34+
predstavljajo manj kot 1 % vseh celic CD34+.

Slika 18: Komora za barvanje (Chamber slide, 1997)
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3.2.9 Barvanje fenotipskih oznéevalcev

Princip ugotavljanja fenotipskih oz&evalcev je imunofluorescentno barvanje (slika 5), to
je s fluorescentno ozdanimi protitelesi.

Po dveh urah inkubacije so se adhernetne celice CD34+ prilepile na dnarekom
Odstranili smo goji& in jih 1x sprali s D-PBS pufrom. Nato smo celice 20 min inkubiral
v fiksativu Accustain brez formalina, da bi preplierazgradnjo proteinov. Po inkubaciji
smo odstranili fiksativ in celice 3x sprali z D-PBS pufrom. Kero barvali tudi jedra smo
morali permeabilizirati membrano. To smo naredili z 1% tritonomB&.PPo 15 min
inkubaciji smo celice sprali z 1x D-PBS pufrom. Nato smo cdlienin inkubirali v 10%
normalnem kozjem serumu. Med tem smo pripravili tagireditve primarnih protiteles

v D-PBS pufru. Uporabili smo protitelesa proti povrSinskemu &velcu Thy-1 in
CD133. Obe protitelesi smo r@hl v razmerju 1:250 z D-PBS pufrom. Celice smo prekrili
s primarnimi protitelesi in jih inkubirali 1h na sobni temperaturitaNamo odstranili
nevezana primarna protitelesa in celice 3x sprali z D-PB®mufPripravili smo retltve
sekundarnih protiteles v D-PBS pufru v razmerju 1:650. Uporabili smo pesttgroti
miSjim protitelesom. Celice smo prekrili s sekundarnimi prasteln jih inkubirali 1h v
temi na sobni temperaturi, da smo &il$ fluorescentne znéke. Po inkubaciji smo
nevezana sekundarna protitelesa odstranili in celice 1x spraPB®pufrom, nato 1x z
DAPI-jem s katerim smo obarvali jedra in Se 1x s PBS-om.oNjektno stekelce smo
kanili kapljico mounting medija in ga prekrili s krovnim stekelcem. Ralvikega stekelca
smo fiksirali z brezbarvnim lakom.

3.2.10 ldentifikacija adherentnih celic CD34+ pod fazno kontrastninfluorescentnim
mikroskopom

Pobarvane adherentne celice CD34+ smo opazovali pod fazno kontrastngsd&mnim
mikroskopom Zeiss Axiobserver Z1.

3.3 MATERIALI, REAGENTI IN APARATURE

3.3.1 Materiali

Preglednica 6: Seznam uporabljenih materialov

Okraj3ava Celo ime Podjetje Stevilka proizvoda
Centrifugirke 15 mL, 50 mL | Centrifugirne epruvete or@ing 25325-50
Pasterke Pasteurjeve pipete Copan Innovation 0F6L0

. . . 861254001
Pipete 5 mL, 10 mL Sterilne pipete Starstedt 861253001
Pipete 50 mL Sterilne pipete Corning 4490

. . . . 022491253
Tipsi 1000, 100, 10 Pipetni nastavki Eppendorf 022491237
Gojitvene posodice 25 ém Costar 3050
Skalpel Braun 5518083
Krovna steklca Krovna steklca Brand 470055

Se nadaljuje
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Nadaljevanie

LS kolona LS kolona Miltenyi Biotec 130-042-401

Komore za barvanje Lab-Tek™ 177429

3.3.2 Reagenti

Preglednica 7: Seznam uporabljenih reagentov

OkrajSava Celo ime Podjetje Stevilka proizvoda
Slana fosfatna puferska raztoping,

DPBS brez C4"in Mg? (Dulbeccos Gibco 14190
phosphate Buffered saline 1x

RPMI GOJl_SCe "Roswell Park Memorial Invitrogen A10491
Institute

Lympholyte®-H Lympholyte®-H Cedarlane CL5015

FBS Fetal bovine serum Gibco 16000-044

BSA Bovine serum Albumin 25% Gibco A10008-01

Tripan Trlpansko modrilo (Trypan Blue Fluka 93595
Solution)

Dynal® CD34 Progenitor Invitrogen 113.01D

Cell Selection System 9

IKni(tjlrect CD34 MicroBead Milteny Biotec 130-046-701

ProLong® Gold antifade .

reagent with DAP| Invitrogen P36931

Fiksativ Fiksativ brez formalina Accustain A577A

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

Owgji serum Invitrogen 50-062Z

BD Procount Progenitor BD Biosciences | 340-498

Cell Enumeration Kit

Raztopina za lizo BD L

FACS (10x) BD Biosciences | 349202

CD34 PE CD34 fikoeritrin BD Bioscienceg 555822

7-ADD 7-amino-aktinomicin BD Biosciences 559925

Raztopina za lizo (10x) BD Biosciences 555899

Protitelesa proti CD34 MiSja protitelesa Ig@oti CD34 | Abcam ab6330

Protitelesa proti CD133 MiSja protitelesa lg@oti CD133| Santa Cruz Sc-130127

Protitelesa proti CD90 MiSja protitelesa Ig@oti CD90 | Abcam Ab23894

Prot.|telesa proti misjim Kozja prot|telesav proti misjim Invotrogen A21125

protitelesom protitelesom ozn&na s Tx

3.3.3 Aparature

Preglednica 8: Seznam uporabljenih aparatur

Aparatura Podjetje

Centrifuga, model 5804R Eppendorf

Pipetor Integra

Magnetno stojalo Dynal May-15 Invitrogen

Hemocitometer Sigma

Celi¢ni inkubator HERAcell 150

Svetlobni mikroskop Eclipse TE300 Nikon

Fazno kontrastni fluorescentni mikroskop Zeiss

Se nadaljuje.
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Nadaljevanije

Avtomatske pipete 1-10l, 10-100ul, 100-1000ul

Eppendorf, Micronic, Brand

Vortex Ika
BrezprasSna komora, model SMBC 152AV Iskra
Vodna kopel BioTech
Hladilnik Electrolux

Magnetno stojalo MidiMACS

Miltenyi Biotec

Pret@ni citometer FACSCalibdl

BD Biosciences

RatunalnisSki program ProCOUNT

BD Biosciences
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4 REZULTATI

4.1 IZOLACIJA MONONUKLEARNIH CELIC

Po obdelavi petih vzorcev kostnega mozga in petih vzorcev pogkevrirvi na
gostotnem gradientu fikola z gostoto 1.077 g/mL smo MNC preSteliiingeB Tlrkovem
hemocitometru. 1z kostnega mozga smo osamili med 1,8"%n10 x 16 celic/mL, iz
popkovnine krvi pa med 4,6 x 10in 2 x 1¢ celic/mL. Koncentracijo MNC smo
potrebovali za doléitev koli¢cin posameznih reagentov komercialnega kita, ki smo jih tem
celicam dodali v nadaljnjem postopku.

4.2 IMUNOMAGNETNA IZOLACIJA CELIC CD34+

Najprej smo izolirati celice CD34+ iz kostnega mozga in popkovnkrvi s komercialnim
kitom Dynal® CD34 Progenitor Cell Selection System, ki izderéiste celice, ki imajo na
svoji povrSini izrazen cealni oznaevalec CD34 (slika 19). Magnetni delci so vezani
neposredno na monoklonsko protitelo, kar zmanjSa Stevilo spiranj in hkadatizgubo
celic. Na koncu dobimo celice CD34+ brez vezanih protiteles in magneticev.
Izolirali smo med 1 x 10in 3,5 x 16 CD34+ celic/mL.

Imunomagnetki

Celice CD34+

Slika 19: Celice CD34+ izolirane z Dynal® CD34 Progetor Cell Selection System,
svetlobni mikroskop (Nikon Eclipse TE300, Japonska)poveaava 400-krat.

Nato smo poskusili izolirati celice CD34+ Se z Indirect CD34rvBead Kitom (slika 20),
ki se od Dynal® CD34 Progenitor Cell Selection System razlikujem, da léevanje
poteka v koloni, vzorce se &lgat centrifugira in manjkrat spira ter krag&is inkubira, kar
skrajSa tudi celoten postopek izolacije. Glavna razlika pa je, da swgnetni delci na
monoklonsko protitelo vezani posredno in so biorazgradljivi. Magnetnocexaaje v
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dveh fazah je bistveno bolj¢mkovito v primerjavi z enostopenjskim, kadar so @ali
oznaevalci Sibko izrazeni ali pa kadar uporabimo protitelesa z nizko afiniteto. S tem kitom
smo izolirali med 4 x 10in 1 x 16 celic CD34+/mL.

Slika 20: Celice CD34+ izolirane z Indirect CD34 MiroBead Kitom,
svetlobni mikroskop (Nikon Eclipse TE300, Japonska)poveaava 400-krat.

Zaradi krajSega postopka izolacije incpgga Stevila dobljenih celic smo celice CD34+ za
analizo na pretmem citometru in pod fluorescentnim mikroskopom izolirali iz vzorcev
popkovnine krvi in kostnega mozga z Indirect CD34 MicroBead Kitom.

4.3 IDENTIFIKACIJA IN KARAKTERIZACIJA CELIC CD34+ S PRETONO
CITOMETRIJO

Vzorce pridoblijene iz popkowne krvi in kostnega mozga, smo pred in po
Imunomagnetni izolaciji, analizirali na préteem citometru. Osnovni rezultat préte
citometrije je tékovni diagram, na katerem vsakatka prestavlja posamezno celico.
Polozaj téke pa je odvisen od izmerjenih ¢slih parametrov. 1z dobljenih podatkov smo
izracunali koncentracijo MNC, delez celic CD34+ in izkoristek, kar prikgauggafi na
slikah 21, 22, 23, 24, 25, 28 in 29. Izkoristek izolacije smocizrali iz kor€nega in
zaetnega Stevila celic CD34+ v vzorcu.
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Slika 21: Koncentracija MNC/mL v kostnem mozgu predin po izolaciji z Indirect CD34 MicroBead
Kitom. Koncentracijo MNC v petem vzorcu kostnega maga po izolaciji nismo mogli izmeriti, zaradi
premajhnega Stevila izoliranih celic.
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Slika 22: Koncentracija MNC/mL v popkovniéni krvi pred in po izolaciji z Indirect CD34 MicroB ead
Kitom.
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Slika 23: Delez celic CD34+ v kostnem mozgu pred jmo izolaciji z Indirect CD34 MicroBead Kitom.
Delez celic v petem vzorcu kostnega mozga po izdjacmismo mogli izmeriti, zaradi premajhnega
Stevila izoliranih celic.
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Slika 24: Delez celic CD34+ v popkov&ini krvi pred in po izolaciji z Indirect CD34 MicroB ead Kitom.



38

Suhadolc K. Izolacija in karakterizacija adherentrelic CD34+ iz popkoviine krvi in kostnega mozga.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotatiSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

100 ~
90 -
80 - -
70 - i i Y
60 - g e O
50 - bl =< SN Ssao
40 - » Te
30 A
20 -
10 A
0 T T T T T
0 1 2 Vzorec 3 4 >

Izkoristek [%]

\

\
\
’
[}

O

]

= «p= |zkoristekizolacije celic CD34+ iz KM =<@= |zkoristekizolacije celic CD34+ iz PK

Slika 25: Izkoristek izolacije celic CD34+ iz popkeniéne krvi in kostnega mozga. Izkoristek petega

vzorca kostnega mozga nismo mogli izknati, zaradi premajhnega Stevila izoliranih celicCD34+ po
izolaciji.

4.4 DOLQCANJE VIABILNOSTI CELIC CD34+ S PRETONIM CITOMETROM

Mrtve celice se od zivih Mo na takovnem diagramu, pridobljenem s pr&tio
citometrijo po nizjem FSC in viSjem SSC, vendar pa nam ta dvamedra v véni
primerov ne zad@&ta za I6bo med njimi, zato je potrebno celice pobarvati Se z barvilom
7-AAD.

Na diagramu FSC/CD34 PE, ki so prikazani na sliki 25A, 25B, 26A in 26B zmo
racunalniSkim programom CellQuest doilo regijo R2 in tako izbrali dogodke (celice), ki
jih Zelimo v nadaljnji analizi. Regija R2 predstavlja celid®@33+. Nato so bile celice v
oznaeni regiji R2 pobarvane Se z barvilom 7-AAD, kar prikazujejo diagia®AD/FSC
na slikah 26C, 26D, 27C in 27D. Celice, ki so na diagramih prikazané&toasb mrtve in
pod njo so Zive.
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Slika 26: Analiza viabilnosti celic CD34+ v popkovitni krvi pred izolacijo (slika A in C) in po izolaciji
z imunomagnetki (slika B in D). Regija R2na diagramu A in B predstavlja celice CD34+. Celice, ki so
na diagramih C in D prikazane nadérto so mrtve in pod njo so Zive.
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Slika 27: Analiza viabilnosti celic CD34+ v kostnenmozgu pred izolacijo (slika A in C) in po izolacii
z imunomagnetki (slika B in D). Regija R2na diagramu A in B predstavlja celice CD34+. Celice, ki so
na diagramih C in D prikazane nadérto so mrtve in pod njo so Zive.

Rezultate viabilnosti celic CD34+, pridobljenih s ptetion citometrom, smo prikazali na
grafu na sliki 28 in 29.
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Slika 28: Viabilnost celic CD34+ v kostnem mozgu d in po imunomagnetni izolaciji.
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Slika 29: Viabilnost celic CD34+ v popkovnéni krvi pred in po imunomagnetni izolaciji.
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4.5 BARVANJE FENOTIPSKIH OZNAEVALCEV IN ANALIZA POD FAZNO
KONTRASTNIM FLUORESCENTNIM MIKROSKOPOM

Rezultati barvanja adherentnih celic CD34+ s fluorescentnoc¢eaimi protitelesi so
prikazani na slikah 30 in 31. Modra barva prikazujecoelijedra, rdéa pa obarvane
adherentne celice CD34+, ki imajo izrazen @euliozna&evalec CD133 in CD90.
Pobarvane celice smo opazovali in fotografirali s fazno kontrasthumerecentnim
mikroskopom Zeiss Axiobserver Z1. Vse slike smo obdelali na enék sapomdajo

racunalniSkega programa AxioVision in MacBiophotonics ImageJ. Adhereogtiee

CD34+ predstavljajo manj kot 1 % vseh celic CD34+.

C

Slika 30: Adherentne celice CD34+ izolirane iz popbvniéne krvi (slika A) oznaéene s celinim
oznaevalcem CD133 (slika C) in CD90 (slika D). Slika prikazuje negativno kontrolo. Modra barva
prikazuje celi¢na jedra, rde¢a pa adherentne celice CD34+ oz&ane z monoklonskimi protitelesi.
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C

Slika 31: Adherentne celice CD34+ izolirane iz kosega mozga (slika A), pobarvane s céhim
oznatevalcem CD133 (slika C) in CD90 (slika D). Slika Brikazuje negativno kontrolo. Modra barva
prikazuje celi¢na jedra, rde¢a pa adherentne celice CD34+ oziane z monoklonskimi protitelesi.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Maticne celice so nespecializirane celice, ki imajo sposobnost samoaimjayvl
sposobnost diferenciacije v usmerjenedrdivrste in sposobnost plastosti (Herberts in
sod., 2011). Ker so primerne za terapevtsko uporabo na StevilniRtjilotéhiomedicine, se
Stevilo raziskav na tem podia hitro poveuje. Identificirane so bile v razhih odraslih
tkivih. Mednje spadajo tudi adherentne krvotvorne énaticelice imenovane omniciti, za
katere se domneva, da imajo v odraslih tkivih vlogo pri zdravljenju poskodb inl@Ema
tkiva v jetrih (Gordon in Habib, 2005; Gordon in sod., 2006; &éavin sod., 2007).

V zadnjemcasu je bilo objavljenih weraziskav, ki dokazujejo da je mozno funkcijo
ciroticnih jeter izboljSati z avtologno transplantacijo krvotvornih gmaki celic iz periferne

krvi in kostnega mozga (Mohamadnejad in sod., 2007; Gordon in sod., 2006; Pai in sod.,
2008). Jetrna ciroza je krama bolezen jeter, pri kateri se tkivo jeter nadaraes
vezivnim tkivom. Jetra otrdijo in se sk, s tem pa je njihovo delovanje moteno. Ta je
najvetkrat posledica alkoholne jetrne bolezni (60% - 70%), Kiomiokuzbe s virusoma
hepatitisa B ali C (10%) in pa tudi metabolne ciroze (5%) (Rengen Dagman, 2006). V
Sloveniji povzr@a cirozo letno 39 smrti na 100.000 prebivalcev in je na 4. mestu kot vzrok
smrti. Raziskave o zdravljenju jetrne ciroze s krvotvornimi &énatii celicami so v veliki
vecini pokazale signifikantno izboljSanje jetrne funkcije (Salamaooh,s2010; Pai in sod.,
2008). Najveja raziskava do sedaj je zajela 48 bolnikov (Salama in sod., 2010).

Zadnjecase je velik poudarek na izolaciji matih celic iz popkovrine krvi, saj ima kar
nekaj prednosti v primerjavi z izolacijo celic iz kostnega madgperiferne krvi. Razlogi

za to so predvsem lazja dostopnost in manjSe tveganje za prenos vokistih saj v PK
praviloma ni virusov, ki se pogosto pojavljajo v kostnem mozgu odraslih imjgaejo
uspeh presaditve. ManjSe je tudi tveganje za nastanek bolezni presatikgogtitelju
(GvHD) po presaditvi. Hkrati v PK ni starostno pogojenih posSkodb celic. Samo
pridobivanje PK je neinvazivno in neSkodljivo za mater in otroka, saj pobe&a
kakrsnegakoli posega v telo. Poleg tega se v pop&ovkiivi nahajajo tudi Stevilne druge
maticne celice, ki bi lahko predstavljale osnovo za nove terapeviske aik&ardon in
Habib 2005; Ballen, 2005; Rocha in sod., 2006; Minn in Najem, 2011; Gluckaman, 2009).

Omniciti se nahajajo v kostnem mozgu, periferni krvi, popkénirkrvi in fetalnih jetrih.

V odraslih tkivih se nahajajo v zelo majhnem Stevilu, katmoooteZuje njihovo nadaljnje
raziskovanje in uporabo. Predstavljajo manj kot 1% vseh celic CD34koliarazajo
povrSinske ozngevalce, kot so: CD34, CD133, c-met ali CD90 in ne izrazajo
ozna&evalcev za linijsko usmerjene celice kot so CD38, CD33, HLA/DR, GB1XCD3.
Vseh zgoraj nastetih individualnih povrSinskin c#malcev ni mogée najti na vseh
izoliranih celicah (Gordon in Habib, 2005). Zaradi majhnega Stevilai@iov v kostnem
mozgu in popkovrini krvi je njihova izolacija zelo zahtevna. Ker je dobljeno Stevilo
adherentnih celic CD34+ po izolaciji iz popkos#me krvi in kostnega mozga premajhno,
da bi jih pobaravli na vse zgoraj nastete povrSinskedexadce, smo jih pobarvali le na
CD90 in CD133.
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Vzorce popkovnine krvi za raziskavo smo dobili iz javhe banke ESPOK na Zavodu
Republike Slovenije za transfuzijsko medicino, ki niso ustrezali stdadera dolgotrajno
shranjevanje v tekem dusiku. Vzorci so vsebovali manj kot 9 % 10 ves kot 7 x 18
levkocitov. Vzorce kostnega mozga smo dobili od prostovoljcev, ki so v diagmersti
postopku na Klininem oddelku za hematologijo Klifmega centra v Ljubljani.

Iz vzorcev popkovrine krvi ter kosthega mozga smo najprej izolirali mononuklearne
celice s pomgo gradientnega centrifugiranja. Pri tem smo se znebili predesgracitov

in granulocitov, ki so se po centrifugiranju nahajali v peletu na dentrifugirke.
Popkovnéna kri v primerjavi s kostnim mozgom vsebuje relativho veliko trombweait
eritrocitov, kateri imajo negativhe vplive na izolacijo mononukleranih cceRri
gradientnem centrifugiranju ni nujno, da vsi trombociti in eritroe@tdimentirajo na dno
centrifugirke, ampak ostanejo na interfazi med fikolom in plazmeritrociti, ki ostanejo
na interfazi so jedrni progenitorji, ki naj bi ovirali nadaljnjo imungmetno selekcijo
KMC (Kekarainen in sod., 2006). Tako po gradientnem centrifugiranju dobirtje ve
Stevilo celic, predvsem linijsko diferenciranih, kar pomeni tudjosporabo protiteles in s
tem drazjo izolacijo. Poleg tega lahko eritrociti tvorijo skupke tam zamasijo kolono pri
postopku imunomagnetne izolacije. Eritrocite bi lahko odstranili z uporalomigavega
klorida ali dietilen glikola.

Koncentracija mononuklearnih celic dééma s preténim citometrom je bila na volumsko
enoto pred imunomagnetno izolacijo v popkéwnikrvi med 1,9 x 10in 2,9 x 1§ in v
kostnem mozgu med 1,4 x 1t 2,3 x 16. Rezultati so grafno prikazani na slikah 21 in
22. Na manjSe Stevilo mononuklearnih celic v kostnem mozgu je verjestrmomplivala
diagnoza in starost darovalca.

Viabilnost celic CD34+ smo prav tako izmerili s pketon citometrom. Celice smo
obarvali s protitelesom proti c&liemu ozné&valcu CD34 in z barvilom za nukleinske
kisline 7-amino aktinomicinom. Viabilnost celic CD34+ pred imunomagnetolagijo je

bila v popkovnéni krvi med 69% in 97%, v kostnem mozgu pa med 40% in 90%.
Rezultati so graino prikazani na slikah 28 in 29. Vzrok za manjSo viabilnost v kostnem
mozgu Vv primerjavi s popkowmno krvjo bi lahko bila diagnoza in starost darovalca.

Delez celic CD34+, doleen s preténim citometrom je pred imunomagnetno izolacijo pri
petih vzorcih kostnega mozga znaSal med 0,43% in 1,62% vseh MNC in v petdihv
popkovnine krvi med 0,17% in 5,04% glede na MNC. Rezultati so @rafprikazani na
slikah 23 in 24. Hao in sod. so iz analiziranih 30 vzorcev popkoenkrvi dobili delez
celic CD34+ med 0,02% in 1,43% glede na MNC ter v 16 vzorcih kostmegga je
povpre&ni delez znaSal 1,63% glede na MNC (Hao in sod., 2010). Fritsch in sod. so i
analiziranih vzorcev kostnega mozga dobili 5,37% pairprdelez celic CD34+ glede na
MNC, iz popkovnénih krvi 1,1% glede na MNC in v periferni krvi stimulirani s citoki
1,79% glede na MNC (Fritsch in sod., 1996). Belvedere in sod. so aalali4d
popkovninih krvi in dobili povpréni delez celic CD34+ med 0,18% in 1,4% glede na
MNC (Belvedere in sod., 1999). Melnik in sod. so analizirali 10 vzoropk@vnicne krvi

in dobili delez celic CD34+ med 0,1% in 1,5% (Melnik in sod., 2001). Po podatkih iz
¢lankov, bi moral biti torej delez celic CD34+djiev kostnem mozgu kot v popkowimi

krvi, znaSal pa naj bi med 1% in 4% v kostnem mozgu in 1% v popkukvi glede na
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MNC. Glavni razlog za manjsi delez celic CD34+ v kosthem mozguimepavi z
drugimi raziskavami in od deleza celic CD34 v popkoérinkrvi je verjetno v diagnozi in
starosti darovalca kostnega mozga. V zgoraj opisanih Studijah j&obihi mozeg
pridobljen od zdravih prostovoljcev.

Stevilo celic CD34+ je bilo v petih vzorcih kostnega mozga med 1,3 in1®7 x 16 in
v popkovnini krvi med 4 x 18in 1,9 x 16. Podobne rezultate za popkasmi kri so
dobili tudi Melnik in sod., in sicer med 4,4 x“i@ 3,0 x 1§ celic (Melnik in sod., 2001).

Naslednji korak izolacije celic CD34+ je bila uporaba imunomagnsthekcije pri kateri

se lahko odldimo za pozitivno selekcijo na ozfevalec CD34 ali pa za negativno
selekcijo z odstranitvijo vseh linijsko usmerjenih celic (Gordon itibla2005). V tem
primeru bi lahko brez uporabeckvalnika fluorescamo ozngenih celic izolirali Zeleno
populacijo in se izognili moznosti kontaminacije, na prinderpi nas zanimalo nadaljnje
gojenje celic. Loevalnik fluorescetno ozng&enih celic namr& ni popolnoma zaprt
sistem, v katerem bi bila pregena vsaka moznost okuzbe. Nasprotno, lahko
imunomagnetno kevanje celic opravimo v aseftih pogojih znotraj brezpraSne komore
ali v zaprtih avtomatiziranih sistemih. Pomanikljivost metode pa fem, da ne vemo
natargno kaksno populacijo dobimo po izolaciji. Tako moramo opraviti dodatne analize z
uporabo drugih metod, na primer s pt@io citometrijo.

Za prve izolacije celic CD34+ smo uporabili komercialni kit Dgn&D34 Progenitor
Cell Selection System, ker smo le-tega Ze imeli na zalogiso magnetni delci vezani
neposredno na monoklonsko protitelo, kar zmanjSa Stevilo spiranj in hkdatizgubo
celic. Latevanje poteka v centrifugirki v zunanjem magnetnem polju. Na koncu dobimo
celice CD34+ brez vezanih protiteles in magnetnih delcev. llialiteo med 1 x 10in 3,5

x 10 celic/mL. Glede na to, da so v dmei objavljenih ¢lankov uporabili za
imunomagnetno kevanje Indirect CD34 MicroBead Kit, smo preizkusili izolac§e z
njim. Od Dynal® CD34 Progenitor Cell Selection System sekwgel v tem, da Idevanje
poteka v koloni. Vzorce se &ferat centrifugira in manjkrat spira ter kra§sis inkubira, kar
skrajSa tudi celoten postopek izolacije. Glavna razlika pa je, da s@gnetni delci na
monoklonsko protitelo vezani posredno in jih ni potrebno odstraniti, saj so himi§ixg
Magnetno ozn&vanje v dveh fazah je bistveno bolginkovito v primerjavi z
enostopenjskim, kadar so celi ozn&evalci Sibko izrazeni ali pa kadar uporabimo
protitelesa z nizko afiniteto. S tem kitom smo izolirali med 40xin 1 x 10 celic/mL.
Zaradi krajSega postopka izolacije iréjgga Stevila dobljenih celic CD34+ smo za analizo
na preténem citometru, barvanje fenotipskih ozewalcev in analizo pod fazno
kontrastnim fluorescentnim mikroskopom, uporabili Indirect CD34 MicroBe#d o
imunomagnetni selekciji smo Zeleli preveriti kakSen delez c€l34+ je vsebovala
izolirana frakcija, izmeriti njihovo viabilnost in iztanati &inkovitost izolacije.

Koncentracija MNC po imunomagnetni izolaciji je bila v petih vzomidpkovniEne Kkrvi
med 1,6 x 10in 1 x 10 celic/mL, medtem ko je bila v kostnem mozgu v &tirih
analiziranih vzorcih med 1 x 1@ 8,3 x 16 celic/mL. Rezultati so grafio prikazani na
slikah 21 in 22. Iz grafa na sliki 21 je prav tako razvidno, da pri pet@rcu kostnega
mozga, koncentracije zaradi premajhnega Stevila dobljenih celizofaciji nismo mogli
izmeriti. Ce primerjamo rezultate izmerjene pred imunomagnetno izolacijo ugmowda
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se je koncentracija mononuklearnih celic zmanjSala tako v vzorcih pogkevkivi kot

tudi v vzorcih kostnega mozga, kar kaze na uspesno izolacijo ceBd«0O0 pa smo
potrdili Se z delezem celic CD34+, ki je bil prav tak@jvpo imunomagnetni izolaciji, kar

je razvidno iz grafov na slikah 23 in 24. Delez celic CD34+ je v vzgropkovnéne Krvi
znaSal med 29,4% in 77,7% glede na MNC in v kosthem mozgu med 26,8% in 67,3%
glede na MNC. Pri petem vzorcu kostnega mozga zaradi premajhieegja &oliranih
celic (bilo jih je manj kot 200.000), ni bilo mogmizmeriti deleza, kar je razvidno tudi iz
grafa na sliki 23. Podobne rezultate je z uporabo enakega kompletatmaga izolacijo

na 10 vzorcih popkovane krvi dobila tudi raziskovalna skupina Melnik in sodelavci.
(Melnik in sod., 2001). Belvedere in sod. so analizirali 49 vzorcev popkokirvi in po

prvi imunomagnetni separaciji z uporabo kompleta reagentov Indirect Cgémtor

cell isolation kit dobili med 8,2% in 80,2% delez celic CD34+ in ga pogidru
imunomagnetni separaciji ha novi koloni péak med 67,6% in 96,4%. Testirali so tudi
negativne frakcije pridobljene pri izolaciji in dobili po prvi koloni med 0®0inh 0,39%
delez celic CD34+, ter po ponovni separaciji na novi koloni med 0,05% in 15&6 cel
CD34+ (Belvedere in sod., 1999). Zckeatno izolacijo lahko torej povamo delez
iskanih celic, vendar pa je pri tem potrebno upoStevati, da med spostopkom tudi
izgubljamo Stevilo celic. Kekarainen in sod. so za izolacijo cel834+ iz popkovnine

krvi uporabili Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit in dobili m&ot 50%  c¢istost.
Nato so metodo optimizirali in celice na kolonickeat sprali s pufrom za spiranje ter
dobili 80%¢¢istost, vendar pri tem zmanjSali izkoristek izolacije kar za poakovanega
izkoristka. Z izolacijo na dveh kolonah so dobili 77% povpoecistost, vendar je kljub
temu prisSlo do velikih izgub celic med samim postopkom. Nato so po précijoha
koloni ponovili postopek vezave s protitelesi proti @@&mu ozné&valcu CD34 in dobili

vet kot 90% povpréno cistost celic CD34+ (Kekarainen in sod., 2006). Glede na zgornje
rezultate, bi bila za dosego visokega deleza celic CD34+ najbolj$ajéenejSa uporaba
dveh kolon za leevanje, vendar bi pri tem izgubili tudi precejSen delez celic. Ponovna
vezava protiteles na celice CD34+ po prvi separaciji na koloni jeusmeSna, vendar
veliko draZja metoda za doseganje visokega deleza izoliranih celic.

Z merjenjem viabilnosti celic CD34+ na prét@em citometru smo Zeleli preverili ali
imunomagnetna izolacija na kakrsenkoléingposkoduje celice. Viabilnost celic CD34+ je
bila po imunomagnetni izolaciji v popkowinii krvi med 90% in 99% in v vzorcih kostnega
mozga med med 74,8% in 96,7%. Rezultati so gmafiprikazani na slikah in 28 in 29.
Vzrok za manjSo viabilnost v kosthnem mozgu v primerjavi s popkawenkrvjo bi lahko
bila diagnoza in starost daroval€eprav imunomagnetna izolacija ne vpliva na viabilnost
celic, pa naj bi vezava protiteles na povrsSino KMC vplivala namelproliferacijo in
diferenciacijo z aktivacijo intracelularnih signalnih poti (Lang in sod., 2004 ar g bilo
dokazano, da inducira fosforilacijo celic CD34+ iz kostnega mozgda(irasod., 1999).
To bi lahko prepra&li z negativno izolacijo, kjer vezava protiteles in s tem akijaac
signalnih poti ni pkdakovana.

Izracunali smo tudi uspesnost izolacije, ki je za vzorce popkoenkrvi znasSala med 42%
in 78% ter za vzorce kostnega mozga med 43% in 75%. Rezultati smgrafikazani na

slikai 25. Za peti vzorec kostnega mozga, nismo moglicuarali izkoristka, zaradi

premajhnega Stevila izoliranih celic, kar je tudi razvidno iZegraa sliki 25. Podobne
rezultate so dobili tudi Kekarainen in sod. (2006) ter Belvedere in sod. (1999).
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Ostanek celic CD34+, ki jih nismo uporabili za analize na pnetm citometru smo
pobarvali na specifhe povrSinske celne oznéevalce ali pa jih poskusili namnoziti. Po
imunomagnetni izolaciji celic CD34+ smo izolirali Se subpopuladgb telic in sicer
adherentne celice, ki predstavljajo manj kot 1% celic CD34+. Adheregtite so se v 2h
pritrdile na dno gojilne posodice in se v nadaljnjih 72 urah tudi odlepile ocdgmdra
namnozevanje adherentnih celic CD34+ smo uporabili inaktiviran médgblastov, ki
predstavljazalogo pomembnih rastnih faktorjev (G-CSF, IL-3, SCF in GM-CSF), ki
spodbujajo rast in proliferacijo omnicitov. Kulturo adherentnih celic CD&h je uspelo
vzdrzevati 10 dni, vendar ni bilo videti, da bi se celice namnoziled&bimo zelo malo
celic po imunomagnetni izolaciji bi lahko bil vzrok za neuspeSno namaonjgepremajhna
gostota nasaditve in poslédo pomanjkanje medcéliega komuniciranja ter iztanje
citokinov in rastnih faktorjev, neoptimalna sestava gajidli kolicina seruma. Potrebno bi
bilo poskusiti namnozZevanje celic v metilceluloznem mediju, ki bi vsdboiakine G-
CSF, SCF, GM-CSF kot je to ze uspelo Habibu in sod., vendar zaradindmagmarnih
sredstev tega nismo poskusili.

Da bi preverili,¢e smo res izolirali omnicite smo adherentne celice CD34+rarai iz
kostnega mozga in popko¥ne krvi pobarvali Se s protitelesi proti povrSinskima
ozna&evalcema CD90 in CD133 in jih nato opazovali pod fazno kontrastnim
fluorescentnim mikroskopom, kar prikazujeta sliki 30 in 31. Modra barkazije cekina
jedra, rdéa pa obarvane adherentne celice CD34+, ki imajo izrazetnicelzna&evalec
CD133 in CD90. Vidimo lahko, da so se celice izolirane iz popkoenkrvi obarvale
intenzivneje. Pri negativni kontroli so tako pri kostnem mozgu kot tudpgpkovnini
krvi le nekatere celice na posameznih odsekih obarvane bled®e kde pomeni, da so
celice na slikah 30C, 30D, 31C in 31D verjetno res omniciti. Poleg imkegas
dokazovanja antigenov s aglimi ozna&evalci bi lahko izolirano populacijo KMC
identificirali tudi z molekularnimi tehnikami kot so: PCR, RT-P@Rz uporabo DNA-
mikromrez.

Zakljucili bi lahko, da je metoda imunomagnetne selekcije primernazaladijo celic
CD34+ iz popkovnine krvi in kostnega mozga. Vendar pa pri tem ne upoStevamo izgub,
ki nastanejo pri izolaciji. Z barvanjem caglih povrSinskih ozngevalcev proti CD90 in
CD133 smo dokazali, da naj bi tako popka@wai kri kot kostni mozeg vsebovala
adherentno populacijo KMC, imenovanih omniciti. Za boljSo karakterizacijondrali
celice namnoziti s pond@ ustreznih rastnih faktorjev in jih obarvati Se na drugeima
celicne povrSinske oziavalce. V nadaljnjih raziskavah bi lahko narediti Se RT-PCR in
preveriti izrazanje transkripcijskih dejavnikov Oct 4, Rex-1 in Nanog.

V prihodnje je torej potrebno poskuse ponoviti Kjeen obsegu, da bi lahko ocenili
zanesljivost in ponovljivost rezultatov. Postopek izolacije adherentni €BI34+ bi bilo
potrebno Se dodatno optimizirati, ki bi omégbpridobitev véjega Stevila celic. Njihovo
prisotnost v izoliranihn vzorcih pa je potrebno potrditi s preverjanjerazanja
oznaevalcev na ravni mRNA.
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5.2 SKLEPI

eV popkovnini krvi in kostnem mozgu smo identificirali omnicite, ki so definirane
kot adherentna populacija krvotvornih ndath celic, pozitivha za ozkavalec
CD34, CD90 in CD133 ter negativna za asalce linijsko usmerjenih celic.

* Komercialni kit Indirect CD34 MicroBead Kit je primeren za osamitev KMC.
* Vegje Stevilo celic CD34+ smo dobili v popko¥ni krvi kot v kostnem mozgu,
kar je nasprotuje z obstajajéo literaturo. Glavni vzrok je verjetno v vzorcih

kostnega mozga, ki so bili pridobljeni od prostovoljcev z &amiii obolenii.

e Za boljSe rezultate bi bilo potrebno pridobiti vzorce kostnega mozgal@ilz
darovalcev ter analizirati ¥ge Stevilo vzorcev.

* Viabilnost je po izolaciji ostala enaka 0z. se je @alag kar najverjetneje pomeni,
da imunomagnetna izolacija ne vpliva na viabilnost celic.
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6 POVZETEK

Clovesko telo je sestavljeno iz organov in tkiv, ki s svojim spatifi delovanjem
omogaajo delovanje telesa kot celote. Vsako tkivo sestavljajo kratk@eigderencirane
celice, od katerih ima vsaka posebno in specializirano nalogo iajonoenehno nastajati.
Za ta proces skrbijo dolgo zi&e maténe celice, ki so drugae od specializiranih celic,
saj imajo poleg sposobnosti asim@igga deljenja in diferenciacije Se sposobnost
samoobnavljanja in razvoja v celice ramlh tkiv, ne le v tiste, iz katerih izvirajo. Na ta
nain nas organizem ustvari ustrezno zalogo funkcionalnih celic. fRazinaténe celice

se razlikujejo glede na svoje morfoloSke &lmasti, metode gojenja in diferenciacijski
potencial.

Maticne celice so bile identificirane v raaiih odraslih tkivin. Mednje spadajo tudi
adherentne krvotvorne matie celice imenovane omniciti, za katere se domneva, da imajo
v odraslih tkivih vlogo pri zdravljenju poskodb in obnavljanju tkiva v jetrih. So okrogl
majhne mononuklearne celice s premerom 7pb®, z visokim razmerjem jedra in
citoplazme, ki se lahko diferencirajo v vse tri zarodne plasti (ektpdenezoderm in
endoderm). lzolira se jih lahko iz odraslega kostnega mozga, perkemeokovntne
krvi in fetalnih jeter. So multipotentne in predstavljajo nov vir celctkivho avtologne
transplantacije. V odraslih tkivih se nahajajo v zelo majhnem Stdalumaino otezuje
njihovo nadaljnje raziskovanje in uporabo. Predstavljajo manj kot 1% vseh C@8d+ c
Lahko izrazajo povrSinske oztevalce, kot so CD34, CD133, c-met ali CD90 in ne
izraZzajo oznéevalcev za linijsko usmerjene celice kot so CD38, CD33, HLA/DR, CB19 i
CD3. Vseh zgoraj nastetih individualnih povrSinskih @avalcev ni mogée najti na vseh
izoliranih celicah (Gordon in Habib, 2005). Zaradi majhnega Stewilai@tov v kostnem
mozgu in v popkovrni krvi je njihova izolacija zelo zahtevna.

Izolacija mattnih celic iz popkovnine krvi ima kar nekaj prednosti v primerjavi z
izolacijo celic iz kostnega mozga ali periferne krvi. Razlagita so predvsem lazja in
dostopnost in manjSe tveganje za prenos virusnih okuzb, saj v PK pravilmmnasov, ki

se pogosto pojavljajo v kosthem mozgu odraslih in zmanjSujejo uspeh presithinjSe

je tudi tveganje za nastanek bolezni presadka proti gostitelju (GpBlPresaditvi. Hkrati

v PK ni starostno pogojenih poskodb celic. Samo pridobivanje PK pa je neimvaz
neskodljivo za mater in otroka, saj poteka brez kakrsnegakoli posega v telo. Polegvtega s
popkovnini krvi nahajajo tudi Stevilne druge mate celice, ki bi lahko predstavljale
osnovo za nove terapevtske aplikacije (Gordon in Habib 2005; Ballen, 2005; Rocha
sod., 2006; Minn in Najem, 2011; Gluckman, 2009).

V diplomskem delu smo Zeleli v vzorcih popkosme krvi in kostnega mozga z analizo na
preta&nem citometru in z barvanjem fenotipskih o&aalcev identificirati populacijo
adherentnih krvotvornih matih celic ter oceniti primernost metod za njihovo izolacijo.
Prav tako smo preverili vpliv imunomagnetne izolacije na viabilnogt C&34+. Najprej
smo iz vzorcev popkovéme krvi in kostnega mozga osamili mononuklearne celice s
poma:jo gradientnega centrifugiranja. Nato smo analizirali vzorce nadoretn citometru

in iz podatkov izraunali koncentracijo MNC, delez celic CD34+, izkoristek izolatge
dolcili viabilnost. 1zolirane celice CD34+ smo nato nasadili v ptagtioziroma steklene
posodice in ugotovili, da so se v obeh primerih pritrdile na podlagojeRatcelice smo
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nato pobarvali s protitelesi proti aglima oznédevalcema CD133 in CD90. Pobarvane
celice smo opazovali pod fazno kontrastnim fluorescentnim mikroskoponteGalibile
pozitivhe na oba celna oznaevalca.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da popkoenikri in kostni mozeg
vsebujeta omnicite. V prihodnosti je potrebno Se dodatno optimizirati postapijéavo

izolacijo in identifikacijo ter razvoj metod za uspeSno namnoZevangif@nenciacijo.

Predvidevamo, da bodo te celice dober vir sméti celic za uporabo v céfhih terapijah in
regenerativni medicini.
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PRILOGE
Priloga A: Izjava o pouwenosti in privolitev za darovanje popkovnéne krvi

X | espok
enota za shranjevanje
popkovnicne krvi

-

1ZJAVA O POUCENOSTI IN PRIVOLITEV ZA DAROVANJE POPKOVNICNE KRVI

Spodaj podpisana

rojena

prostovoljno izjavljam;

1. da sem prejela, prebrala in razumela informacije o:
- terapevtskem namenu in potrebi za darovanje popkovnicne krvi,
- odvzemu popkovnicne krvi,
- boleznih, ki se lahko prenesejo pri zdravljenju s popkovni¢no krvjo
- posledicah in tveganju, povezanimz darovanjem,
- varovanju osebnih podatkov,
- potrebnih preiskavah in predvidenih postopkih pred odvzemom,
- zdravljenju s tkivi / celicami,
- preiskavah in predvidenih postopkih po odvzemu,
- pravicah iz naslova zdravstvenega zavarovanja;

2. da sem bila seznanjena z moznostjo:
- da lahko kadar koli brez posledic odstopim od darovanja popkovnicne krvi,
- seznanitve z rezultati testiranj z razlago;

3. da semimel/a moZnost zastaviti vprasanja;
4. da so vsi podatki, ki semjih navedel/a, resni¢ni;
In soglasam:

- da se v porodnignici odvzame popkovni¢na kri po rojstvu mojega otroka in shrani v Enoti za shranjevanje popkovni¢ne krvi (ESPOK) na
Zavodu RS za transfuzijsko medicino, Slajmerjeva 6, 1000 Ljubljana, ter uporabi za zdravljenje bolnikov v skladu z veljavno zakonodajo;

- da miv ¢asu ob rojstvu otroka v porodnisnici odvzamejo vzorec krvi (3 x 6 ml) za bioloke preiskave;

- da se z darovano popkovni¢no krvjo in mojo krvjo opravijo potrebni predpisani testiin da se me o morebitnih pozitivnih izsledkih
zaupno obvesti;

- da porodniSnica posreduje moje osebne podatke, podatke o novorojencu ter podatke o porodu Zavodu RS za transfuzijsko medicino,
Slajmerjeva 6, 1000 Ljubljana ter da se moji in otrokovi osebni podatki obdelujejo izkljuéno za namene darovanja in zdravljenja skladno z
zakonom.

Strinjam, da se odvzeta popkovni¢na kri, ki ne bo primerna za zdravlienje, lahko uporabi za medicinske raziskave, ki so odobrene s strani
Komisije za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdravije. (Obkrozite) DA NE

Datum: Podpis:

Ime in priimek pri¢e (partner, sorodnik, prijatelj) : Podpis price:

V nadaljevanju postopka Vas bomo pisno obvestili ali izpolnjujete pogoje za odvzem in shranjevanje popkovnicne krvi ter Vam posredovali
navodila za prevzem paketa za odvzem popkovni¢ne krvi.

Ce imate kakrénakoli vprasanja, pokii¢ite na telefonsko étevilko 01 5438100 int. 314 Enota za shranjevanje popkovni¢ne krvina Zavodu RS
za transfuzijsko medicino ali na elektronski naslov espok-ztm@ztm.si




Priloga B: Izjava o0 pouenosti in privolitev za darovanje kostnega mozga

Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana
Klini¢ni oddelek za hematologijo
Zaloska cesta 7

SI-1000 Ljubljana

Zavod RS za transfuzijsko medicino
Slajmerjeva 6
S1-1000 Ljubljana

1ZJAVA O POUCENOSTI IN PISNA PRIVOLITEV V POSTOPEK

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

1

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

Obveden sem, da bodo moji osebni podatki anonimni, tako da bo za3¢itena moja pravica do zasebnosti in
omogodenopopolno varovanje mojih osebnih podatkov.

Moje sodclovanje v raziskavi je popolnoma prostovoljno in vem, da ga lahko odklonim ali kadarkoli
odstopim iz raziskave. Obvestili so me, da bodo rezultati raziskave sluzili napredku medicinskega znanja na
podro&ju celiéne terapije in regenerativne medicine. Obves€en/-a sem tudi, da je raziskavo odobrila
Republiska komisija za medicinsko-etiéna vpraSanja.

S podpisom te izjave prostox}oljno pristajam na sodelovanje v zgoraj omenjeni raziskavi.

Datum: Podpis preiskovanca/-ke:



